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RESUMEN

Los sistemas de produccién porcina modernos, encarados a la reduccién de costes y aumento de
productividad, han propiciado una pérdida de bienestar animal. Son conocidos los multiples
factores que pueden provocar estrés y/o pérdida de bienestar en la produccién porcina, como la
restriccién alimentaria, condiciones ambientales adversas y el manejo. La legislaciéon ha avanzado
en los dltimos afios para establecer las condiciones de cria, alojamiento, transporte y sacrificio que
garanticen un bienestar animal aceptable.

Las metodologias mas usadas para medir el estrés y bienestar animal son observaciones
conductuales y biomarcadores en suero que se ven alterados en la respuesta al estrés. Estas
determinaciones tienen limitaciones, y no existe ningdn criterio suficientemente objetivo ni
especifico para evaluar el estrés. Por otro lado, se desconoce hasta qué punto se ve alterado el
patrén neuroquimico cerebral de respuesta al estrés. Conocer estas variaciones seria el paradigma
que permitiria caracterizar esta respuesta.

Por ello, en este trabajo, aparte de evaluar los marcadores tradicionales en el suero bajo diferentes
condiciones de alojamiento, estrés y/o caracteristicas de los cerdos, se evaltan los
neurotransmisores y otros pardmetros en el sistema nervioso central (SNC). Las vias neuronales
que controlan la respuesta al estrés, miedo, agresién, emocién, entre otras conductas, incumben
regiones cerebrales especificas como la amigdala, el hipocampo o la corteza prefrontal, que
procesan informacién de estimulos externos e internos, y organizan la respuesta auténoma
mediante la regulacién del eje hipotalamo-pituitario-adrenal.

Este trabajo consta de 4 capitulos en los que se analizan posibles factores estresantes: la
susceptibilidad al estrés causada por el genotipo halotano, combinado con distinto sexo; el estrés
por manejo, combinado con la respuesta al miedo; el estrés por transporte combinado con
condiciones de alojamiento de interior/exterior y condiciones de alojamiento de interior/exterior y
alojamiento en condiciones de enriquecimiento o empobrecimiento ambiental.

Las diferencias observadas en los marcadores séricos causadas por las condiciones de estudio son
muy variables, pero algunas variaciones en sus niveles se pueden asociar a las distintas
condiciones de cria, sacrificio y caracteristicas de los animales.

Tradicionalmente el sistema noradrenérgico en el locus certleo ha sido relacionado con la
respuesta al estrés, pero los sistemas dopaminérgico y serotoninérgico también estdn
consistentemente implicados. Leves alteraciones de la via serotoninérgica se relacionan con el
estrés por manejo y un fenotipo miedoso ante estimulos externos. Por otro lado, el estrés por
transporte largo activa las vias dopaminérgica mesocorticolimbica y noradrenérgica hacia la

corteza prefrontal. El andlisis de otros marcadores moleculares de estrés, como el factor
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neurotréfico BDNF, c-Fos y ERK1/2 también sugieren este efecto del estrés por transporte en los
circuitos neuronales.

El alojamiento en el exterior no confiere grandes cambios en las vias de neurotransmisores
estudiadas, pero sugiere distinta capacidad de hacer frente al estrés por transporte; y el
empobrecimiento ambiental provoca la activacion de las vias dopaminérgica y noradrenérgica en
varias regiones corticolimbicas.

Mediante herramientas proteémicas se determiné la expresién diferencial de proteinas en
hipocampo en enriquecimiental, que evidencié cambios en actividad neuronal. En sinergia con lo
observado en los niveles de neurotransmisores, se sugiere un efecto directo de las condiciones de
alojamiento sobre regiones del SNC involucradas en control de emociones y estrés.

Todo ello sugiere la especificidad de la respuesta al estrés, segtn la percepcion del individuo, el
tipo y la intensidad del estresor, y el efecto de las condiciones de alojamiento sobre el SNC,
indicando la necesidad de continuar mejorando las condiciones de cria, manejo, transporte y
sacrificio de los animales de produccién para garantizar el mayor bienestar y el menor estrés
posible. También, es necesario profundizar en el conocimiento de la evaluacién laboratorial y el

conocimiento molecular de estos procesos.
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RESUM

Els sistemes de producci6é porcina actuals estan encarats a la reduccié de costos i 'augment de
productivitat i han propiciat una pérdua de benestar animal. S6n coneguts els multiples factors que
poden provocar estrés i/o peérdua de benestar en la produccié porcina, com la restriccié
alimentaria, condicions ambientals adverses i el maneig. La legislacié ha avangat durant els altims
anys per establir les condicions de cria, allotjament, transport i sacrifici que garanteixin un benestar
animal acceptable.

Les metodologies més emprades per mesurar l'estrés i benestar animal sén observacions
conductuals i biomarcadors en sérum que es veuen alterats en la resposta a l'estres. Aquestes
determinacions tenen limitacions, i no hi ha cap criteri prou objectiu ni especific per avaluar-lo.
D'altra banda, es desconeix fins a quin punt es veu alterat el patré6 neuroquimic cerebral de
resposta a l'estrés. Coneixer aquestes variacions seria el paradigma que permetria caracteritzar
aquesta resposta.

Per aix0, en aquest treball, a part d'avaluar els marcadors tradicionals en el serum sota diferents
condicions d'allotjament, estrés i/o caracteristiques dels porcs, s'avaluen els neurotransmissors i
altres parametres en el sistema nervios central (SNC). Les vies neuronals que controlen la resposta
a estres, por, agressio, emoci6, entre d'altres conductes, involucren regions cerebrals especifiques
com l'amigdala, I'hipocamp o l'escorca prefrontal, que processen informacié d'estimuls externs i
interns, i organitzen la resposta autonoma mitjancant la regulaci6 de l'eix hipotalem-pituitari-
adrenal.

Aquest treball consta de 4 capitols en que s'analitzen possibles factors estressants: la susceptibilitat
a l'estrés causada pel genotip halota, combinat amb diferent sexe; I'estres per maneig, combinat
amb la resposta a la por; l'estres per transport combinat amb condicions d'allotjament d'interior/
exterior i condicions d'allotjament en condicions d’enriquiment o empobriment ambiental.

Les diferencies observades en els marcadors sérics causades per les condicions d'estudi sén molt
variables, pero algunes variacions en els seus nivells es poden associar a les diferents condicions de
cria, sacrifici i caracteristiques dels animals.

Tradicionalment el sistema noradrenergic ha estat relacionat amb la resposta a l'estrés, pero els
sistemes dopaminergic i serotoninergic també estan consistentment implicats. Lleus alteracions de
la via serotoninergica es relacionen amb I'estrés per maneig i un fenotip poruc davant estimuls
externs. D'altra banda, 1'estres per transport llarg activa les vies dopaminergica mesocorticolimbica
i noradrenergica cap a l'escorca prefrontal. L'analisi d'altres marcadors moleculars d'estres, com el
factor neurotrofic BDNF, c-Fos i ERK1/2 també suggereix aquest efecte de 1'estres per transport a

les xarxes neuronals.
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L'allotjament exterior no confereix grans canvis en les vies de neurotransmissors estudiades, pero
suggereix diferent capacitat de fer front a l'estrés per transport; i I'empobriment ambiental provoca
l'activacié de les vies dopamineérgica i noradrenérgica en diverses regions corticolimbiques.
Mitjancant eines protedmiques es va determinar l'expressié diferencial de proteines en hipocamp
en condicions d’enriquiment ambiental, que va evidenciar canvis en l'activitat neuronal. En
sinergia amb l'observat en els neurotransmissors, es suggereix un efecte directe de les condicions
d'allotjament sobre regions del SNC involucrades en control d'emocions i estrés.
Tot aixo suggereix 'especificitat de la resposta a I'estres, segons la percepcié de l'individu, el tipus i
la intensitat de l'estressor, i l'efecte de les condicions d'allotjament sobre el SNC, indicant la
necessitat de continuar millorant les condicions de cria, maneig, transport i sacrifici dels animals de
produccié per garantir el major benestar i el menor estrés possible. També, cal aprofundir en el

coneixement de 1'avaluacié laboratorial i en el coneixement molecular d'aquests processos.
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SUMMARY

Modern pig husbandry, focused on reducing costs and increasing productivity, has led to a loss of
animal welfare. There are multiple factors known to cause stress and/or loss of welfare in porcine
production, such as food restriction, adverse environmental conditions and management.
Legislation has advanced in recent years to establish breeding, housing, transport and slaughter
conditions that guarantee acceptable animal welfare.

Classical methodologies for measuring stress and animal welfare are behavioral observations and
serum biomarkers that are altered in the stress response. These techniques have limitations, and
they are not objective and specific enough to assess stress. On the other hand, it is not known how
the brain neurochemical pattern of response to stress is altered. Unravel these variations would be
the paradigm for the characterization of this response.

Therefore, in this work, besides evaluating the traditional markers in the serum under different
housing conditions, stress and/or pig characteristics, neurotransmitters and other parameters in
the central nervous system (CNS) are evaluated. Neural pathways that control the response to
stress, fear, aggression, emotion, and other behaviors include specific brain regions such as the
amygdala, hippocampus or prefrontal cortex, which process information from external and
internal stimuli, and organize the autonomous response by regulation of the hypothalamic-
pituitary-adrenal axis.

This work consists of 4 chapters analyzing different possible stressors: susceptibility to stress
caused by the halothane genotype, combined with different sex; management stress, combined
with response to fear; transport stress combined with indoor/outdoor housing and enriched
housing conditions.

Differences observed in serum biomarkers caused by these conditions are very variable, but some
variations in their levels may be associated with the different conditions of breeding, slaughter and
characteristics of the animals.

Traditionally the noradrenergic system has been related to the stress response, but the
dopaminergic and serotonergic systems are also consistently involved. Mild alterations of the
serotonergic pathway are related to management stress and a fearful phenotype to external stimuli.
On the other hand, long transport stress activates the mesocorticolimbic and noradrenergic
dopaminergic pathways towards the prefrontal cortex. Analysis of other molecular markers of
stress, such as the neurotrophic factor BDNF, c-Fos and ERK1/2 also suggest this effect of transport
stress on neural networks.

Outdoor housing does not confer great changes in the neurotransmitter pathways, but suggests a
different capacity to cope with transport stress; and barren housing conditions causes the

activation of the dopaminergic and noradrenergic pathways in several corticolimbic regions.
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Proteomic tools were used to determine the differential expression of proteins in the hippocampus
between two different housing conditions (enriched and barren), suggesting changes in neuronal
activity. In synergy with what is observed at neurotransmitter levels, a direct effect of housing
conditions on CNS regions involved in emotion and stress management is suggested.

All these results suggest the specificity of the stress response according to the individual trait, the
type and the intensity of the stressor, and the effect of the housing conditions on the CNS,
indicating the need to continue improving the conditions of breeding, transport and slaughter of
farm animals to ensure the highest welfare and least stress. Also, it is necessary to improve the

understanding of the laboratory evaluation and the molecular basis of these processes.
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1. Estrés

El estrés se define como un estado de alteracién del organismo para mantener su homeostasis.
Walter Cannon defini6 a principios del siglo XX el término “homeostasis” para referirse al conjunto
de mecanismos fisiolégicos, como la regulacién glucosa y el oxigeno en sangre y la temperatura,
que permitian al organismo afrontar las perturbaciones procedentes de cambios en el ambiente.
Describié que estos mecanismos provocaban la activacién del sistema simpatico-adrenomedular
(SAM) y lo denominé la respuesta de “lucha-huida” (fight or flight) (Cannon, 1929).
Posteriormente, Hans Selye introdujo el término “estrés” como un concepto médico y cientifico,
definiéndolo como “la respuesta no especifica del cuerpo a cualquier demanda”. Esta respuesta la
describié como el “Sindrome General de Adaptacién” que constaba de tres fases: la reaccién de
alarma, la fase de resistencia y la fase de agotamiento (Selye, 1936). También defini6é alguna de las
respuestas fisiol6gicas, como la hipertrofia adrenal, la ulceracién gastrica y la reduccion del tamafio
del timo. Hasta ese momento, solo se habia relacionado con el mantenimiento de la homeostasis al
sistema SAM, pero en 1950, Selye destaco la activacién del eje hipotalamo-pituitario-adrenal (HPA)
como efector clave de la respuesta a estrés (Selye, 1950).

Estas respuestas endocrinas al estrés conforman la respuesta no especifica, ya que estimulos muy
diversos las desencadenan. Paralelamente, las situaciones estresantes desencadenan una respuesta
especifica caracteristica del estimulo al que el individuo es sometido. Los conceptos modernos de
estrés lo definen como una amenaza para la homeostasis en la cual la respuesta tiene especificidad
dependiendo del estimulo que lo provoca, la percepcion del organismo de este y su capacidad de

hacerle frente (Goldstein & Kopin, 2007).

2. Clasificacion de los estimulos estresantes

La respuesta al estrés dependerd de la intensidad y la duracién del estimulo causante de la
disrupcién de la homeostasis. Asi pues existen respuestas muy reactivas a través de paradmetros
como la adrenalina (A) o la corticotropina (ACTH) de manera que ante perturbaciones minimas se
observan grandes cambios en sus niveles, y otras variables para las que se necesita cierta
intensidad de estrés, como la glucosa y los glucocorticoides (GC) que suelen representar respuesta
a estimulos de intensidad moderada.
En cuanto a la duracién, los estresores se dividen en dos categorias:

- Estrés agudo: se produce una liberacién de monoaminas y hormonas, que generan un

procesamiento inicial de la informacién y una respuesta conductual. Estos procesos son
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necesarios para redirigir el uso de energia entre 6rganos y tejidos para preparar al
organismo para afrontar la situacion amenazante (Pacak & Palkovits, 2001).

Estrés cronico: causado por la exposicion repetida o prolongada a un estresor que conlleva
un constante vaivén entre homeostasis y estrés. Genera cambios en morfologia dendritica,
neurogénesis y respuesta funcional, y en la activacién del eje HPA (ver apartado 4.1) que
puede desencadenar dos respuestas, de habituacién o de facilitacién. La habituacién ocurre
cuando el mismo estimulo repetido habitualmente provoca una menor respuesta y la
facilitacién es el aumento de respuesta ante un evento estresante novedoso. Estos hechos
son debidos a que en una situacién de estrés crénico se mantiene una concentracién basal
de GC mayor, que satura los receptores con mayor facilidad y a su vez regula a la baja los
receptores de GC (Herman, Ostrander, Mueller, & Figueiredo, 2005). Ademads, el estrés
crénico también puede debilitar las estructuras que regulan negativamente la respuesta a

estrés y fortalecer aquellas que la promueven (Arnsten, 2009).

En cuanto al tipo de estimulo estresante, se pueden clasificar en 4 categorias (Pacdk & Palkovits,

2001):

Estresores fisicos: pueden tener también componente psicolégico, por ejemplo, calor, frio,
radiacion, ruido, etc.

Estresores que afectan la homeostasis cardiovascular y metabdlica, como el ejercicio, la
exposicién a calor, la hipoglucemia, hemorragia, etc.

Estresores psicolégicos: afectan procesos emocionales y puede resultar en cambios en el
comportamiento, por ejemplo ansiedad, miedo o frustracién.

Estresores sociales: interacciones dificultosas con otros individuos.

Estas 4 categorias se resumen en estimulos de dos naturalezas, fisiol6gicos y emocionales (Herman

et al., 2016; Herman & Cullinan, 1997).

Los estimulos fisiolégicos representan una amenaza real para el organismo y por lo tanto
provocan una activacién mas rédpida y directa del nticleo paraventricular del hipotdlamo
(PVN) provocando una respuesta reactiva.

Los estimulos emocionales pueden ser estimulos condicionantes o de memoria o
predisposiciones innatas o especie-especificas. Estos provocan una respuesta anticipatoria
al estrés a través de estructuras relacionadas con el control de las emociones, como el
hipocampo, la amigdala o la corteza prefrontal (PFC) que a través de ntcleos intermedios

acttian sobre el PVN.

Aun asi, estas dos reacciones y estimulos se superponen, ya que un entorno asociado a un estresor

sensorial puede convertirse en una respuesta de anticipacion al estrés (Herman et al., 2003).
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Ademas, cabe destacar que diferentes factores pueden producir respuestas similares a estrés, y a su
vez, el mismo estimulo estresante puede producir distinta respuesta dependiendo de la genética

del animal, del sistema de produccién o de experiencias previas (Martinez-Miré et al., 2016).

2.1. Estimulos emocionales

Clasicamente, las emociones han sido definidas como estimulos subjetivos y el estado fisiol6gico
asociado a ellas, como el incremento o reduccion en la frecuencia cardiaca, flujo sanguineo cutaneo,
piloereccién, sudoracién o motilidad gastrointestinal (Purves et al., 2004). Estas suceden a partir de
cambios fisiolégicos, cognitivos y de conducta para constituir una respuesta de supervivencia. Se
clasifican en negativas, como el miedo o el dolor, y las positivas como la saciedad, la seguridad, el
confort o las oportunidades reproductivas.

Aun asi, la definicién del concepto “emocioén” genera discrepancia ya que se ha usado y estudiado
desde diferentes puntos de vista. Algunos investigadores han definido las emociones como estados
obtenidos por recompensa o castigo, mientras que otros se han centrado en el papel de las
emociones en la evaluacién consciente o inconsciente de distintos eventos (Pessoa, 2017).

En los afios 1920 y 1930, Bard sefial6 al hipotalamo como centro critico para la coordinacién del
comportamiento emocional (Bard, 1934). Pocos afios después, Papez propuso una distribucién del
mecanismo responsable para la emocién que incluia otras regiones a parte del hipotalamo, como el
hipocampo, el tdlamo o el giro cingulado (Papez, 1937). Esta teoria de circuito neuronal de control
de las emociones se refind mas tarde por MacLean hacia el concepto de sistema limbico, descrito
tiempo atrds por Broca, incluyendo mas &reas cerebrales, especialmente, la amigdala (MacLean,
1949). Aunque el concepto de sistema limbico contintia hoy en dia siendo la teoria predominante
sobre como el sistema nervioso central (SNC) maneja las emociones, existe gran debate y discusién
en torno a este término y qué reas cerebrales forman parte de dicho sistema (Ledoux, 2000).

Para comprender mejor los circuitos especificos y las regiones involucrados en el control y
respuesta a las emociones, se han desarrollado varios modelos animales de comportamiento
emocional. El mdas destacado es el del miedo condicionado en ratas, inicialmente estudiado por
Pavlov (Pavlov, 1927). En estos experimentos, un estimulo inicialmente neutro (por ejemplo, un
sonido) es apareado repetidas veces con uno repulsivo (por ejemplo, un choque eléctrico). Con el
tiempo, el animal comienza a responder al estimulo neutro con comportamientos similares a los
producidos por el estimulo amenazante. Estas respuestas incluyen mecanismos de
comportamiento defensivo (freezing), auténomos (presién sanguinea), y endocrinos (liberacion de

hormonas) (Ledoux, 2000).

El miedo y la ansiedad son respuestas defensivas y adaptativas a amenazas, y aunque comparten

muchos sintomas y respuestas con el estrés, difieren en algunos aspectos (Rosen & Schulkin, 1998).
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El miedo es provocado por una amenaza clara, real y presente, tiene cardcter adaptativo, provoca
respuestas defensivas y finaliza al desaparecer el estimulo. La conducta de miedo puede ser
dividida en miedo innato, aquel que se posee desde el nacimiento como una reaccién especie-
especifica y el condicionado que es el resultado de aprender a relacionar un estimulo con miedo o
dolor (Blanchard & Blanchard, 2008). La ansiedad, en cambio, estd relacionada con emociones
subjetivas, aparece ante estimulos mas difusos o menos predecibles y deriva de la anticipacién ante
la posible apariciéon de una situacién amenazante. Todo ello conlleva a una respuesta
maladaptativa por la falta de concrecién del estimulo que la provoca y el tiempo de duracién. Este
estado de anticipacién al peligro provoca un estado de alerta y una preparacion fisiolégica para

una respuesta rapida, como sucede con el miedo (Lang, Davis, & Ohman, 2000).

3. Integracion de estimulos en el SNC

Los estimulos estresantes, tanto sean de origen fisiolégico como emocional o psicolégico,
desencadenan la respuesta al estrés. Esta respuesta es generada cuando el SNC percibe una
amenaza, hecho que depende de factores intrinsecos al estimulo estresante (como duracién e
intensidad) y factores intrinsecos al individuo (edad, sexo, recuerdos o eventos previos).

Se han descrito muchas similitudes en los circuitos neuronales que median las respuestas a
estimulos, siendo las estructuras principales involucradas en el procesamiento la amigdala, el
hipocampo y la PFC.

La respuesta e integracion neuronal al miedo estd ampliamente estudiada, sobre todo en el caso del
miedo condicionado, y esta centrada en la actividad de la amigdala, como se ha descrito
anteriormente. En cambio, los circuitos neuronales que se activan ante estimulos ansiogénicos han
creado mas discrepancia. Pese a que las regiones involucradas, asi como la respuesta del
organismo, son mayoritariamente las mismas ante los distintos tipos de estimulos, la ansiedad se
supone mediada por los nticleos del lecho de la estria terminal (BNST, del inglés bed nucleus of the
stria terminalis) en vez de por la amigdala (Tovote, Fadok, & Liithi, 2015). En la Figura 1 se muestra
el esquema de los circuitos neuronales implicados en la integracion de estimulos.

La amigdala es una estructura clave en el control de la respuesta estimulos, entre los que destacan
el miedo y el estrés (Chrousos, 2009; Tovote et al., 2015). Es una region anatémicamente compleja
ya que contiene mds de 12 ntcleos interconectados. Se consideran dos grandes subunidades, la
amigdala lateral y la central.

La amigdala lateral recibe informacién sensorial de la corteza y del tdlamo (estimulos auditorios,
visuales y somatosensoriales) e informacién referente al contexto del hipocampo (Ledoux, 2000).
Posteriormente a la recepcién de los estimulos, conecta con la PFC, el hipocampo y el ntcleo

estriado para producir la integracion de los estimulos emocionales (Chrousos, 2009). Destacan la
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funcién de la PFC en la expresién y extincion del miedo: la corteza infralimbica inhibe la actividad
de la amigdala mediante neuronas inhibitorias, y la corteza prelimbica se encarga de dirigir la
expresion del miedo condicionado (Maren & Holmes, 2016); el hipocampo en la regulacién de la
memoria contextual de asociacién de un estimulo a una situacién amenazante y la extincién de la
respuesta; y el ntcleo estriado se encarga del aprendizaje de evitacién de dichas situaciones.

Por otro lado, la amigdala central recibe informacién sensorial relativa a estimulos repulsivos (ej:
shock eléctrico en el miedo condicionado) proveniente de estructuras como el tronco encefélico
(Ledoux, 2000). Su activaciéon desencadena respuestas auténomas, neuroendocrinas y de
comportamiento mediadas por conexiones con otras regiones (Nestler, Hyman, & Malenka, 2009).
La conexién con el hipotdlamo provoca la activacién simpatica y del eje HPA para la liberacién de
hormonas (respuesta al estrés); con la sustancia gris periacueductal que a su vez proyecta a
regiones como el tronco del encéfalo para producir, entre otras, la respuesta de freezing; y con
ndcleos cerebrales de sistemas de neurotransmisores (NT), como por ejemplo el sistema
dopaminérgico del 4rea tegmental ventral (VTA) y la sustancia negra, el noradrenérgico del locus

céruleo (LC) y el serotoninérgico del nicleo del rafe (Chrousos, 2009; Pessoa, 2017).

Expresiony
extincién
Memoria
Sorieaa contextual
Anicdala Conductasde
Hipocampo 1 at;ga = evitacién
aprendidas
Talamo Activaciéon
simpética, eje HPA
Tronco Amigdala Freezing, expresion
encefalico central facial

Excitacion

Figura 1. Esquema de la relacién entre las estructuras cerebrales implicadas en
la regulacién y respuesta a estimulos. Adaptado de Nestler, Hyman, y Malenka
2009.

También cabe destacar que el estrés produce deficiencias en la extincién de la respuesta al miedo,
que afectan tanto a la amigdala como al hipocampo y a la PFC, produciendo cambios en densidad
dendritica, actividad neuronal, densidad de receptores de diferentes NT o cambios en la

excitabilidad sinaptica (Maren, 2016).
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4. Respuesta endocrina al estrés

La recepcién de un estimulo amenazante provoca la activacién de regiones del hipotdlamo que
desencadenan la respuesta del eje SAM. La activacion de este eje conlleva a la produccién de las
catecolaminas noradrenalina (NA) y A. La NA es sintetizada mayoritariamente en las neuronas
noradrenérgicas del LC y de los nervios postganglionares del sistema nervioso simpético. La A, y
también parte de la NA, se producen en la médula de la glandula suprarrenal, desde donde se
liberaran al torrente sanguineo y accederdn a los tejidos diana. La secreciéon de catecolaminas
prepara al organismo para la respuesta “lucha-huida”, produciendo incremento de la frecuencia
cardiaca, vasoconstricciéon y movilizacién de la reserva energética (Jansen, Nguyen, Karpitskiy,
Mettenleiter, & Loewy, 1995).

Por otro lado, el principal efector de la respuesta endocrina a estrés es el eje HPA, que conllevara a
la produccién de GC, de acuerdo con el “Sindrome General de Adaptacion” descrito por Selye

(Selye, 1998).

4.1. Eje HPA

Independientemente del estimulo estresante y su procesamiento en el SNC, la integracién de la
respuesta al estrés se realiza en el PVN. En la Figura 2 se representa el esquema de la respuesta del
eje HPA al estrés. Las neuronas del PVN sintetizan y secretan el factor liberador de corticotropina
(CRH) y la arginina-vasopresina (AVP) entre otros. Estos factores llegan a la hipoéfisis anterior,
también conocida como gldndula pituitaria, donde inducen la sintesis de ACTH y su liberacién al
torrente sanguineo, desde donde actuara en la glandula suprarrenal, promoviendo la liberacién de
GC y mineralocorticoides (MC) por parte de la corteza adrenal (Herman et al., 2005). Los GC
regulan los cambios fisiol6gicos producidos a causa del estrés, como la movilizacién energética, la
supresion del sistema inmune, la inhibicién del crecimiento muscular y 6seo, la potenciacién de la
vasoconstriccion mediante el sistema nervioso simpatico o la degradacién de proteinas y lipidos,

con la finalidad de restaurar la homeostasis del organismo (Munckt, Guyre, & Holbrooke, 1984).

4.1.1. Regulacién endocrina del eje HPA

Los GC también acttan modulando el eje HPA a través de dos mecanismos de retroinhibicién
negativa, que conduciran a una disminucién de la secrecién de CRH y ACTH. El mecanismo de
accién clasico de los GC afecta a la transcripcién génica y estd mediado por los receptores
intracelulares tipo I o mineralocorticoide y tipo II o glucocorticoide. Los GC tienen mayor afinidad
por los receptores tipo I por lo que se sugiere que estos receptores actuarian regulando la actividad
basal del HPA y los de tipo II en condiciones de estrés cuando los niveles de GC son mas elevados
puesto que son de menor afinidad. También existen diferencias en la localizacién de estos

receptores. Mientras que los de tipo II estdin ampliamente distribuidos por todo el SNC, y
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especialmente en las zonas claves para la regulaciéon negativa del eje HPA (hipotdlamo e hipdfisis),
la expresién de los de tipo I es mas restringida a ciertas areas cerebrales (Herman et al., 2005).
También se han descrito receptores de membrana para los GC que afectarian cascadas de
transducciéon de sefial mediante mecanismos de sefalizaciéon de respuesta rapida (Rainville,

Pollard, & Vasudevan, 2015)

4.1.2. Regulacién neuronal del eje HPA

El PVN del hipotdlamo recibe innervacién sinaptica de varias estructuras del SNC. Existe una
modulacién directa, a través de estructuras como otras regiones del hipotalamo, el tdlamo o los
nucleos del rafe, que a través de proyecciones serotoninérgicas estimula la secreciéon de ACTH y
GC.

Ademas existe una regulacion indirecta a través de otras estructuras, mostrada también en la
Figura 2, que necesitan neuronas intermediarias para interactuar con el PVN. Son
mayoritariamente regiones involucradas en las respuestas emocionales y de memoria, por lo tanto
relacionadas con la respuesta a estrés anticipatoria, que requiere de experiencias previas. En todos
los casos, la regulacion por parte de estas regiones del eje HPA es especifica de las subregiones y

del tipo de estrés (Herman et al., 2003).

La estimulacién de las neuronas del hipocampo reduce la actividad en el PVN e inhibe la secrecion
de GC ayudando a la finalizacién de la respuesta al estrés del eje HPA (Jacobson & Sapolsky, 1991).
Paralelamente, lesiones en el hipocampo elevan los niveles basales de GC en circulacion y
prolongan la liberacion de ACTH y GC en respuesta al estrés (Sapolsky, Krey, & McEwen, 1984). Se
sugiere que esta retroinhibicién del eje HPA es llevada a cabo mediante proyecciones a neuronas
GABAérgicas que transmiten informacién inhibitoria a la regiéon parvocelular del PVN mediada
por los receptores de GC presentes en el hipocampo (Smith & Vale, 2006). Estos receptores tienen
importancia en otras acciones fisiolégicas, como en la consolidacién de la memoria, con una
relaciéon de U invertida, indicando que niveles bajos o altos de GC implican disfunciones en la
consolidaciéon de la memoria (Diamond, Bennett, Fleshner, & Rose, 1992). También se ven
involucrados sistemas de NT, como el colinérgico que juega un papel importante en la inhibiciéon

del eje HPA en la respuesta a estrés (Han, Bizon, Chun, Maus, & Gallagher, 2002).

La PFC también contiene gran nimero de receptores de GC, indicando su importancia en la
retroinhibicién por GC del eje HPA, que provoca la disminucién de liberacién de ACTH y por lo
tanto de GC (Herman et al., 2005). Esta regulacion sugiere una organizacién topografica compleja.
Mientras que la corteza infralimbica proyecta a regiones que se activan en la respuesta a estrés

como la amigdala; la corteza prelimbica proyecta a regiones del hipotalamo y a la regién peri-PVN
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implicadas en la inhibicién del estrés. Entre estas regiones de interés, se encuentran las regiones
GABAérgicas del PVN (Herman et al., 2016; Hurley, Herbert, Moga, & Saper, 1991). La activaciéon
de la PFC también sucede mediante proyecciones noradrenérgicas provenientes del LC y
proyecciones dopaminérgicas del VTA regiones involucradas en la integracién de la respuesta a
estrés por el eje HPA, o proyecciones del hipocampo, sugiriendo la sinergia para modular la

regulacion downstream de la respuesta a estrés (Herman et al., 2003; Ziegler, Cass, & Herman, 1999).

Al contrario que el hipocampo y la PFC, la amigdala actta activando el eje HPA y por lo tanto,
promueve la sintesis y liberacién de CRH y GC al torrente sanguineo, potenciando la respuesta al
estrés a nivel sistémico (Dallman et al., 2003). La amigdala media se activa principalmente frente a
estresores emocionales (respuesta anticipatoria) y la central lo hace ante estresores fisiol6gicos
(respuesta reactiva) (Herman et al., 2003). Esta regién también expresa receptores de GC indicando
su capacidad de procesar cambios relativos a los niveles basales o de estrés de GC (Smith & Vale,
2006). A su vez las proyecciones aferentes de la amigdala a otras regiones cerebrales, sobre todo

corticales, regulan la respuesta adaptativa al estrés (Dunn & Whitener, 1986; Herman et al., 2003).

Amigdala
Hipocampo

ACTH Circulacién sistémica
JL ./ Glandula
suprarrenal
GC 3

Lu Circulacidn sistémica

Figura 2. Representacion de la respuesta al estrés del eje HPA. Activacion del
PVN, secrecién de CRH en la hipdfisis, liberacién de ACTH al torrente
circulatorio, liberacion de GC glandula suprarrenal. Flechas rojas:
retroinhibicién (PFC e hipocampo), flechas verdes: activaciéon (amigdala).
(Adaptado de Herman et al. 2003).
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5. Monoaminas transmisoras

Los NT regulan determinadas funciones cerebrales. Pueden actuar localmente o como
intermediarios entre regiones, siendo sintetizados por un nimero limitado de regiones y
proyectando alrededor del SNC. De esta manera se generan las respuestas a diferentes estimulos,
como el miedo, el estrés o la recompensa.

Las aminas bidgenas estan incluidas dentro de este grupo de NT con amplia proyeccién en el SNC

e incluyen las catecolaminas, las indolaminas y la histamina (Nestler et al., 2009).

5.1. Catecolaminas

5.1.1. Biosintesis y degradaciéon

Dentro de este grupo se incluyen la dopamina (DA), la NA y la A. Son productos secuenciales de la
misma via biosintética, siendo sintetizadas a partir del aminodacido tirosina (Figura 3). La primera
enzima de la via de sintesis es la tirosina hidroxilasa que convierte la tirosina en L-
dihidroxifenilalanina (L-DOPA). Es la enzima limitante de la sintesis de DA y NA y esta presente
en todas las células productoras de catecolaminas. Seguidamente, la L-DOPA es descarboxilada
por la L-aminoacido aromético descarboxilasa (AADC) para producir DA que serd almacenada en
las vesiculas sinapticas. En las neuronas noradrenérgicas, la DA serd convertida a NA por la
dopamina p-hidroxilasa en el interior de estas vesiculas.

La A se sintetiza a partir de la NA en la glandula suprarrenal por la enzima feniletanolamina-N-
metiltransferasa.

La expresion de estas enzimas estd regulada de manera que las neuronas que producen NA no
expresan la feniletanolamina-N-metiltransferasa y las que liberan DA no expresan la

feniletanolamina-N-metiltransferasa ni la dopamina p-hidroxilasa.

El mecanismo maés frecuente por el cual finaliza la accién sindptica de las catecolaminas es por
recaptaciéon mediante transportadores especificos en las neuronas presinapticas y/o degradacion
enzimética (Kvetnansky, Sabban, & Palkovits, 2009).

Las catecolaminas son degradadas enzimaticamente mediante deaminacién oxidativa por la
monoamina oxidasa (MAO) y por 3-O-metilacionpor la catecol-O-metiltransferasa (COMT),
generando varios metabolitos entre los que destacan el 4cido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC), el
acido homovanilico (HVA), el acido 3-metoxi-4-hidroximandélico (VMA) y el 3-metoxi-4-

hidroxifenilglicol (MHPG).
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Figura 3. Via biosintética de las catecolaminas. Los NT principales de la cual son
la dopamina (DA), la noradrenalina (NA) y la adrenalina (A). Adaptado Nestler,
Hyman, y Malenka 2009.

5.1.2. Tipos de receptores

Dopaminérgicos

Existen 5 tipos de receptores de DA clasificados en 2 familias, los de tipo D1 y los de tipo D2.

La subfamilia de tipo D1 incluye los receptores D1 y D5. Estos estan acoplados a proteinas G/, que
estimulan la adenil ciclasa y se encuentran tinicamente en neuronas postsindpticas. El receptor D1
se encuentran principalmente en el nicleo estriado y ntcleo accumbens, y también en la amigdala,
el hipotalamo y el tdlamo. El receptor D5 se expresa a nivel mas bajo que el D1 y esta restringido al
hipocampo y a ntcleos del talamo (Mansour & Watson, 1988; Smeets & Gonzalez, 2000).

La subfamilia de tipo D2 incluye los receptores D2, D3 y D4 y estan acoplados a proteinas Gi/, por
lo que inhiben la actividad de la adenil ciclasa. El receptor D2 se encuentra mayormente en el
nucleo estriado y el ndcleo accumbens, pero también en la sustancia negra y en el VTA. Los D3
estan distribuidos especificamente en el hipotalamo, en el cerebelo y en neuronas presindpticas de

la sustancia negra. El receptor D4 muestra gran expresion en la corteza frontal, la amigdala, el
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hipocampo y el hipotdlamo (Jaber, Robinson, Missale, & Caron, 1996; Mansour & Watson, 1988;
Vallone, Picetti, & Borrelli, 2000).

Adrenérgicos

Como la DA, la NA también realiza su funcién a través de receptores acoplados a proteinas G. Se
describen 9 receptores adrenérgicos clasificados en tres familias: al, a2 y B. Los al estan acoplados
a proteinas Gq/11 por lo que activan la fosfolipasa responsable de la liberacién de DAG e IP3, y se
encuentran principalmente en la corteza cerebral, el nicleo estriado y el hipocampo. Los 02 tienen
funciones similares a los D2, estan acoplados a proteinas Gi,, por lo que inhiben la adenil ciclasa y
su localizacién es mas amplia que los al, puesto que se encuentran en gran ntimero de regiones
entre las que destacan la corteza cerebral, el hipocampo, los ganglios basales, la amigdala, el LC y
la medula espinal. Por tltimo los B estan acoplados a proteinas Gs/o que activan la adenil ciclasa, y
se localizan en la corteza cerebral, el hipocampo y el cerebelo. En similitud a los D1, activan la
actividad de la adenil ciclasa incrementando los niveles de cAMP y activando vias de sefializacion
por fosforilacién (Delaville, De Deurwaerdere, & Benazzouz, 2011; Flugge, 2000; Kandel, Schwartz,

Jessell, Siegelbaum, & Hudspeth, 2013; Smeets & Gonzalez, 2000).

5.1.3. Sistema dopaminérgico

El grupo mas amplio de neuronas dopaminérgicas del SNC se encuentra en el mesencéfalo,
incluyendo la sustancia negra y el VTA. Estas neuronas envian un gran numero de sefiales
ascendentes a la corteza cerebral y los ganglios basales. Por otro lado, las neuronas dopaminérgicas
del hipotalamo participan en la regulaciéon auténoma y endocrina. Existen ocho vias
dopaminérgicas (Bjorklund & Dunnett, 2007; Schott & Duzel, 2008; Smeets & Gonzalez, 2000;
Vallone et al., 2000), las 4 méas importantes, representadas en la Figura 4, son:

- Via mesocorticolimbica (via mesocortical, etiquetada con el nimero 1 en la Figura X, y via
mesolimbica, etiquetada con el ntimero 2 en la Figura 4): proyectan del area VTA a la
corteza frontal y temporal y a estructuras limbicas de la base del prosencéfalo (PFC,
amigdala, hipocampo, ntcleo accumbens, etc.). Estan implicadas en emocién, motivacion,
almacenamiento de la memoria, atencién y conductas de recompensa.

- Via negroestriada, etiquetada con el ntimero 3 en la figura 4: transmite de la sustancia
negra al niicleo estriado y esta relacionada con el aprendizaje y la funcién motora.

- Via tuberoinfundibular, etiquetada con el ntimero 4 en la figura X: transmite del nicleo
arqueado del hipotdlamo a la hipéfisis y médula espinal provocando la secrecién de

hormonas.
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Figura 4. Proyecciones dopaminérgicas en el cerebro. Etiquetas: 1 = via
mesocortical, 2 = via mesolimbica, 3 = via negroestriada, 4 = via
tuberoinfundibular. Adaptado de Nestler, Hyman, y Malenka 2009.

Vias dopaminérgicas, estrés y emociones.

La actividad dopaminérgica esta ligada con la formacién, retencién y extincién de la respuesta al
miedo, la depresién, el abuso de drogas, la esquizofrenia y el Parkinson, entre otros (Millan, 2003).
Una actividad dopaminérgica 6ptima en las via mesocorticolimbica es un requisito imprescindible
para la respuesta al estrés y al miedo (Pani, Porcella, & Gessa, 2000; Seamans & Yang, 2004). La DA
tiene un efecto de “U” invertida, ya que niveles demasiado bajos o demasiados altos provocan
alteraciones en el funcionamiento correcto de las estructuras cerebrales (Arnsten, 2009), por lo que
incrementos o disminuciones en la actividad de estas vias estdn relacionados con trastornos de
ansiedad o estrés (Belujon & Grace, 2015; Millan, 2003; Tanaka, Yoshida, Emoto, & Ishii, 2000).
Mientras que estresores agudos provocan un incremento de liberacién de DA en la corteza frontal
y el hipocampo, sugiriendo una respuesta activa para hacer frente al estrés, estos valores vuelven a
niveles basales cuando el estresor es aplicado crénicamente y no se puede hacer frente a la
situacion (Arnsten, 2009; Pani et al., 2000; Segovia, Arco, & Mora, 2009).

Ademas, la activacion de las proyecciones dopaminérgicas mesolimbicas, como proyecciones al
nucleo acucmbens del cuerpo estriado, estd involucrada en motivacién y recompensa, mientras que
su disminucién conlleva a anhedonia y depresién (Joca, Ferreira, & Guimardes, 2007a), de manera
que emociones positivas que conllevan a la activacién de esta via podrian compensar los efectos

negativos del estrés (Millan, 2003).

5.1.4. Sistema noradrenérgico
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El cuerpo celular de las neuronas productoras de NA se encuentra en el tronco encefalico. Una
subpoblacién de neuronas noradrenérgicas proyectan al hipotdlamo (etiqueta 1 de la Figura 5)
controlando funciones cardiovasculares y endocrinas. Otro de los subgrupos proyecta a la médula
espinal (etiqueta 2 de la Figura 5) regulando reflejos auténomos y la sensibilidad dolorosa. Y
finalmente, una tercera poblacién localizada en el LC, que representa el 50% del total de las
neuronas noradrenérgicas del SNC, proyecta difusamente por toda la corteza cerebral, el cerebelo y
la medula espinal (etiqueta 3 de la Figura 5) manteniendo el estado de vigilia y la capacidad de
respuesta a estimulos ambientales inesperados. De esta manera, el LC influye tanto en la activaciéon
a nivel del prosencéfalo como en la percepcion sensitiva y el tono motor (Berridge & Waterhouse,

2003; Douglas, 2005).

Hipotalamo —
Bulbo olfatorio —
Amigdala e g
hipocampo

A1, A2, A5, AT

Médula espinal

Figura 5. Proyecciones noradrenérgicas en el cerebro. Etiquetas: 1 = proyeccion
del tronco encefalico al hipotidlamo, 2 = del tronco encefalico a la médula
espinal, 3 = del LC a multiples regiones del SNC. Adaptado de Nestler, Hyman,
y Malenka 2009.

Vias noradrenérgicas, estrés y emociones.

Las neuronas noradrenérgicas estdn involucradas directamente en el procesamiento central de la
respuesta a estrés. Las proyecciones noradrenérgicas desde el tronco encefélico se ven alteradas
ante estimulos estresantes, pero el mayor cambio se observa en el LC. Numerosos tipos de estrés
provocan la activacion de las neuronas noradrenérgicas del LC que realiza proyecciones
ascendentes entre las que destacan la corteza, el hipocampo, la amigdala y el nidcleo estriado
(Millan, 2003; Morilak et al., 2005; Stanford, 1995). La liberacion de NA en estas regiones por
estimulos estresantes es acompafiada de manifestaciones emocionales, cognitivas y autonémicas de

miedo (Joca et al., 2007a; Millan, 2003).
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El estrés agudo lleva a alteraciones transitorias en el sistema noradrenérgico acompanado de la
activacion del eje HPA. Tras cierto periodo de tiempo que dependerd del caracter y la intensidad
del estimulo estresante, la homeostasis serd restaurada y volverdn a niveles basales. El estrés
crénico o repetido, puede inducir cambios permanentes en los niveles de la via noradrenérgica
induciendo un estado altamente activo. Ademas, este estado estresante prolongado puede agotar el
almacén de NA, debido a no poder compensar el turnover, o a que la actividad de las neuronas
noradrenérgicas se vea reducida, lo que conducird a un déficit de NA en los terminales nerviosos
(Carrasco & Van de Kar, 2003; Kvetnansky et al., 2009). Cabe destacar que, como la DA, la NA tiene
un efecto de “U” invertida, por lo que niveles demasiado bajos o demasiados altos provocan

alteraciones en el funcionamiento correcto de las estructuras cerebrales (Arnsten, 2009).

El LC también realiza proyecciones descendentes a la medula espinal, por los que las
catecolaminas liberadas pasan a la circulacién, pudiendo encontrarse en plasma (Tanaka etal.,
2000). En condiciones de reposo, cantidades bajas de catecolaminas son liberadas al torrente
sanguineo por la medula adrenal, principalmente la A, y los terminales nerviosos simpaticos,
principalmente la NA. Ante situaciones estresantes, cantidades mayores de A y NA son liberadas a
la circulacién. Estos cambios se han descrito ante numerosos tipos de estrés, con diferente

intensidad (Kvetnansky et al., 2009).

5.2. Serotonina

5.21. Biosintesis y degradacién

La serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT) pertenece al grupo de compuestos arométicos llamados
indoles y se sintetiza a partir del aminoacido triptéfano (Figura 6). La primera enzima y a su vez la
que controla la via es la triptéfano hidroxilasa, que dara lugar a 5-hidroxitriptéfano a partir de
triptéfano. La segunda enzima es la AADC que descarboxila el compuesto anterior para dar lugar
a la 5-HT. También es sintetizada en esta misma via la melatonina, una neurohormona cuya
actividad se ejerce fuera del SNC (Kandel et al., 2013; Nestler et al., 2009).

Igual que sucede con las catecolaminas, el mecanismo mds frecuente por el cual finaliza la accién
sindptica de la 5-HT es por recaptaciéon mediante transportadores especificos en las neuronas
presinapticas y/o degradaciéon enzimatica. La 5-HT es catabolizada por la MAO, siendo la

isoforma MAO-B la que tiene mayor afinidad por esta indolamina.
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Figura 6. Via de sintesis de las indolaminas de las cuales el NT principal es la
5-HT. Adaptado de Nestler, Hyman, y Malenka 2009.

I

5.2.2. Tipos de receptores

Estan descritas 7 familias de receptores de 5-HT (5-HT1-7). Excepto para los receptores 5-HT3 que
son receptores ionotrépicos, es decir ligados a canal iénico, el resto son acoplados a proteinas G.
Estos receptores 5-HT3 se encuentran principalmente en la corteza cerebral, el hipocampo y la
medula espinal (Carrasco & Van de Kar, 2003; Millan, 2003).

Los de la familia 5-HT1 son acoplados a proteinas Gi/, y por lo tanto acttian inhibiendo la adenil
ciclasa. Se encuentran ampliamente distribuidos por el SNC, principalmente en el hipocampo, los
nucleos del rafe, la corteza cerebral, la amigdala, el hipotdlamo o el nticleo estriado (Kandel et al.,
2013).

Los de la familia 5-HT2 estdn acoplados a proteinas Gq/11 y estimulan la fosfolipasa C. Estos se
encuentran principalmente en los ganglios basales. El resto de receptores estan acoplados a
proteinas Gs/o que actuaran activando la adenil ciclasa y su distribucién no esta tan clara, pero se

contempla en la corteza cerebral y en el hipocampo, entre otros (Carrasco & Van de Kar, 2003).

5.2.3. Sistema serotoninérgico
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Los cuerpos celulares de las neuronas serotoninérgicas se encuentran en los ntcleos del rafe del
tronco encefdlico. Las proyecciones de estas células se distribuyen ampliamente por el encéfalo,
hipotalamo y la médula espinal.

Los nicleos més caudales inervan la médula espinal y el cerebelo (sefializado con el nimero 1 en la
Figura 7), mientras que los nucleos rostrales, el rafe dorsal y medial, inervan el resto de SNC
(ntmero 2 en la Figura 7), incluyendo también el cerebelo (ntimero 3 en la Figura 7), mediante
proyecciones bastante difusas. Pese a que hay cierto solapamiento en sus terminales nerviosos, el
nucleo del rafe dorsal inerva principalmente regiones de la corteza cerebral, la amigdala, nicleo
estriado y los nidcleos dopaminérgicos del VTA vy la sustancia negra. El medial, en cambio, inerva
estructuras relacionadas con el control de las emociones como el hipocampo o el hipotdlamo
(Kandel et al., 2013; Millan, 2003).

Las proyecciones al prosencéfalo, como la amigdala, el hipotdlamo, el hipocampo o el ntcleo
estriado, regulan los ciclos de suefio y vigilia, la conducta afectiva, el consumo de alimentos, la
termorregulacion y la conducta sexual.

Por otro lado, las proyecciones al tronco encefalico y a la medula espinal regulan el tono de los

sistemas motores y la percepcién del dolor (Purves et al., 2004).
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Figura 7. Proyecciones serotoninérgicas en el cerebro. Etiquetas: 1 = proyeccién
del ntcleo del rafe caudal a la médula espinal, 2 = del ntcleo del rafe dorsal a
multiples regiones del SNC, 3 = del ntcleo del rafe dorsal al cerebelo. Adaptado
de Nestler, Hyman, y Malenka 2009.

Vias serotoninérgicas, estrés y emociones.
Disfunciones en la neurotransmisién serotoninérgica en el SNC estan asociados con desordenes

emocionales, como la depresién, la ansiedad o trastornos obsesivos-compulsivos. Ademads, las

26



INTRODUCCION

neuronas setononinérgicas tienen influencia en la regulaciéon de la funcién neuroendocrina, y en la
respuesta a estrés (Carrasco & Van de Kar, 2003; Tanaka et al., 2000).

Las neuronas del nticleo del rafe se encargan de mediar la respuesta al miedo, la ansiedad, el estrés
y la funcién cognitiva mediante las proyecciones serotoninérgicas a diferentes regiones como la
corteza frontal, el hipocampo, la amigdala o el hipotdlamo (Millan, 2003).

Se dan aumentos extracelulares en los niveles serotoninérgicos en estas regiones tras la exposiciéon
a varios estresores, la ansiedad y/o el miedo. Paralelamente, estd descrito que disminuciones en la
actividad serotoninérgica en el SNC lleva a desordenes emocionales como la ansiedad y la
depresion, por lo que su accién es clave en la capacidad de hacer frente a estimulos estresantes
(Albert, Vahid-ansari, & Luckhart, 2014; Carrasco & Van de Kar, 2003; Tozawa, Tanaka, & Sato,
2016).

En el hipocampo, la activacién de los receptores serotoninérgicos produce un incremento en la
expresion de los receptores de GCs que acttian retroinhibiendo la funcién del eje HPA (Andrews &
Matthews, 2004). La adaptacién a un estrés crénico sucede tras el incremento de los niveles de 5-
HT en esta region, que permite restaurar el funcionamiento neuronal y hacer frente y adaptarse al
estrés reduciendo los efectos ansiogénicos de los estimulos estresantes (Joca et al., 2007a).

Por otro lado, las proyecciones de los nicleos del rafe al PVN actuarian activando la funcién del eje

HPA (Andrews & Matthews, 2004).

5.2.4. Senalizacion y efectos de los receptores

La unién de NT a los receptores metabotrépicos en las membranas de las neuronas postsinapticas
activa cascadas enzimaticas a través de segundos mensajeros que producen la fosforilacién y/o
desfosforilacién de proteinas que conllevaran respuestas fisiolégicas al actuar sobre la actividad
enzimatica, los canales i6nicos o las proteinas del citoesqueleto. Estas cascadas de sefializacién por
fosforilacién y desfosforilacién cuentan con la accién de distintas proteinas quinasas. Las MAP
quinasas (del inglés Mitogen-Activated Protein Kinases) estan extensamente distribuidas por el SNC
y regulan multiples funciones. Las méas comunes son ERK1 y 2 (del inglés Extracellular signal-
requlated kinases) que se encargan principalmente del crecimiento y diferenciacién celular y la p38
MAPK y que es un mediador de inflamacién y apoptosis (Shen, Tsimberg, Salvadore, & Meller,
2004). La accién de estas proteinas provoca la activacién de factores de transcripcion, como la
proteina CREB que es un activador transcripcional de amplia distribucién, que regula muchos
genes entre los que destacan el gen temprano inmediato c-fos, la neurotrofina BDNF (del inglés
brain-derived neurotrophic factor), la enzima tirosina hidroxilasa y varios neuropéptidos (Kandel

et al., 2013; Purves et al., 2004).
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c-Fos es una factor de transcripcién que en células en reposo estd presente en una concentracion
muy baja. La induccién de su expresion se produce por distintas vias, como por la accién de
factores neurotréficos, de NT, la despolarizacion de la membrana o el incremento de calcio
intracelular (Kovacs, 1998). Después de la estimulacién de la célula diana, las cantidades de c-Fos
se incrementan muy notoriamente en 30-60 minutos, y desaparecen a las 2-4 h (Pacidk & Palkovits,
2001), por lo tanto se trata de un gen temprano. Su accién se realiza sobre genes de respuesta
retardada, que son aquellos cuya expresion depende de la sintesis inicial de c-Fos.

La induccién de la expresion de c-Fos se observa en diferentes regiones cerebrales, que a su vez son
dreas que muestran cambios tras la exposicién a estimulos estresantes como el manejo o que

median la respuesta neuroendocrina, auténoma y conductual al estrés (Kovacs, 1998).

6. Factores neurotroficos

Los factores neurotréficos o neurotrofinas se originan en los tejidos diana y regulan la
diferenciacién, el crecimiento y la supervivencia de las neuronas. Estan descritas 5 neurotrofinas
NGF, BDNF, NT3, NT4/5 y NT6 que al interaccionar con los receptores transduciran la sefial de su
uniéon regulando la diferenciacion, el crecimiento y la supervivencia de las neuronas. Esta
sefalizacién es mediada por vias de fosforilacion que activan cascadas intracelulares de
sefializacién como Ras-Raf-ERK. Estos eventos, a su vez, influenciaran eventos transcripcionales,
como la induccién del factor de transcripcién CREB (Chao, 2003; Shen et al., 2004).

NGF esta involucrado en la diferenciacién, la supervivencia y la conectividad sindptica de
neuronas simpaticas y sensitivas, BDNF participa en la supervivencia y crecimiento de neuronas
tanto sensitivas como parasimpéticas una actividad que comparte también la neurotrofina 4/5 y la
neurotrofina 3 (NT-3) es la mas ampliamente distribuida por el SNC y juega un papel importante
en desarrollo neuronal (Kandel et al., 2013).

El BDNF es el factor neurotréfico mas abundante en el SNC de mamiferos y su expresion estd
regulada positivamente por la proteina quinasa A, activada a su vez por la adenil ciclasa, y por las
concentraciones de calcio intracelulares (Millan, 2003).

Es importante en el desarrollo neuronal y también esta asociado con neuroproteccién y plasticidad
neuronal. Numerosos estudios han descrito su funcién como mediador de la respuesta a estrés en
el SNC, entre los que destaca sus niveles reducidos en animales sometidos a estrés (Bondar &
Merkulova, 2016; Huang & Reichardt, 2003; Nikulina, Johnston, Wang, & Jr, 2014). Principalmente
destaca su menor expresion ante una situacion de estrés agudo o crénico en el hipocampo y la
amigdala (Millan, 2003). Su expresién se ve aumentada tras el suministro en estas regiones de
inhibidores de la recaptacion de la 5-HT y la NA, utilizados para combatir estados ansiogénicos,

poniendo de manifiesto su relevancia en la capacidad de hacer frente a la depresién, la ansiedad o
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el estrés (Duman, 2004). También destaca regulando otros procesos como la supervivencia
neuronal, la migracién, la diferenciacién, el crecimiento axonal y dendritico, la formacién y
regulacién de sinapsis, y funciones cognitivas como la consolidacién de la memoria (Huang &
Reichardt, 2003; Martinowich & Lu, 2008). Estudios mas concretos han destacado su funcién en
regiones mas especificas, como la neurogénesis en el hipocampo causada por un enriquecimiento

ambiental (EE) (Jain et al., 2012; Rossi et al., 2006).

7. Bienestar animal y estrés

El bienestar animal y el estrés son factores importantes en produccion animal, tanto por las
implicaciones econémicas como por la percepcién publica de las condiciones de cria, transporte y
sacrificio (Grandin, 1997).

La ciencia del bienestar animal nacié como un campo multidisciplinar en los afios 70 a
consecuencia de los cambios en los sistemas de producciéon. En un principio solo inclufa el
comportamiento animal y el estrés fisiol6gico, pero mas adelante se incorporaron otros campos
como la epidemiologia, la nutricién, la microbiologia y la psicologia comparativa entre otros
(Fraser et al., 2013).

El Farm Animal Welfare Council definié en 1979 y revis6é en 1992 Las Cinco Libertades para
garantizar el bienestar de los animales de cria, las cuales han promovido mejoras en el sistema de
cria, alojamiento y manejo de los animales: 1) ausencia de sed, hambre y malnutriciéon; 2) ausencia
de incomodidad fisica y térmica; 3) ausencia de enfermedades y lesiones; 4) libertad para expresar
un patrén de conducta normal y 5) ausencia de miedo, dolor y estrés (Farm Animal Welfare
Council 1992).

Hay discrepancias entre las posibles definiciones de bienestar animal, pero este concepto se suele
relacionar con el estado psicolégico del individuo y su relacién con el ambiente exterior e interior.
Concretamente, el bienestar animal viene determinado por el resultado obtenido en los intentos del
individuo de adaptarse al medio que lo rodea. Esta definicién implica que el bienestar es una
caracteristica intrinseca del animal, que puede variar de muy pobre a muy bueno, asi como a lo
largo de la vida del animal (Broom, 1986). Ademas se considera que el bienestar es bueno si el
individuo logra adaptarse al entorno con el minimo esfuerzo y coste biolégico. Si no logra
adaptarse y muere o pierde capacidad de reproduccién o de crecimiento, el bienestar es pobre. Por
otro lado, si el animal consigue adaptarse con cierto coste biolégico se considera que esta estresado
(Broom, 1991).

Debido a la dificultad de estudiar directamente las emociones de los animales, se infiere su estado

de bienestar y estrés mediante mediciones relacionadas con ello. Estas mediciones incluyen
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variables fisiolégicas, de comportamiento, de produccién y de patologia con la finalidad de

estudiar las emociones, el estrés y la adaptacion psico y fisiopatoldgica.

7.1. Causas del estrés en produccién porcina

El incremento de demanda de productos animales ha llevado al uso de sistemas intensivos de
produccién que han demostrado ser fuente de estrés y de pérdida de bienestar en animales
(Martinez-Mir6 et al., 2016; E. M. C. Terlouw et al., 2008).

Hay varias situaciones durante la vida de los animales en las que son sometidos a posibles
estresores:

- Estrés metabdlico: producido por restricciones de agua o comida, normalmente descrito en
cerdas reproductoras (Einarsson, Brandt, Lundeheim, & Madej, 2008).

- Estrés ambiental: en los sistemas de produccién intensiva existe la dificultad de mantener
unas condiciones de temperatura, humedad, luz, concentracién de gases e intensidad de
sonidos. Ademéds, estos sistemas suelen ser ambientes empobrecidos que impiden el
desarrollo de la conducta natural de los animales (Fernandez et al., 2015).

- Estrés por manejo: el manejo de los animales puede producir estrés agudo. En concreto, la
reagrupacién y mezcla de los cerdos durante su ciclo productivo conlleva a la lucha para
restablecer la jerarquia social, produciendo estrés agudo e incluso crénico (estrés social) si
hay reorganizaciones repetidas (Verdon et al., 2015).

- Estrés por transporte: durante el transporte de los animales a otras granjas o al matadero
se exponen a numerosos eventos estresantes como la salida de su hdbitat, la carga y
descarga del camioén, habituacion a distintas condiciones de temperatura, humedad, ruido
o vibracién (Einarsson et al., 2008; Warriss, 1998).

- Estrés en matadero: el estrés en el matadero puede ser de distintos origenes, algunos de
ellos descritos anteriormente. Por un lado hay estresores de origen fisico, como el
transporte largo y brusco, privacion de agua y comida, cambios de temperatura y calidad
del aire o agresién. También hay estresores de origen psicolégico, como el estrés social por

mezcla de grupos (Martinez-Mir¢ et al., 2016).

7.2. Marcadores de bienestar y estrés animal

Es de gran importancia en la investigacién veterinaria determinar buenos marcadores que
permitan evaluar el grado de bienestar de un animal, tanto para introducir mejoras en este, como
para la prevencion y el tratamiento de enfermedades de animales domésticos y de granja y el
conocimiento de los procesos moleculares implicados en la respuesta a estrés. Un buen marcador
debe ser exacto, sensible y especifico para permitir la discriminacién de los estados de bienestar
y/o estrés de los animales (Moore, Kirwan, Doherty, & Whitfield, 2007). En la Figura 8 se

esquematizan los factores causantes de estrés y/o pérdida de bienestar y los marcadores
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estudiados para evaluarlo. Por desgracia, actualmente no existe ningtin marcador que cumpla con

los criterios de objetividad y especificidad.

- GC: los niveles de GC en sangre, concretamente el cortisol en cerdos, es uno de los
biomarcadores mas utilizado para la valoracién del estrés, a pesar de su gran variabilidad
(Mormede et al., 2007). Su secrecion esta afectada por la actividad circadiana, puede variar
por factores que no suponen una amenaza, existe gran variabilidad interindividual y su
propia obtenciéon puede iniciar una respuesta al estrés (Grandin, 1997). Estos
inconvenientes limitan su aplicabilidad en la practica. Por este motivo, también se ha
recurrido a su determinacién en otros fluidos: en la saliva como marcador de estrés agudo
y en el pelo o las heces como marcador de estrés crénico (Russell, Koren, Rieder, & Van
Uum, 2012; Sheriff, Krebs, & Boonstra, 2010).

- Catecolaminas: los niveles de catecolaminas en plasma se han relacionado con estrés
fisiolégico y actividad fisica, siendo utilizados como marcadores de bienestar, ya que la
activaciéon del eje SAM produce la liberacién transitoria de catecolaminas, NA y A, al
plasma (Murata, Shimada, & Yoshioka, 2004). Sin embargo, su presencia en plasma es
transitoria por lo que su uso también se ve limitado.

- Proteinas de fase aguda (APP): las APP son un grupo de proteinas plasméticas cuya
concentracién cambia en respuesta a inflamacidn, infeccion y estrés fisico o psicolégico.
Son sintetizadas en el higado y liberadas al sistema circulatorio para restaurar la
homeostasis del organismo. Son una herramienta de diagnéstico de enfermedades en
cerdo, especialmente para la deteccién de inflamacién, pero también se han estudiado
como marcadores de estrés. Murata establecié una hipétesis ligando la activaciéon del eje
SAM que produce la liberacién de catecolaminas y la del eje HPA con la inducciéon de la
produccién hepatica de APP (Murata etal., 2004). En cerdo toman especial interés la
proteina C-reactiva (CRP), el amiloide A sérico, la Pig-MAP o la haptoglobina (Hp),
habiéndose descrito resultados contradictorios en su respuesta a estrés (A Marco-Ramell
et al., 2011; Martinez-Mir6 et al., 2016). Aunque son aceptados como marcadores de estrés,
su inespecificidad plantea un problema en lo que se refiere a su aplicacién préctica.

- Metabolismo energético: durante la respuesta al estrés se produce la movilizacién de
reservas energéticas, como la glucosa a partir de glucdgeno, o los triglicéridos a partir de
los cuales se obtendra glicerol y acidos grasos. También incrementa el catabolismo de
proteinas que provocara el aumento de los niveles de urea plasmaticos.

- Marcadores musculares: las lesiones y hematomas alteran la membrana celular y provocan
la liberacién de enzimas de origen muscular como la creatina quinasa (CK) y la lactato

deshidrogenasa.
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Estrés oxidativo: se ha descrito que un bienestar pobre puede alterar el equilibrio
oxidativo presente en el organismo. El estrés oxidativo describe una situacién de ruptura
del equilibrio oxidativo de la célula en condiciones fisiolégicas debido a que las defensas
antioxidantes no son capaces de detoxificar los radicales libres o especies reactivas de
oxigeno (ROS) creados (Lykkesfeldt & Svendsen, 2007). Esto puede deberse a una
generacion excesiva de moléculas prooxidantes o una pérdida de moléculas antioxidantes.
La mayor consecuencia del estrés oxidativo por el aumento de ROS es el dafio celular a
macromoléculas, como la modificacién de lipidos, DNA y proteinas que conlleva a la
pérdida de su funcién biolégica. Para medir el grado de estrés oxidativo se pueden
cuantificar estas modificaciones sufridas en macromoléculas, como la peroxidacion lipidica
o los grupos carbonilos en las proteinas, o bien la actividad de las enzimas antioxidantes

como la superéxido dismutasa (SOD), o la glutatién peroxidasa (GPx).

Transporte

ESTRES

Sacrificio

Alimentacion

Glucocorticoides Estrés oxidativo

Marcadores

Catecolaminas . MARCADORES e

Proteinas defase Metabolismo
aguda energético

Figura 8. Causantes de estrés o pobre bienestar en ganado porcino y los
marcadores clasicos utilizados para evaluarlo.

7.3. Enriquecimiento ambiental

Como se ha descrito anteriormente, condiciones pobres de alojamiento conllevan la perdida de

bienestar animal, por lo que se han utilizado estrategias de EE para mejorarlo. El EE es definido
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como la exposicién a mayores estimulos fisicos y/o sociales de los que se recibirian en unas
condiciones estdndar de alojamiento.

Los primeros estudios de EE fueron realizados en ratas por Rosenzweig, Renner, Bennett,
Diamond y colegas (Crofton, Zhang, & Green, 2016; Rosenzweig & Bennett, 1996). Pretendian
demostrar que el cerebro adulto también tenia cierto grado de plasticidad, y alojando ratas en
condiciones enriquecidas observaron que tenian la corteza mds fina, mas conexiones dendriticas y
mayores habilidades cognitivas que las ratas criadas en condiciones de aislamiento. A partir de
estos experimentos, otros grupos se interesaron por los estudios en EE, debido a la poca
manipulacién de los animales requerida y de su utilidad como modelo animal en mdultiples
campos. Los experimentos en ratas normalmente consisten en alojar a los animales en jaulas més
grandes con objetos novedosos y contacto social con otros individuos. Pero existe poca consistencia

entre los protocolos de diferentes laboratorios y resulta dificil comparar los experimentos.

Posteriormente se han ido realizando estudios con otras especies animales. Concretamente en
cerdos, es un tema clave el estudio de como las condiciones de alojamiento pueden afectar el
bienestar del animal asi como su capacidad de hacer frente a los diferentes tipos de estrés a que es
sometido durante el manejo y sacrificio (Jong et al., 2000; Lebret, Ecolan, Bonhomme, Méteau, &
Prunier, 2015; Millet, Moons, Oeckel, & Janssens, 2005; Weerd & Day, 2009).

Algunas de las estrategias utilizadas son el incremento de espacio, la incorporacion de materiales
naturales en el lecho o suelo, incluir elementos que permitan el ejercicio fisico y el juego o combinar
la produccion intensiva con pasturas en el exterior (Brenes, Rodriguez, & Fornaguera, 2008;

Simpson & Kelly, 2011).

Estas mejoras permiten a los animales la expresiéon de sus conductas naturales a través de la
exploracion y el control sobre su ambiente traduciéndose en una mejora del bienestar animal.
También se producen mejoras en la memoria, el aprendizaje, las habilidades cognitivas e incluso
menor ansiedad y una mayor capacidad de afrontar el estrés y de adaptarse a nuevas situaciones
(Batzina, Dalla, Tsopelakos, Papadopoulou-Daifoti, & Karakatsouli, 2014; Ferndndez-Teruel et al.,
2002; Schrijver, Bahr, Weiss, & Wiirbel, 2002; Segovia et al., 2009). Estas mejoras provienen de
cambios moleculares y morfolégicos en el SNC, como por ejemplo en los sistemas de NT
colinérgicos, serotoninérgicos y dopaminérgicos (Arco, Segovia, Garrido, Blas, & Mora, 2007;
McQuaid, Audet, Jacobson-Pick, & Anisman, 2012; Segovia et al., 2009). Como se ha comentado
anteriormente, los individuos sometidos a una situacién estresante muestran la activacion de la via
dopaminérgica mesocorticolimbica, produciéndose incrementos de los niveles de DA en la PFC.
Sin embargo, si la misma exposicién a estrés se realiza a individuos alojados en un entorno

enriquecido, no se produce la activaciéon de esta via (Segovia et al., 2009).
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8. Protedmica en cerebro

La funcién cerebral estd regulada por interacciones multidimensionales genes-proteinas, proteina-
proteina, y proteina-entorno fuertemente controladas en espacio y tiempo. Es por ello, que conocer
las vias moleculares precisas de las funciones cerebrales es fundamental tanto para la
neurobiologia cldsica como para descifrar el origen y desarrollo de los desérdenes neurolégicos.
En la dltima década ha tomado gran importancia la investigacién de la expresién diferencial de
proteinas en tejidos del SNC para el estudio de enfermedades psiquiatricas y neurodegenerativas
(Schubert, Focking, Wynne, & Cotter, 2015; Sethi, Chourasia, & Parhar, 2015).

La protedmica es la ciencia que estudia el proteoma, que es el conjunto de proteinas expresadas en
una célula, tejido o fluido en un momento determinado y bajo unas condiciones especificas.

Estas técnicas permiten la caracterizacién, la identificacion y la cuantificacién de proteinas
expresadas diferencialmente en dos o mds condiciones experimentales, la caracterizacién de
interacciones entre proteinas y la caracterizacién de las modificaciones postraduccionales.

La espectrometria de masas (MS) es una herramienta imprescindible en el campo de la proteémica.
Es una técnica analitica que permite identificar y cuantificar la relacién masa-carga (m/z) y la
abundancia de iones en una muestra con gran precisién. Las partes principales de que se compone
un MS (Figura 9) son la fuente de iones, el analizador y el detector. Asi pues, las muestras de
proteinas o péptidos introducidas son convertidas a iones en fase gaseosa por la fuente de
ionizacién (por desorcién laser asistida por matriz, MALDI; o por ionizacién por electrospray, ESI)
(Karas & Hillenkamp, 1988). En el analizador, bien sea de tiempo de vuelo (TOF), cuadrupolo o
trampa i6nica, se utilizan campos electromagnéticos que separaran los iones por su relaciéon

masa/carga (m/z) y seran medidos y digitalizados en forma de espectro de masas en el detector.

o
.Fue.nte .c?e Analizador Detector Espectro de —) §
ionizacién masas (MS) £
MALDI TOF m/z
ESI Cuadrupolo

Trampa idnica

Figura 9. Esquema general de un espectrémetro de masas.

Uno de los objetivos mas importantes de la protedmica es la cuantificaciéon de la expresion
diferencial de las proteinas entre condiciones experimentales, ya sea de manera relativa midiendo
el cambio o fold-change entre condiciones, o de manera absoluta.

Para la cuantificacién absoluta se utilizan técnicas protedmicas dirigidas que se basan en la
deteccion de algunos péptidos exclusivos de cada una de las proteinas candidatas por MS y

permite cuantificar simultdneamente un elevado nimero de moléculas. La cuantificacién relativa
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puede realizarse mediante técnicas basadas en un gel (in-gel) utilizando marcaje diferencial con
fluorocromos comerciales, o métodos off-gel que emplean la cromatografia liquida como método de
separacién. Las técnicas off-gel dan una mayor cobertura del proteoma, tienen un rango dindmico
mas amplio y permite identificar proteinas poco abundantes. Entre estas técnicas off-gel se
encuentra el marcaje isobérico para cuantificacién relativa y absoluta (iTRAQ), que permite la
comparacién de cuatro u ocho muestras en el mismo ensayo. El esquema de esta técnica se
representa en la Figura 10. El marcaje consta de tres elementos: una etiqueta (grupo reporter) que
posee diferentes masas isotdpicas, una regiéon normalizadora (grupo balanceador) que compensa la
masa del grupo reporter e iguala las masas de todos los marcajes, y un grupo de unién a grupos
amino de la proteina (NHS). Las muestras marcadas con distintas etiquetas se combinan y se
analizan por LC-MS. El mismo péptido de diferentes muestras tendra la misma masa, pero cuando
se fragmenta por MS/MS, ademds de generarse los iones especificos que permiten la identificacion
del péptido, se liberan los iones reporters, de bajo peso molecular, que difieren uno o unos pocos Da
entre ellos y permite identificar la procedencia de las muestras (el marcaje). Las intensidades de
estos iones reporters reflejan las abundancias relativas del péptido en cada una de las muestras a
comparar. Por lo que la cuantificacién relativa de una proteina es el resultado de combinar las

abundancias relativas de los diferentes péptidos que la identifican.
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Figura 10. Esquema de la cuantificacion relativa por iTRAQ. Adaptada de Ross et al. 2004. A) Estructura del
marcaje. B) Proceso de cuantificacién por iTRAQ.
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ANTECEDENTES Y OBJETIVOS

ANTECEDENTES

Desde hace unos afios el interés general de nuestro grupo es la investigacion del estrés y bienestar
en animales de granja. Estos estudios previos se han basado en la determinacién de las proteinas
de fase aguda (APP), como la haptoglobina (Hp), la Pig-MAP o la proteina C-reactiva en plasma.
Ademéds también hemos realizado la busqueda de nuevos biomarcadores plasmaticos de bienestar
y estrés animal mediante técnicas proteémicas (Marco-Ramell et al. 2011; Marco-Ramell et al. 2012,
2016; Saco et al. 2003; Saco et al 2008).

Mi incorporacién al grupo coincidié con el inicio de un nuevo proyecto coordinado cuyo objetivo
era desarrollar medidas individuales, tanto de comportamiento como fisiol6gicas para la deteccion
de situaciones de estrés. Este proyecto, denominado ANEMOMA (AGL2011-30598-C03-02) y
financiado por el MINECO se llevé a cabo de forma coordinada con el Institut de Recerca
Agroalimentaria (IRTA) y el SERIDA y tenia como titulo general “El papel del sesgo cognitivo
sobre el estado emocional en porcino, su efecto sobre el bienestar y la calidad de la carne y la
btisqueda de biomarcadores potenciales de estrés”. Para llevar a cabo el proyecto se desarroll6 un
test de sesgo cognitivo (Carreras etal.,, 2015) para evaluar el estadio emocional en cerdos, se
estudi6 la influencia del entorno sobre este estado emocional y a su vez se relacioné también con el
bienestar y con medidas de comportamiento (Carreras, Arroyo, et al., 2016; Carreras, Mainau, et al.,
2016), de la calidad de la carne (Potes et al., 2017) y los perfiles bioquimicos de marcadores cldsicos
de estrés en suero. Debido al papel fundamental en la integracién de las emociones y la respuesta
al estrés, la participacién de nuestro grupo de investigacion se centré mayoritariamente en la
relacién del estado emocional de los animales con los niveles de neurotransmisores en &reas

cerebrales implicadas en el control de las emociones.

OBJETIVOS

El objetivo general ha sido la caracterizacion bioquimica del suero y regiones del sistema nervioso
central (SNC) en el momento del sacrificio en cerdos en distintas condiciones experimentales,
combinando diferentes estresores con mejoras en las condiciones de alojamiento que pudieran
repercutir positivamente en el bienestar animal.

Los objetivos especificos han sido:

1-  Estudio de diferencias neurofisiolégicas segtn el sexo y susceptibilidad al estrés de los cerdos:
e Determinar cambios en los marcadores de estrés en suero debidos al estrés por el
sacrificio.
e Determinar diferencias en los niveles de estos marcadores entre sexos y la posible
susceptibilidad al estrés que confiere mutaciones en el gen halotano.
e Establecer el perfil de neurotransmisores caracteristico de amigdala, PFC, hipocampo e

hipotalamo
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2-

3-

4-
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Determinar cambios en el perfil de neurotransmisores en amigdala, PFC, hipocampo e
hipotalamo asociadas al sexo o al genotipo halotano.

Determinar si el sexo o el genotipo halotano tienen influencia a la hora de afrontar el
estrés por el sacrificio a través de los marcadores de suero y los neurotransmisores en el

SNC.

Estudio de diferencias neurofisiol6gicas segun el fenotipo miedoso, el estrés en el matadero y

la habilidad de hacerle frente segtin dicho fenotipo:

Determinar cambios en los marcadores de estrés en suero debidos al estrés por manejo
previo sacrificio.

Determinar cambios en el perfil de neurotransmisores en amigdala, PFC, hipocampo e
hipotalamo debidos al estrés por manejo previo sacrificio.

Establecer si los animales clasificados como miedosos afrontan el estrés por manejo de
distinta manera mediante el estudio de marcadores en suero y neurotransmisores en

SNC.

Estudio de diferencias neurofisiolégicas entre cerdos alojados en condiciones intensivas o

combinado con una pastura exterior y sometidos a estrés por transporte al matadero:

Determinar cambios en los marcadores de estrés en suero debidos al estrés por
transporte y a las condiciones de alojamiento que permiten el acceso al exterior.
Determinar cambios en el perfil de neurotransmisores, de marcadores moleculares y de
estrés oxidativo en el SNC asociados al estrés por transporte y a las condiciones de
alojamiento que permiten el acceso al exterior.

Determinar si las condiciones de alojamiento con acceso al exterior tienen influencia a la
hora de afrontar el estrés por transporte al matadero a través de los marcadores de

suero y los neurotransmisores y otros marcadores en el SNC.

Estudio de diferencias neurofisiolégicas entre cerdos alojados en un entorno enriquecido y

cerdos alojados en un entorno empobrecido

Determinar diferencias en los marcadores de estrés en suero debidos a las condiciones
de alojamiento enriquecido o empobrecido.

Determinar si estas condiciones de alojamiento propician diferencias en los marcadores
de estrés en suero tras hacer frente al sacrificio

Perfil de neurotransmisores, marcadores moleculares y de estrés oxidativo en el SNC
asociado al enriquecimiento ambiental.

Estudio proteémico en el hipocampo para establecer diferencias en proteinas

neuronales en esta regiéon causadas por el enriquecimiento ambiental.
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MATERIAL

1. Determinacion de parametros bioquimicos

mediante analizador automatico

El andlisis de los distintos parametros bioquimicos se realiz6 en el analizador automatico
AU400 (Beckman Coulter, Hamburg, Germany) siguiendo el protocolo recomendado por el

fabricante del kit comercial.

Tabla 1. Parametros bioquimicos determinados y el nombre del kit comercial utilizado
para su cuantificacién mediante el analizador automatico AU400.

Parametro Nombre Comercial

3-hidroxibutirato Ranbut (Randox)

Colesterol total Cholesterol (Olympus System Reagent, Beckman Coulter)
Creatina quinasa Creatine kinase (Olympus System Reagent, Beckman Coulter)
Glutatiéon peroxidasa Ransel (Randox)

Glucosa Glucose (Olympus System Reagent, Beckman Coulter)
Haptoglobina Haptoglobin Colorimetric Assay PHASE RANGE (Tridelta)
Lactato Lactate (Olympus System Reagent, Beckman Coulter)

Lipoproteinas de alta HDL- cholesterol (Olympus System Reagent, Beckman Coulter)

densidad

Proteina C-reactiva C-reactive protein (Olympus System Reagent, Beckman Coulter)
Superéxido dismutasa RanSOD (Randox)

Triglicéridos Tryglicerides (Olympus System Reagent) (Beckman Coulter)

2. ELISAs comerciales

Para la determinacion de BDNF, Cortisol (suero y saliva) y Pig-MAP se utilizaron los
siguientes ELISAs comerciales siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante. Para la
lectura de los resultados se utiliz6 el lector iEMS Reader MF (Thermo Scientific, Waltham,
MA, USA), controlado por el software Ascent (version 2.6, Thermo Scientific, Waltham, MA,
USA).

Tabla 2. Parametros determinados mediante ELISAs y el nombre del kit comercial
utilizado para su cuantificacion.

Molécula Kit comercial

BDNF BDNF Emax® ImmunoAssay Systems (Promega, Madison, WI, USA)
Cortisol saliva Salivary Cortisol ELISA (DRG Diagnostics, Marburg, Germany)
Cortisol suero Cortisol ELISA (DRG Diagnostics, Marburg, Germany)

Pig-MAP Pig-MAP kit ELISA (Acuvet Biotech, SL; Zaragoza, Spain)
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3. Anticuerpos

Los anticuerpos primarios y secundarios utilizados durante la fase experimental fueron los

siguientes:

Tabla 3. Listado de anticuerpos utilizados para la inmunodeteccién de las proteinas de

interés. HRP = peroxidasa de rabano; WB = western blot.

Anticuerpo Origen Uso
Anti-B-actina - monoclonal (ratén) Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA) WB
Anti-c-Fos - policlonal (humano) Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA) WB
Anti-dinitrofenil Sigma (St. Louis, MO, USA) Oxyblot
Anti-ERK1/2 - policlonal (rata) Cell Signaling (Danvers, MA, USA) WB
Anti-inmunoglobulina G de conejo-HRP Cell Signaling (Danvers, MA, USA) WB
Anti-inmunoglobulina G de ratéon-HRP  GE Healthcare (Buckinghamshire, UK) WB
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METODOS

En este apartado se detallan los métodos comunes empleados en los distintos estudios
realizados. Los detalles caracteristicos de cada estudio, como el disefio experimental y el

analisis estadistico se describen en cada capitulo de los resultados.

1. Manejo de los animales

Todos los estudios se realizaron en la granja y matadero experimentales del Institut de
Recerca i Tecnologia Agrolimentaries (IRTA) en Monells (Girona) y fueron aprobados por el
Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales (CICUA) del IRTA. Los animales
disponfan de agua y comida ad libitum, fueron examinados diariamente y no se observaron

problemas de salud durante el periodo experimental.

2. Obtencion y procesamiento de las muestras

2.1. Saliva

Se utilizaron tubos Salivette® (Sarstedt, Niimbrecht, Germany) para obtener las muestras de
saliva. Se permiti6 a los animales morder la esponja de algodén durante aproximadamente
30 s. Posteriormente, se introdujo la esponja en el tubo Salivette y se centrifugé a 3000 x g

durante 10 min. Se recogi6 la saliva de la base del tubo, se alicuoté y se guardé a -80°C.

2.2. Swuero

Durante el periodo de estabulacion las muestras de sangre se obtuvieron por puncién en la
vena cava anterior, con cuidado para evitar la hemolisis, en tubos para la extraccién de
sangre por sistema de vacio de 10 mL sin anticoagulante (Eurotubo™, Deltalab, Rubi, Spain).
En el sacrificio, la muestra de sangre fue obtenida directamente del desangrado también en
tubos de 10 mL sin anticoagulante (Eurotubo™, Deltalab, Rubi, Spain).

En ambos casos, la sangre se dejo coagular durante 30 min a temperatura ambiente (RT) y se
centrifugé a 2000 x ¢ durante 10 min. El sobrenadante se alicuot6 y se conservé a -80°C hasta

su analisis.

2.2.1. Extraccién de catecolaminas séricas
Se utiliz6 el método descrito por Caroldi, Jarvis, y Magos 1985 con algunas modificaciones.
- Activacion de la altmina: La alimina (Sigma, St. Louis, MO, USA) se activd
previamente mediante lavados dcidos con 2 N HCI a distintas temperaturas (45 min a

90 °C, 2 x 10 min a 70 °C, 10 min a 50 °C) dejando sedimentar y descartando el
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2.3.

sobrenadante entre cada uno de ellos. Finalmente se lavé repetidamente con
abundante agua destilada hasta alcanzar un pH de 3,4 y se evapord overnight a
120 °C.

Extraccion de monoaminas: Para la extraccién de monoaminas se dispusieron 100 pL
de suero sobre 10 mg de altimina activada junto a 0,5 mL de tampén 1,5 M Tris, 0,07
M etilendiaminatetraacetato (EDTA) a pH 8,6 con 34-dihidroxibenzilamina
bromhidrato (DHBA) como estandar interno. Estas muestras se agitaron intensamente
durante 30 min en un agitador horizontal y se centrifugaron a 300 x g durante 1 min a
RT descartando el sobrenadante. Se realizaron dos lavados con 1 mL de agua
destilada y finalmente se eluyeron las monoaminas afiadiendo 100 pL de medio de
homogenizacién de HPLC (Cromatograffa liquida de alta eficacia, del inglés high
performance liquid chromatography) (0,25 M 4cido perclérico con 0,1 M NaS»Os y 0,25 M
EDTA), vorteando intensamente y centrifugando a 300 x g durante 1 min. EI

sobrenadante se alicuoté y congelé a -80 °C.

Muestras cerebrales

Inmediatamente después del sacrificio, pasando méaximo 5 min, el craneo fue abierto y se

extrajo el cerebro entero. Se diseccionaron las areas de interés segtn se describe en la Figura

11 tan rapido como fue posible (menos de 2 min), se congelaron inmediatamente en

nitrégeno liquido y fueron almacenadas a -80°C hasta su anélisis.
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Figura 11. Serie de imégenes correspondientes a la diseccion de las regiones cerebrales
estudiadas. Arriba a la izquierda la extraccion del cerebro del craneo del animal. Arriba a
la derecha vista ventral del cerebro donde se aprecia el hipotalamo y la PFC. Abajo a la
izquierda diseccién del hipocampo accediendo por el 16bulo parietal. Abajo a la derecha
diseccién de la amigdala que se encuentra en la region colindante al hipocampo anterior.

Para la preparaciéon de los extractos cerebrales se utilizaron dos métodos distintos,
dependiendo de si el objetivo era tinicamente la determinacién de NT o la determinacién de

NT y proteinas a partir de las mismas muestras:

2.3.1. Preparacién extracto cerebral para la determinacion de NT
Consiste en la precipitacién de las proteinas en medio 4cido. Para ello, las muestras de tejido
cerebral fueron homogenizadas 1:10 en 0,25 M acido perclérico con 0,1 M NaS,0Os y 0,25 M
EDTA con DHBA y oxalato de No-metil-5-hidroxitriptamina (N®) como estandares internos
para las catecolaminas y las indolaminas respectivamente. Se sonicaron al 30 % de
intensidad durante 10 s intermitentes manteniendo las muestras en hielo (Branson Digital
Sonifier, modelo 250, Branson Ultrasonics Corp., Danbury, CT, USA). Finalmente se

alicuotaron y se mantuvieron a -80°C hasta su analisis.
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2.3.2. Preparacion extracto cerebral para la determinacién de

proteinas y NT
Para las muestras en las que se determinaron tanto los niveles de NT como proteinas se
realizé el siguiente protocolo.
- Extracto de proteinas: Las muestras de tejido cerebral fueron pesadas y
homogenizadas a 0,3 g de tejido/mL en el tampén de lisis consistente en 0,15 M
NaCl, 0,05 M Tris-HCI pH 8,0 y 1,0 % Triton X-100 con inhibidor de proteasas
(cocktail inhibidor de proteasas, Sigma, St. Louis, MO, USA) y DHBA y N como
estdndares internos para las catecolaminas y las indolaminas respectivamente. Se
sonicaron al 30 % de intensidad durante 10 s intermitentes manteniendo las
muestras en hielo (Branson Digital Sonifier, model 250, Branson Ultrasonics Corp.,
Danbury, CT, USA), se alicuotaron y se mantuvieron a -80°C hasta su analisis.
- Determinacion de BDNF: Para la determinacién de BDNF en el hipocampo, una
alicuota procedente de la preparacion de las muestras del punto anterior fue diluida
1:5 en DPBS (2,68 mM KCl, 137 mM NaCl, 1,47 mM KH2POy, 8,1 mM Na,HPO, 0,9
mM CaCl, 2HO y 0,49 mM MgCl, 6H>O).
- Determinacion de NT: Una alicuota de las muestras procedentes de la preparacién
de extracto de proteinas, se homogenizé inmediatamente con una dilucién 1:2 en el
tamp6n 0,25 M acido perclérico con 0,1 M NaS:Os y 0,25 M EDTA mediante vortex

intenso, se alicuoté y se mantuvo a -80 °C hasta su anélisis.

3. Determinaciéon de neurotransmisores

3.1. Sistema HPLC

Se sigui6 el protocolo descrito en (Sabria et al., 2003) con algunas modificaciones. Se realizé
la puesta a punto del sistema HPLC (Elite LaCHrom, Merck, Hitachi, Japan) equipado con la
columna Chromolith Rp-18e 100 x 4,6 mm (Merck KgaA, Darmstadt, Germany) con
deteccién electroquimica (ESA Coulochem II 5200, Bedford, MA, USA) para la detecciéon de
NA, A, L-dopa, DA, DHBA, HVA, 5-HT y 5-HIAA. La fase mévil utilizada consistia en
tampon citrato 0,5 M a pH 2,8 con 0,05 mM EDTA, 1,2 mM octilsulfato de sodio (SOS) y 1 %
acetonitrilo. El flujo se estableci6 en 1 mL/min y el voltaje de la celda de deteccién a
400 mV.

Para llevar a cabo la validacion del sistema cromatogréfico se determinaron los pardmetros
de precision, linealidad, limite de deteccién y limite de cuantificaciéon de los analitos
ensayados. Para la determinacién de la precision se realizaron 6 inyecciones de soluciones de

los patrones a concentraciones cercanas al valor nominal en un periodo de tiempo corto
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(intradia) o en periodos de tiempo largos (interdia). La precisién tanto intra como interdia
fue establecida menor del 4 %. Para determinar la linealidad se realizaron 5 soluciones de
concentraciones que cubrieron el rango con el que se trabajé posteriormente y cada una de
ellas fue testada en series de 6 inyecciones. La linealidad se cumplia entre 2,5 - 80 pg/pL
para 5-HT, 5-160 pg/pL para Nw, 5-240 pg/pL para HVA y 2,5-120 pg/pL para el resto de
NTs, con un coeficiente de determinacién (R2) mayor de 0,999 para todos ellos. Los limites de
deteccién y cuantificacion se determinaron a partir de la desviacién estdndar de la respuesta
de la recta de calibracién (término libre) y de la pendiente. El limite de deteccién se
estableci6 entre 2,14 y 4,97 pg/pL y el limite de cuantificacién entre 6,48 y 15,06 pg/pL para

todos los analitos.

3.2. Procesamiento de las muestras

Las muestras, tanto de suero como de cerebro, utilizadas para la determinaciéon de NT
mediante HPLC fueron centrifugadas a 12000 x ¢ durante 10 min a 4 °C previamente a su
inyeccién en el sistema cromatografico. Se determind la concentracién de catecolaminas
(NA, DA, DOPAC y HVA) e indolaminas (5-HT y 5-HIAA) en el tejido cerebral, y de NAy A
en las muestras de suero. El DHBA y el N como estandares internos para las catecolaminas
y las indolaminas respectivamente, permitieron la comparacién entre muestras. Como
niveles de actividad total de las vias se calcularon los valores del total del sistema
dopaminérgico (DAtotal) como la suma de (DA, DOPAC y HVA); catecolaminérgico
(CATtotal) como la suma de (NA, DA, DOPAC y HVA) y serotoninérgico (INDtotal) como la
suma de (5-HT y 5-HIAA).

4. Cuantificaciéon de proteinas: método de Bradford

La determinacién de la concentracién de proteinas para western blot (WB), se realiz6 con el
método colorimétrico Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Se leyeron las absorbancias a 595 nm en el lector de microplacas
iEMS Reader MF (Labsystems Oy, Helsinki, Finland) con software Ascent (version 2.6,
Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). La concentracién de proteina de las muestras se
determind por interpolacién de los valores de absorbancia de las muestras con la recta
estdndar de albamina de suero bovino (BSA, 0-150 ng/mL), corregidas con sus respectivos

blancos.

5. Electroforesis y Western Blot
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5.1. Preparacién de la muestra

Se diluyeron aproximadamente 40 pg de proteina procedentes de los extractos de proteinas
cerebrales (ver 2.3.2) en el tampén de muestra 5X (3 % (p/v) dodecilsulfato sédico (SDS), 7,5
% (v/v) B-mercaptoetanol, 65 mM Tris-HCI pH 6,8, 0,02 % (p/Vv) sacarosa y trazas de azul de

bromofenol) y se hirvieron durante 10 min.

5.2. Electroforesis SDS-PAGE

Se polimerizaron geles de tamafio pequefio (10 x 8 x 1,5 cm) en cassettes de polimerizacién
(Hoefer Scientific Instruments, Holliston, MA, USA) con un porcentaje de acrilamida del 4%
para el gel concentrador y del 12 % para el separador. Se cargaron las muestras y se
corrieron a 100 V durante unos 20 min (hasta que el frente electroforético entraba en el gel
separador) y a 120 V aproximadamente 2 h (hasta que el frente distaba aproximadamente 1

cm del final del gel).

5.3. Western blot

Los geles fueron transferidos a membranas de fluoruro de polivinilideno (PVDF) en el
sistema Trans-Blot SD Semy-Dry Transfer Cell (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) durante 45 min
a 3,3 mA/cm2

Se bloquearon las membranas durante 1 h a RT con 5 % (p/v) de leche descremada en
0,02 M Tris-HCl pH 7,4, 0,15 M NaCl con 0,05 % (v/v) Tween-20 (TBS-T). A continuacién las
membranas se incubaron overnight con el anticuerpo primario a 4 °C, se lavaron con TBS-T,
se incubaron 1 h con el anticuerpo secundario y se lavaron de nuevo con TBS-T.

Las bandas inmunoreactivas fueron detectadas y visualizadas por quimioluminiscencia
(ECL system, GE Healthcare, Buckinghamshire, UK) en el sistema de imagen LAS-3000
(Fujifilm Corporation, Tokyo, Japan) y analizadas y densitometradas con el software Multi

Gauge (Fujifilm Corporation, Tokyo, Japan).

Tabla 4. Condiciones utilizadas en la inmunodeteccién mediante blot de las diferentes

moléculas.
Molécula Anticuerpo primario Anticuerpo secundario
B-actina 1,/10000 Anti-IgG de ratén - HRP 1,/20000
c-Fos 1/200 Anti-IgG de conejo - HRP 1/3000
Dinitrofenil 1/25000 Anti-IgG de ratén - HRP 1/8000
ERK1/2 1/2000 Anti-IgG de conejo - HRP 1/3000

La misma muestra fue resuelta por triplicado en todos los geles SDS-PAGE como control.
La normalizacién fue realizada con la densitometria correspondiente a la B-actina y con la

muestra control para corregir la variacién inter-gel.
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6. Oxy-blot off-gel mediante slot blot

Se utilizé el método descrito en Robinson et al. 1999 con algunas modificaciones. La técnica
se basa en la derivatizaciéon de los grupos carbonilos presentes en la proteina con derivados
de hidrazinas. El mas utilizado es la 24-dinitrofenilhidrazina (DNPH), que lleva a la
formacién de 2,4-dinitrofenilhidrazona (DNP) en las proteinas y permite detectarlo por
métodos espectrofotométricos, HPLC, o mediante western blot.

El volumen correspondiente a 5 g de proteina procedentes del extracto de proteina cerebral
(apartado 2.3.2) fueron aplicadas en los pocillos del slot blotter (GE Healthcare,
Buckinghamshire, UK). Se incubaron durante 20 min a RT y se aplicé el vacio para transferir
las muestras a la membrana. Seguidamente, la membrana fue incubada secuencialmente
durante 1 min en: metanol, tampén de transferencia (0,25 M Tris, 0,19 M glicina y 20 %
metanol) y 2 N HCl. Se realiz6 la derivatizacién incubando la membrana en una solucién de
100 mg/mL de DNPH en 2 N HCI durante exactamente 5 min y se lav6 secuencialmente con
metanol, tampén de transferencia y TBS-T. A continuacién, la membrana fue bloqueada
durante 1 h a RT con 5 % (p/v) de leche descremada en TBS-T y se procedié con el mismo
protocolo empleado para Western Blot (ver 5.3).

La normalizacién se realiz6 con la densitometria de la banda de la f-actina para corregir por
el contenido total de proteina. Todas las muestras fueron ensayadas por duplicado en

diferentes membranas.

7. Ensayo de peroxidacién lipidica

El malondialdehido (MDA) es uno de los productos finales de la peroxidacién lipidica en
homogenados de tejido. Se midieron sus niveles siguiendo el método descrito por Wills 1966
Wills con algunas modificaciones. Las muestras procedentes del apartado 2.2.3 fueron
precipitadas con acido tricloroacético (TCA) a una concentracioén final del 5 % en la muestra.
Se centrifugaron a 1600 x g durante 10 min a RT y el sobrenadante se afiadi6é a un volumen
igual de una solucién del 0,9 % de acido tiobarbittrico en 5% de TCA. Se mantuvieron
durante 1 h a 95-100 °C, se dejaron enfriar 10 min en hielo y se centrifugaron a 1600 x g
durante 10 min a 4 °C.

Finalmente se determiné la presencia MDA en el sobrenadante leyendo su absorbancia a
532 nm. La concentracién de MDA se calculé usando el coeficiente de extincién molar del

MDA y se expres6 como nmoles de MDA/ g tejido.

51



MATERIAL Y METODOS

8. Analisis del proteoma de hipocampo mediante

marcaje isobarico iTRAQ

8.1. Preparacién de la muestra

Las muestras procedentes de la extraccién de proteinas del hipocampo obtenidas segin se
describe en el apartado 2.3.2 se sometieron a un proceso de reduccién/alquilacién previo a
la precipitacién para favorecer su posterior resupensién. Unos 700 ng de proteina (50 pL)
procedentes de los extractos de hipocampo fueron reducidos durante 1 h a RT en un
agitador orbital con 5 mM Tris (2-cloroetil)-fosfato (TCEP) y alquilados durante 20 min a RT
en un agitador orbital en la oscuridad con 20 mM iodoacetamida (IAA). El exceso de IAA fue
contrarrestado con 5 mM de TCEP durante 1 h a RT.

Las muestras se precipitaron afiadiendo acetona y TCA en la proporciéon 1:8:1
(muestra:acetona:TCA) e incubando 1 h a -20 °C. Se centrifugaron a 18000 x ¢ durante 15 min
a 4 °C, se descarté el sobrenadante y el pellet se lavé dos veces con 1 mL de acetona,
centrifugando a 18000 x g durante 15 min a 4 °C y dejando secar a RT tras el altimo paso. Las
muestras se resuspendieron por sonicaciéon en 200 pL de 0,5 M trietilamonio bicarbonato

(TEAB) con 8 M urea a pH 8-8,5.

8.2. Cuantificacién de proteinas

Las muestras resuspendidas en el tampén 0,5 M TEAB/8 M urea se cuantificaron con el kit
Micro BCA ™ Protein Assay Reagent (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) siguiendo las
especificaciones del fabricante.

La cantidad de proteina de las muestras se determiné por interpolacién de los valores de
absorbancia de las muestras a 550 nm con la curva estdndar de BSA (0-200 pg/mL),
corregidas con sus respectivos blancos. Para la lectura de los resultados se utiliz6 el lector de
microplacas iEMS Reader MF (Labsystems Oy, Helsinki, Finland) con software Ascent
(versiéon 2.6, Thermo Scientific, Waltham, MA, USA).

8.3. Reduccién, alquilaciéon y tripsinizacién

Se llevaron 85 pg de proteina total al volumen final de 50 pL. Paralelamente se cre6 un pool
de todas las muestras que fue empleado como control. Esta cantidad de proteina fue
reducida con 5 mM TCEP durante 1 h a 35 °C en un agitador orbital y alquilada con 20 mM
IAA durante 20 min a RT en un agitador orbital en la oscuridad. El exceso de IAA fue
contrarrestado incubando con 5 mM de TCEP durante 1 h a 35 °C. Se afiadieron 250,4 pL de

tampoén 0,5 M TEAB para reducir la concentracién de urea a niveles por debajo de 1,5 M y
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permitir asi la tripsinizacion con 2,55 pg de tripsina (3 % (p/p) tripsina en proteina a digerir)

incubando 20 h a 37 °C.

8.4. Marcaje isobarico de los péptidos.

Una vez bloqueada la digestion de proteinas mediante inhibicién de la tripsina por
tratamiento 4cido (0,1 % de acido férmico), se desalaron las muestras con PolyLC tips C18
(PolyLC INC, Columbia, MD, USA) siguiendo las especificaciones del fabricante. Se guardé
una alicuota de los péptidos tripticos para comprobar que la digestién se habia realizado
correctamente. El resto de la muestra fue evaporada en un sistema SpeedVac y resuspendida
en 30 pL 0,5 M TEAB. El marcaje isobarico de los péptidos fue realizado con el kit iTRAQ
Reagents - 8plex (AB Sciex, Framingham, MA, USA) siguiendo el protocolo recomendado por
el fabricante. Una vez finalizado el marcaje, las muestras fueron combinadas, desaladas con
PolyLC tips C18 y SCX (PolyLC INC, Columbia, MD, USA), evaporadas y resuspendidas en 5

% (v/v) acetonitrilo, 1 % (v/v) acido férmico.

8.5. Cuantificacion e identificacion

La mezcla peptidica fue analizada usando el espectrémetro de masas Orbitrap Fusion Lumos
Tribrid (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) acoplado a un sistema nano-UPLC (EASY-
nanoLC 1000 liquid chromatograph, Thermo Scientific, Waltham, MA, USA).

Se cargaron los péptidos en la columna y fueron separados mediante cromatografia de fase
reversa en columna de 50 cm (EASY-Spray; 75-pm ID, PepMap RSLC C18, 2-um particulas,
45 °C, Thermo Scientific, Waltham, MA, USA), con un gradiente inicial del 97 % de solvente
A (0,1 % (v/v) de acido férmico en agua) y del 3 % de solvente B (0,1 % (v/v) acido férmico
en acetonitrilo). Se realiz6é un gradiente creciente del solvente B con un flujo de 300 nL/min
del 3 % al 35 % en 270 min y del 35 % al 50 % en 5 min.

En el espectrometro de masas, se oper6 en el modo de ionizacién positiva con un voltaje de
24 kV y 275 °C. Los picos mas intensos de cada ciclo de escaneo (400-1600 m/z) fueron
seleccionados para la fragmentacién por disociacion inducida por colision (CID) a una
energia de colisién del 35 % y una ventana de aislamiento de 0,7 Da (MS2). Para el anélisis
MS3 para la cuantificacion de los reporter ions de iTRAQ, multiples fragmentos de iones del
escaneo previo fueron co-seleccionados y fragmentados por disociacion inducida por
colision de alta energia HCD con una energia de colisién del 65 % y una ventana de seleccién
de 2 Da. Los espectros MS obtenidos fueron analizados por el software Xcalibur v3.0.63
(Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) empleando el buscador Proteome Discoverer v2.1.0.81
(Thermo Scientific, Waltham, MA, USA), con la base de datos Uniprot de Sus Scrofa con
contaminantes, y la base de datos inversa para establecer el false discovery rate (FDR). Los

parametros incluidos en la busqueda fueron tripsina (aceptando dos sitios de escisién
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perdidos), carbamidometil en cisteinas e iTRAQ 8-plex en N-terminal de los péptidos como
modificaciones estaticas; y oxidacién de metioninas y acetilaciéon en N terminal de las
proteinas como modificaciones dindmicas. Las tolerancias establecidas fueron de 10 ppm
para la masa peptidica y de 0,6 para el MS/MS. Péptidos con un g-valor <0,1 y un

FDR <1 % fueron considerados identificaciones positivas con un elevado nivel de confianza.

8.6. Analisis estadistico

El anélisis estadistico fue realizado siguiendo la metodologia propuesta por Chick et al. 2016.
Las intensidades de los reporter ions fueron utilizados para la cuantificacién de proteinas. Los
péptidos tnicos (aquellos que no son compartidos entre diferentes grupos de proteinas),
fueron considerados para el andlisis cuantitativo y estadistico.

Se realizé la normalizacién de la cuantificacién peptidica dentro de cada experimento
iTRAQ. Para ello, se sumaron los valores de abundancia de todos los péptidos identificados
dentro de ese experimento para cada canal (reporter ion). El canal con mayor abundancia se
tomdé como referencia y la abundancia del resto se corrigié por el factor constante de este con
el fin de que la abundancia total fuese la misma para todos los canales.

La cuantificacién de proteinas se obtuvo de la suma de las intensidades de los péptidos
normalizados anteriormente.

Para la normalizaciéon entre los 6 experimentos iTRAQ, se realizé normalizacién por
cuantiles.

DanteR (Pacific Northwest National Laboratory) se utiliz6 para el pre-procesado,
visualizacién y la cuantificacién relativa de los datos. El andlisis de la varianza (ANOVA) fue
realizado a nivel de proteina usando un modelo lineal considerando el factor alojamiento
(enriquecido o empobrecido) como primer factor y el corral como segundo para minimizar el
sesgo experimental.

Los P valores fueron ajustados para el test maltiple utilizando la correccién de Benjamini &
Hochberg FDR.

Las proteinas diferenciales se establecieron en un P valor ajustado menor de 0,05 y un fold

change menor que 0,8 (down) o mayor que 1,25 (up).
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CAPITULO 1
SEXO Y SUSCEPTIBILIDAD A ESTRES

Hay varios factores causantes de estrés ampliamente reconocidos y estudiados en cerdo,
como la reubicacién, la mezcla, el transporte o el sacrificio. El estrés ocurre en muchos
puntos de la vida del animal y puede producir carne palida, blanda y exudativa (PSE, pale-
soft-exudative), lo que se traduce en un coste econémico. Esta descrito que la susceptibilidad
al estrés tiene un factor genético identificado como mutaciones en el gen que codifica el
receptor de la rianodina 1 (RYR1), también conocido como gen halotano. Los cerdos
homozigotos recesivos (nn) tienen sensibilidad al halotano y bajo una condicion de estrés
desarrollan el sindrome de estrés porcino que estd caracterizado por rigidez de la
musculatura esquelética y acidosis, entre otros, y conlleva una pérdida de la calidad de la
carne y un incremento de la mortalidad presacrificio (Bates, Doumit, Raney, Helman, &

Ernst, 2012)(Bates et al., 2012).

1. Disefio experimental

En este estudio 48 animales cruce de hembras Large White x Landrance con machos Pietrain
procedentes de la misma granja comercial fueron divididos en 4 grupos de 12 animales cada
uno segun su genotipo halotano (libre (NN) o portador (Nn)) y sexo (hembra o macho). Se
consideraron por tanto cuatro grupos: hembras libres (hembras NN), machos libres (machos

NN), hembras portadoras (hembras Nn) y machos portadores (machos Nn). A las 9 semanas
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de vida, los cerdos fueron transportados a las instalaciones experimentales del IRTA
(Monells, Girona, Espafia) donde se estabularon en 8 corrales de 6 animales cada uno
manteniendo la separacién por sexo y genotipo.

Todos los grupos se instalaron en corrales con slat total (5 m x 2,70 m) con luz natural y
temperatura ambiental de 22 + 3 °C, bebederos de acero (15 cm x 16 c¢cm) conectados con
chupete de acero y un comedero de hormigén (58 cm x 34 c¢cm) con 4 posiciones de
alimentacién, disponiendo de agua y comida ad libitum. Fueron examinados diariamente y
no se observaron problemas de salud durante el periodo experimental.

Se realiz6 una extraccién sanguinea en la semana 22 de vida (una semana antes del
sacrificio), que corresponderd a la medida basal. En la semana 23 se transportaron los
animales al matadero experimental, donde fueron aturdidos por parejas mediante
exposicién durante 3 min a 90 % de CO, en aire atmosférico y posteriormente desangrados.
Tras el sacrificio se obtuvo la segunda muestra de sangre (en el desangrado), asi como las

muestras cerebrales, tal y como se describe en el apartado 2.3 de Materiales y métodos.

2. Analisis estadistico

El anélisis estadistico fue llevado a cabo en el software SPSS 22.0 (IBM, Chicago, IL, USA). El
nivel de significancia fue establecido en P < 0,05 y la tendencia fue considerada en 0,05 < P <
0,1. Los datos descriptivos son presentados con la media y el error estandar (media + SE).

Se realiz6 el test de normalidad Kolmogorov-Smirnov y en los casos necesarios, los datos
fueron transformados a valores logaritmicos para corregir la distribucién y permitir el uso

de estadistica paramétrica.

2.1. Estadistica univariante

2.1.1. Muestras de suero

Se utilizé el modelo lineal general (GLM) de medidas repetidas para poder comparar los
valores del sacrificio con su nivel basal. En el modelo factorial, cada animal fue introducido
como unidad experimental, las distintas tomas de muestra como efecto intra-sujetos, el sexo
(hembra o macho) y el genotipo halotano (NN o Nn) como efectos inter-sujetos, asi como las
multiples interacciones. Posteriormente se realizaron comparaciones por pares con ajuste de

Bonferroni para aquellos casos en los que la interaccién entre efectos era significativa.

2.1.2. Neurotransmisores

Las variables normalmente distribuidas fueron analizadas usando el método UNIANOVA

de SPSS con ajuste de Tukey. Las variables con distribucién Poisson o multinomial fueron
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analizadas utilizando el método no-paramétrico GENLIN de SPSS. En todos los modelos,
cada animal fue introducido como la unidad experimental, los efectos fijos incluidos fueron
el sexo (hembra o macho) y el genotipo halotano (NN o Nn), y su interaccién
(Sexo*Genotipo; S*G). Ademas, también se realizaron comparaciones por pares con ajuste de

Bonferroni para las interacciones significativas.

2.2. Analisis factorial

Se realizaron dos analisis factoriales de componentes principales (PCA). El primero de ellos
con la finalidad de establecer el patrén de neurotransmisores y sus metabolitos en las dreas
cerebrales del estudio y el segundo con el objetivo de reducir el namero de variables totales
a un ntimero menor de factores que pudieran explicar la variabilidad muestral y el efecto del

sexo y/o el genotipo.

2.21. Analisis factorial del perfil NT regional

Las relaciones entre los 7 neurotransmisores o metabolitos (NA, L-DOPA, DA, DOPAC,
HVA, 5-HT Y 5-HIAA) fueron incluidas en el andlisis de factores comunes usando la
solucién para componentes principales (PCA) para identificar los factores comunes no
observados que explican la diferencia entre las regiones cerebrales. Los criterios establecidos
para determinar el ntiimero de factores a retener fueron: (i) autovalores > 1 y (ii) total de
varianza explicada acumulada mayor del 60 %. Tras la extraccién inicial de factores, la
matriz fue rotada ortogonalmente (método wvarimax) para mantener los factores
independientes y sin correlacionar. De esta manera, cada variable tenfa una alta carga (o
coeficiente de correlacién entre variable y factor) en un solo factor y baja 0 moderada para el
resto. El punto de corte para considerar una variable explicativa de un factor fue una carga
superior a 0,5.

Cada region cerebral de cada animal obtuvo una puntuacién individual para cada factor.

Esas puntaciones factoriales estan distribuidas normalmente con la media en el 0.

2.2.2. Analisis factorial general

En este caso, para el PCA se tuvieron en cuenta las relaciones entre las 43 variables
determinadas en el estudio (NA, DA, DOPAC, HVA, 5-HT, 5-HIAA, asi como las CATtotal e
INDtotal de las 4 regiones; CK, colesterol, HDL-colesterol, LDL-colesterol, glucosa,
triglicéridos, 3-hidroxibutirato, Hp, CRP, Pig-MAP y cortisol en suero) para identificar los
factores comunes no observados que pudieran explicar diferencias entre sexo, genotipo
halotano o su interaccién. Los criterios establecidos para determinar el nimero de factores a
retener fueron: (i) autovalores > 1, (ii) total de varianza explicada acumulada mayor del 60

% y (iii) la interpretabilidad de las variables incluidas (Hair, Black, Babin, Anderson, &
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Tatham, 2006). Tras la extraccién inicial de factores, la matriz fue rotada ortogonalmente
(método varimax) para mantener los factores independientes y sin correlacionar. De esta
manera, cada variable tenfa una alta carga (o coeficiente de correlacién entre variable y
factor) en un solo factor y baja o moderada para el resto. El punto de corte para considerar
una variable explicativa de un factor fue una carga superior a 0,5.

Se asigné a cada animal una puntuacién individual para cada factor. Esas puntaciones

factoriales estan distribuidas normalmente con la media en el 0.

3. Perfil Bioquimico

Se analizaron los niveles de CK como marcador de dafio muscular; de glucosa, triglicéridos y
colesterol como marcadores del metabolismo energético; de las proteinas de fase aguda
(APP) Hp, CRP y Pig-MAP y de cortisol en suero. Los resultados obtenidos se muestran en
la tabla X.

En este experimento se obtuvieron resultados correspondientes a las muestras basales y a las
de sacrificio. Se plantearon 5 objetivos a la hora de realizar el andlisis estadistico para
estudiar las diferencias en estos parametros: i) el efecto del sacrificio, ii) diferencias entre
sexo, iii) diferencias entre genotipos; iv) diferencias al afrontar el sacrificio debidas al sexo; v)
diferencias al afrontar el sacrificio debidas al genotipo.

En la siguiente tabla (tabla 5) se muestran los valores medios obtenidos para todas las
determinaciones segun los grupos comparados: tiempo, sexo y genotipo.

Tabla 5. Niveles de los marcadores de estrés medidos en suero en el primer experimento: 1 semana
antes del sacrificio (Basal) y en el momento del sacrificio (por filas) como media * SE.

Parametro Tiempo Total Macho Hembra NN Nn
Basal 5,82 + 0,83 556+1,25  6,08+1,12 4,09+0,66 7,54+1,46
CK (U/mL) o
Sacrificio 2,81+ 0,25 2434026 3,18 +0,42 1,92+0,17 3,70 +0,39
Colesterol Basal 90,48 +1,54 | | 87424227 9353+191 | | 90,28 +2,38 90,67 + 1,99
(mg/dL) Sacrificio 91,48 +1,27 88,88 +1,59 94,08+1,87 | | 91,42+1,50 91,54 +2,08
Glucosa Basal 89,95 + 1,41 94,03+1,70 8587+1,95 | | 91,11+2,02 88,79 +2,00
(mg/dL)  Sacrificio 333,21£10,57 | |308,38+13,56 358,05+14,81 | | 326,37+16,70 340,06+13,18
Triglicéridos ~ Basal 3927 +1,82 | | 44,21+253 34,33+225 | | 40,04+2,84 38,50 +2,33
(mg/dL) Sacrificio 50,79 +1,62 4983 +2,07 51,75+2,52 | | 48,08 +2,11 53,50 + 2,38
Hp Basal 0,39 + 0,05 028 +0,04 0,50+0,08 0,38+0,07  0,40+0,07
(mg/mL)  Sacrificio 0,39 0,06 0,29 +0,07 0,48 +0,09 033+0,09 0,44+0,08
Basal 6,80 +1,01 4,85+0,90 874+1,75 588+1,63 7,71+1,21
CRP (mg/L) e
Sacrificio 9,23 + 0,93 7204139 11,26 +1,13 726+1,13 11,2+1,39
Pig-MAP Basal 0,68 + 0,04 0,76 £0,04 0,60 +0,06 0,63+0,05 0,73 +0,06
(mg/mL)  Sacrificio 0,71 40,04 0,60+0,04 0,81+0,06 0,76 £0,06  0,65+0,05
Cortisol Basal 19,53 +1,78 19,88 +2,62 19,18 +247 | | 1935+242 19,71 +2,67
(ng/mL)  Sacrificio 38,24 +2,02 | | 3899+3,17 37494257 | | 3532+255 41,16 +3,07

La primera columna representa los valores del conjunto de individuos (n = 48). El bloque
del medio representa los valores de las hembras (n = 24) y machos (n = 24) y finalmente
el dltimo bloque los valores del genotipo halotano NN (n = 24) y Nn (n = 24).
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En primer lugar se analiz6 el efecto del sacrificio en el conjunto muestral, el efecto del sexo y
el efecto del genotipo asi como sus interacciones. Debido a que no se vio ninguna interaccién
significativa entre sexo y genotipo este efecto fue eliminado del modelo estadistico. Los
resultados de este andlisis se muestran en la Ttabla 6. Interacciones entre el sexo o el
genotipo y el sacrificio indican o bien que los cambios observados por el efecto del sacrificio
son distintos en los grupos de estudio (sexo o genotipo halotano) o bien que las diferencias
entre sexos o entre genotipos halotano se dan tnicamente en uno de los dos tiempos
medidos, el basal o en el sacrificio.

Tabla 6. P valores de los efectos evaluados para los parametros medidos en suero del
primer experimento.

P valores

Parametro 1o * ino*
IR s e o Gy

CK <0,001 0,23 0,893 0,001 0,789
Colesterol 0,364 0,027 0,633 0,914 0,759
Glucosa <0,001 0,397 0,001 0,69 0,265
Triglicéridos <0,001 0,051 0,002 0,44 0,173
Hp 0,074 0,006 0,494 0,258 0,079
CRP <0,001 0,001 0,721 0,002 0,953
Pig-MAP 0,906 0,899 <0,001 0,796 0,118
Cortisol <0,001 0,685 0,627 0,952 0,272

Indicados en negrita P < 0,05. Sacrificio vs Basal = efecto del sacrificio en el conjunto de
los animales; Sexo = efecto del sexo en el conjunto total; Sexo * Sacrificio = evolucién
diferencial entre los sexos; Genotipo = efecto del genotipo en el conjunto total; Genotipo
* Sacrificio = evolucién diferencial entre los dos genotipos.
En cuanto a los pardmetros que no muestran interaccién, por lo que sus variaciones son
debidas al efecto de solo un factor:
- La CK mostré niveles menores en el sacrificio (P < 0,001), mientras que los niveles

CRP (P < 0,001) y cortisol (P < 0,001) aumentaron en el momento del sacrificio

(figura 13).

B Baszal
B Sacrificio

CE CEP Cortisol
(U/mL) (mg/L) (ng/mL)

Figura 12. Representacion gréfica de los efectos significativos del sacrificio en
parametros del suero para el primer estudio. CK, CRP y cortisol en la primera toma de
muestra (basal) y en el sacrificio. Las barras representan la media + SE.

61



RESULTADOS

- Los animales portadores del gen halotano, Nn, mostraron niveles mayores de CK (P

=0,001) y CRP (P = 0,002).

12
[ BSIe
E I

CE CEP
(U/mL) (mg/L}

Figura 13. Representacion gréfica de los efectos significativos del sexo en parametros del
suero para el primer estudio. CK 'y CRP en libres (NN) y portadores (Nn) de la mutacién
del gen halotano. Las barras representan la media + SE.

- Para los cambios segtin el sexo, los niveles de colesterol, Hp y CRP son mayores en

las hembras que en los machos (P = 0,027, P = 0,006 y P = 0,001, respectivamente).

100+ 1,0
B Macho
B0 0,8 B Hembra
60— 0,6
40—
204
U-
Colesterol H CEP
(mg/dL) (mg/mL) (mg/L)

Figura 14. Representacion gréfica de los efectos significativos del sexo para el primer
estudio. Colesterol, Hp y CRP en hembras y machos. Las barras representan la media +
SE.

Finalmente, se observa una interaccidon entre el sacrificio y el sexo para los parametros de
glucosa (P = 0,001), triglicéridos (P = 0,002) y Pig-MAP (P < 0,001). Para establecer a que es

debida esta interaccién se realiz6é una comparacién por pares con ajuste Bonferroni (Tabla 7).
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Tabla 7. P valores de las comparaciones multiples para los pardmetros medidos en suero
del primer experimento. Las comparaciones multiples son de izquierda a derecha:
hembra vs macho en basal, hembra vs macho en sacrificio; basal vs sacrificio en hembras;
basal vs sacrificio en machos.

Hembra vs macho Basal vs sacrificio
Parametro —
Basal Sacrificio Hembras Machos
Glucosa 0,003 0,019 < 0,001 < 0,001
Triglicéridos 0,003 0,618 0,046 < 0,001
Pig-MAP 0,009 0,013 0,008 0,014

Indicados en negrita P < 0,05.

De los resultados obtenidos en el analisis estadistico y como se observa en la figura 16, los
niveles de glucosa y de triglicéridos se ven incrementados por el efecto del sacrificio tanto
en hembras como en machos. La interaccién es significativa debida a que mientras que el
nivel basal de glucosa y triglicéridos es mayor en machos que en hembras (P = 0,003 para
ambos), la concentraciéon de glucosa tras el sacrificio es mayor en hembras que en machos

(P =0,018) y la de triglicéridos se iguala.

400 50—
= B Macho
= = 50+ B Hembra
= 300+ g
g = 404
= g
& 200 2 304
= A
2 2
E g 204
100 =
104
0= 0=
Bazal Sacrificio Basal Saecrificio

Figura 15. Representacion gréfica de las concentraciones de glucosa y triglicéridos en el
primer experimento segiin sexo y en los dos tiempos de toma de muestra (basal y
sacrificio). Las barras representan la media + SE.

Los niveles de Pig-MAP basales son mayores en machos que en hembras (P = 0,009),
mientras que en el sacrificio ocurre a la inversa (P = 0,013). Este cambio es debido a que

mientras que los niveles en los machos disminuyen tras el sacrificio, en hembras, aumentan.
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1,00+
B Macho

0 80 B Hembra

0,60

0,40

PigMAP (mg/mL)

0,20

0,00

Bazal Sacrificio

Figura 16. Representacion gréfica de la concentraciéon de Pig-MAP en el primer
experimento, segiin sexo y en los dos tiempos de toma de muestra (basal y sacrificio).
Las barras representan la media + SE.

4. Perfil de NT en las distintas areas cerebrales

Se determinaron las concentraciones de NT de las vias de las catecolaminas (NA y DA) e
indolaminas (5-HT) y sus metabolitos (L-DOPA, DOPAC y HVA, y b5-HIAA,
respectivamente) en amigdala, hipotalamo, hipocampo y PFC mediante HPLC. Como
valores totales de cada uno de los tipos de NT monoaminérgicos, se realiz6 la suma de todas
las moléculas involucrada en la via de las catecolaminas (CATtotal) y de las indolaminas

(INDtotal).

4.1. Niveles de NT monoaminérgicos y sus metabolitos en

amigdala, PFC, hipocampo e hipotalamo

Se realiz6 el andlisis descriptivo de los datos para obtener una imagen de los valores de las
vias de NT monoaminérgicos en las 4 regiones estudiadas (Tabla 8).

Las concentraciones mds altas de NA se encontraron en el hipotdlamo; las de DA y sus
metabolitos DOPAC y HVA en la amigdala y el hipotadlamo.

En cuanto a las indolaminas, las concentraciones mas altas de 5-HT se encontraron en la

amigdala e hipotalamo.
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Tabla 8. Concentracion de los metabolitos de las vias de las catecolaminas e indolaminas
en las 4 regiones de estudio. CATtotal e INDtotal representa el valor total de cada una de
las vias (n = 48; media * SE).

Parametro

(ng/s tejido) Amigdala PFC Hipocampo Hipotalamo
NA 202,94 £9,00 160,68 £ 4,05 181,22+5,51  2360,57 + 160,75
L-DOPA - - - 298,47 £ 28,10
DA 450,40 £ 24,48 22,67 +£2,88 27,69 £1,03 536,48 £ 47,12
DOPAC 91,87 + 4,60 13,60 £1,33 3,67 +0,28 94,67 + 8,66
HVA 358,48 £ 14,42 62,82 +549 31,22+1,59 418,29 +£28,71
CATtotal 900,75 + 39,29 102,16 £ 9,04 63,28 £ 2,46 1347,91 + 96,98
5-HT 1125,66 £ 47,26 314,00 £9,36 342,35 £9,85 737,63 £49,24
5-HIAA 311,91 £9,22 110,95 £ 3,81 136,44 £3,98 449,20 £ 38,76
INDtotal 1437,57 £53,94 424,95 +12,25 478,79 £12,89  1186,83 £79,67

Para definir estadisticamente estas diferencias entre regiones, se realizé un PCA. De esta

manera se redujeron las siete variables determinadas en las 4 regiones de los 48 animales en

el estudio (NA, DA, L-DOPA, DOPAC, HVA, 5-HT y 5-HIAA) a dos componentes que

explicaron el 90,93 % de la varianza.

En la Tabla 9 se muestran los resultados del PCA, que incluyen los autovalores, el porcentaje

de varianza explicado por cada uno de ellos y el total; las variables incluidas en el estudio y

su factor de carga para cada uno de los dos factores. Las variables con factores de carga

mayores a |0,5|, fueron consideradas las explicativas de cada componente o factor extraido.
El factor 1 (PC1) estd determinado por altos niveles de DA, DOPAC, HVA, 5-HT y 5-HIAA,
y el factor 2 (PC2) lo esté por altos niveles de NA y L-DOPA.

Tabla 9. Resultado del andlisis de componentes principales (PCA) de las regiones del
primer experimento. PC1 y PC2 corresponden a los dos factores extraidos.

PC1 PC2
Autovalor 5,134 1,231
Porcentaje individual 55,24% 35,69 %
Porcentaje acumulado 55,24% 90,93%
Variables
NA 0,28 0,94
L-dopa 0,21 0,96
DA 0,84 0,47
DOPAC 0,90 0,30
HVA 0,86 0,44
5-HT 0,93 -0,03
5-HIAA 0,79 0,44

Los factores de carga mayores a | 0,5 | se muestran marcados en negrita.
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Se asigné una puntuacién a cada regién de cada animal para cada uno de los factores, cuya
representacién gréfica permite diferenciar las 4 regiones, siendo la PFC y el hipocampo las

que tienen el patréon de NT maés parecido (figura 18).
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-15 -05 0,5 15 2,5

PC2
Figura 17. Representacién gréfica de las puntuaciones otorgadas a cada regién de cada

animal para los dos factores extraidos en el PCA.

4.2. Influencia del sexo y genotipo halotano en los niveles

de NT

Se compararon los niveles de los metabolitos de las vias catecolaminérgica y serotoninérgica
entre genotipo halotano, sexo y la interacciéon entre ambos factores mediante el analisis de la

varianza (UNIANOVA). En la Tabla 10 se muestran los resultados de las concentraciones y

de los efectos del andlisis estadistico.

Tabla 10. Concentracién de NT y sus metabolitos, y P valores en el primer experimento.
CATtotal e INDtotal representa el valor total de cada una de las vias. Representado como
media + SE en los 4 grupos experimentales (n=48).

Parametro . Sexo P valores
(ng/ g Genotipo
s Halotano Macho Hembra Sexo  Genotipo  S*G
tejido)
NN 237,41 + 26,02 207,78 +£19,07
NA Nn 200,12 +£12,39 171,87 £5,21 0,083 0,067 0,954
NN 513,56 + 56,62 471,12 £ 60,80
« DA Nn 402,21 +£40,15 411,69 + 28,52 0,722 0,154 0,526
= NN 84,07 £ 8,00 110,22 + 12,28
ED [B.OIz2:AC Nn 81,85 +4,23 88,80 £7,23 0,128 0,392 0,359
E NN 340,34 + 26,09 385,64 + 36,56
< 7 - 4 7 - 7
HVA Nn 391,76 + 32,05 320,60 + 14,03 0,617 0,973 0,069
NN 937,96 + 83,58 966,98 + 103,09
CATtotal Nnu 875827039 821,09 + 46,70 0789 0328 0,690
5-HT NN 1069,59 + 136,87 1127,93 £ 94,21 0,929 0,327 0,272
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Debido a las pocas diferencias obtenidas para el sexo y el genotipo, y con el objetivo de
poder identificar un perfil explicativo de la varianza entre los grupos del estudio, se realizo

el analisis multivariante descrito a continuacion.

5. Perfil multivariante

En el anélisis multivariante se incluyeron variables medidas tanto en suero como en regiones
del SNC. Como ya se ha comentado, el objetivo era reducir el nimero de variables, con el fin
de identificar factores comunes que pudieran explicar las diferencias entre sexo, genotipo
halotano y/o su interaccién. Para ello se realiz6 un PCA que incluy6 43 variables de las
cuales 38 cumplieron los requisitos para entrar en el andlisis de componentes principales.
Quedaron fuera del anadlisis la CK, el LDL-colesterol, la Pig-MAP, el cortisol y la DA de la
PFC.

El PCA resulté en 7 factores que explicaron el 74,29 % de la varianza. Los autovalores, los
porcentajes individuales y acumulados y los factores de carga para cada variable, con

aquellos mayores a 0,50 se muestran en la Tabla 11.

Tabla 11. Resumen del andlisis factorial completo del primer experimento. En la parte superior
se muestran los autovalores y los porcentajes individuales y acumulados para cada factor
extraido. A continuacién los P valores (en negrita P < 0,05) resultantes del analisis estadistico
univariante de las puntuaciones otorgadas a cada animal (ver la siguiente tabla). Finalmente, los
factores de carga para cada variable, con aquellos mayores a |0,5|resaltados en negrita.
CATtotal e INDtotal representan el valor total de cada una de las vias.

Componente Factor1 Factor2 Factor3 Factor4 Factor5 Factor6 Factor7
Autovalores 6,760 6,019 4,507 3,325 2,911 2,505 2,203
Proporcién individual 16,886 12,334 10,750 9,722 9,294 8,409 6,897
Proporcion acumulada 16,886 29,221 39,970 49,692 58,986 67,395 74,292
Estadisticos (P valores)
Genotipo 0,255 0,032 0,391 0,090 0,902 0,025 0,131
Sexo 0,471 0,154 0,205 0,249 0,882 0,168 0,014
Genotipo * Sexo 0,997 0,992 0,254 0,823 0,177 0,018 0,717
Variables
Glucosa 0,050 -0,024 -0,288 -0,100 0,361 0,216 0,563
Triglicéridos 0,122 0,180 0,084 0,122 -0,056 0,122 0,723
o | Colesterol -0,072 -0,110 0,140 0,081 -0,239 -0,128 0,558
§ HDL-colesterol 0,017 -0,153 0,016 -0,010 -0,186 -0,204 0,673
¢ | 3-Hidroxibutirato 0,164 0,040 0,114 -0,044 -0,018 -0,141 0,646
HP 0,090 -0,616 -0,082 -0,016 -0,204 0,184 -0,032
CRP -0,047 -0,577 -0,167 0,061 0,015 0,430 0,226
NA -0,050 0,696 0,161 -0,111 -0,203 0,113 -0,227
:; DOPAC -0,106 0,725 -0,109 -0,140 0,135 0,469 0,074
&0 | DA -0,068 0,874 0,131 0,077 -0,039 0,157 -0,029
5 HVA -0,016 0,729 -0,124 0,199 0,345 0,281 0,204
____| CATtotal -0,053 0,905 0,002 0,117 0,113 0,242 0,078
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5-HIAA 0,184 0,182 0,097 0,174 0,091 0,821 0,032
5-HT -0,053 0,241 0,198 -0,086 -0,136 0,816 -0,230
INDtotal -0,004 0,273 0,184 -0,075 -0,103 0,825 -0,214
NA -0,214 0,244 0,065 0,686 -0,024 -0,263 -0,041
DOPAC 0,114 -0,015 0,229 0,104 0,849 -0,083 -0,090
2 | DA 0,091 -0,341 0,045 0,462 0,619 -0,191 -0,077
E HVA 0,110 0,228 0,038 0,014 0,780 0,089 -0,108
i CATtotal 0,149 0,035 0,063 0,178 0,890 -0,036 -0,141
T |5-HIAA 0,144 -0,021 0,048 0,842 0,288 0,141 0,226
5-HT -0,061 0,016 0,090 0,880 0,032 0,028 -0,052
INDtotal -0,003 0,005 0,085 0,928 0,117 0,077 0,027
NA 0,705 0,031 -0,018 0,084 -0,138 -0,260 0,208
DOPAC 0,769 0,075 -0,049 -0,267 0,000 0,156 -0,049
g DA 0,908 -0,041 -0,002 0,045 0,132 0,021 0,014
:'—": HVA 0,937 -0,077 -0,026 0,054 0,113 0,047 0,038
é CATtotal 0,922 -0,079 -0,004 0,075 0,054 0,017 0,080
T |5-HIAA 0,869 0,038 -0,033 -0,128 0,119 0,162 -0,008
5-HT 0,855 -0,140 0,113 0,068 0,049 -0,097 0,050
INDtotal 0,921 -0,073 0,055 -0,049 0,086 0,011 0,026
NA 0,052 0,533 -0,062 0,086 -0,284 0,202 -0,012
DOPAC -0,107 -0,054 0,811 -0,140 0,302 0,059 0,226
HVA -0,165 -0,057 0,795 -0,185 0,331 0,195 0,164
é CATtotal -0,132 0,170 0,728 -0,079 0,201 0,219 0,206
5-HIAA 0,338 0,082 0,662 0,334 -0,021 0,101 0,124
5-HT 0,057 0,072 0,835 0,261 -0,139 -0,052 -0,187
INDtotal 0,149 0,080 0,844 0,303 -0,113 -0,008 -0,105

Del PCA se consideran variables explicativas aquellas con factores de carga mayoresa |0,5],

por lo que se considera:

El Factor 1 (monoaminas en el hipotdlamo) explicé el 16,89% del total de la varianza.
Los animales con una puntuacién elevada para el factor 1 tenian altos niveles de
catecolaminas e indolaminas en el hipotalamo.

El Factor 2 (catecolaminas en la amigdala, NA en PFC y proteinas de fase aguda)
explicaron el 12,34% de la varianza total. Los animales con puntuaciones altas para
este factor mostraron elevados niveles de catecolaminas en la amigdala, NA en la
PFC y bajos niveles de Hp y CRP en el suero.

El Factor 3 (sistemas dopaminérgico y serotoninérgico en PFC) explicé el 10,75% de
la varianza. Los animales con alta puntuacién para el factor 3 tuvieron altos niveles
de DA y 5-HT, asi como de sus metabolitos en la PFC.

El Factor 4 (sistemas noradrenérgico y serotoninérgico en el hipocampo) explicé el
9,72% de la varianza total. Los animales con una puntuacion alta para este factor

mostraron altos niveles de NA e indolaminas en el hipocampo.
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- El Factor 5 (sistema dopaminérgico en el hipocampo) explicé el 9,29% de la varianza
total. Los animales con una puntuacién elevada para este factor mostraron altos
niveles de DA y sus metabolitos en el hipocampo.

- El Factor 6 (sistema serotoninérgico en la amigdala) explico el 8,4% de la varianza
total. Los animales con altas puntuaciones para el factor 6 tuvieron altos niveles de
5-HT y su metabolito 5-HIAA en la amigdala.

- El Factor 7 (metabolismo de lipidos y carbohidratos) explicé el 6,9% de la varianza
total. Los animales con alta puntuacién para este factor tuvieron altos niveles de

glucosa, triglicéridos, 3-hidroxibutirato, colesterol y HDL-colesterol.

El anélisis otorgé una puntuacién a cada animal para cada factor. Esta puntuacién es la
combinacién lineal de las variables medidas en el individuo aplicando el factor de carga
establecido para cada una de ellas por el PCA, esta distribuida normalmente y con la media
enel 0.

Se analizaron las diferencias entre estas puntuaciones segtn los efectos del estudio (sexo y
genotipo halotano) mediante el andlisis de la varianza (UNIANOVA). Los resultados se

muestran en la Tabla 12.

Tabla 12. Resumen de las diferencias en los factores del PCA para el primer estudio. P valores
de los efectos del genotipo, el sexo y su interaccion.

Estadisticos (P valores)

FACTOR Variables explicativas Cenoti Genotipo *

enotipo Sexo Sexo
Factor 1 NA, DAY 5-HT hipotalamo 0,255 0,471 0,997
Factor 2 NA y DA amigdala, NA PFC,APP 0,032 0,154 0,992
Factor 3 DAY 5-HT PFC 0,391 0,205 0,254
Factor 4 NA y 5-HT hipocampo 0,090 0,249 0,823
Factor 5 DA hipocampo 0,902 0,882 0,177
Factor 6 5-HT amigdala 0,025 0,168 0,018
Factor 7 Metabolismo energético 0,131 0,014 0,717

El distinto genotipo se caracteriz6 por diferencias en el factor 2 (catecolaminas en amigdala y
APP en suero) y en el factor 6 (indolaminas en amigdala). Como se observa en la figura 19,
los animales Nn tienen puntuaciones menores para el factor 2, indicando que tienen niveles
menores de catecolaminas en la amigdala, menor nivel de NA en PFC, asi como una
concentracion sérica mas alta de las APP CRP y Hp que los animales NN.

La variable sexo se caracterizé por diferencias en el factor 7, que incluye parametros séricos

indicadores del metabolismo energético. Como se observa en la figura 19, las hembras tienen
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mayores puntuaciones para este factor lo que indica concentraciones mayores de estos
metabolitos en hembras que en machos, tal y como ya indicaba el andlisis univariante.

Se observ6 una interaccién sexo*genotipo en el factor 6 (indolaminas en la amigdala). En el
analisis univariante de los factores se observa que existen diferencias en este factor causadas
por el genotipo, pero la interaccién sefiala distinta tendencia entre sexos. Observando el
grafico de la figura 19 se concluye que los animales Nn tuvieron puntuaciones mds bajas
para este factor, pero esta diferencia se observa mas acentuada en los machos, sugiriendo

bajas concentraciones de serotonina en la amigdala de estos animales.
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Figura 18. Representacion gréfica de las puntuaciones otorgadas en el PCA a cada
individuo para cada factor en el primer estudio. Las 4 barras representan a los 4 grupos
de estudio creados de la interaccién sexo*genotipo: machos NN, machos Nn, hembras
NN y hembras Nn. En sombreado los factores para los cuales no hay ninguna diferencia
entre grupos. Las barras representan la media + SE.
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CAPITULO 2
CONDUCTA DEL MIEDO Y ESTRES

El test de inmovilidad ténica (T1I) es un test establecido para evaluar la respuesta al miedo en
vertebrados (Leite-Panissi, Ferrarese, Terzian, & Menescal-de-Oliveira, 2006). Largas
duraciones en el TI estan consideradas como un indicador de altos niveles de miedo, de
manera que se asocia esta inmovilidad con componentes emocionales como el miedo o la
ansiedad (De Oliveira, Hoffmann, & Menescal-de-Oliveira, 1997) o con un fenotipo miedoso
en general (Wang et al., 2014).

En cerdos, el TI ha demostrado ser consistente con otros test de comportamientos realizados
a diferentes edades evaluando el miedo, la agresividad y estrategias conductuales frente a
situaciones estresantes. También se ha relacionado el TI con variables de la calidad de la
carne y con el origen genético (de Sevilla, Casellas, Tibau, & Fabrega, 2009; Erhard & Mend],
1999).

La respuesta al miedo ha sido ampliamente vinculada con la respuesta al estrés, al estar
ambas reguladas por el eje HPA (Hashimoto, Inoue, & Koyama, 1999). En los sistemas de
produccién porcinos, los animales son sometidos a gran ntimero de factores de estrés, como
el manejo, la mezcla, el transporte o el sacrificio, que pueden comportar una pérdida de

bienestar animal y/o costes econémicos (Gispert et al., 2000; Grandin, 1997).
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1. Test de inmovilidad ténica

Este test fue llevado a cabo por investigadores del IRTA en sus instalaciones. Los animales
fueron sometidos al test de TI adaptado de Erhard y Mendl 1999 y de Sevilla et al. 2009. El
experimentador sujetaba individualmente cada lechén en posicion de dectibito dorsal
usando una restriccion de madera en forma de V (50 cm de longitud y dngulo de 80°).
Mientras, otro experimentador situaba un pequefio saco (15 cm x 20 cm, 500 g) sobre la
garganta del lechén con un mano, y con la otra sujetaba las patas traseras hasta que el animal
quedaba inmévil. El tiempo transcurrido entre que el experimentador retiraba las manos de
las patas traseras y el animal trataba de darse la vuelta era registrado. Si el animal no
intentaba girarse en 180 s, el ensayo finalizaba y se le asignaba una puntuacién de 180 s (TI
positivo, Tlpos). Por otro lado, a los lechones que no mostraron respuesta de inmovilidad
porque luchaban mientras se les intentaba colocar en la restriccién de madera, se les asigné
una puntuacién de 0 s (TI negativo, Tlneg).

De los 92 lechones a los que se les realizo6 el test, 5 no mostraron respuesta de inmovilidad y
fueron clasificados como Tlneg, y otros 3 animales no intentaron girarse durante los 3 min de
duracién del test y fueron clasificados como TIpos. La media del tiempo que tardaban en
intentarse girar de los 92 lechones fue de 34,80 + 3,77 s. Para conseguir un tamafio muestral
suficiente, los 18 individuos con el comportamiento mas extremo fueron elegidos, de manera
que se seleccionaron y clasificaron como TIneg los 18 con los tiempos mas bajos (menor o
igual a 10 s, media de tiempo 5,00 £ 0,93) y como TlIpos los 18 con los tiempos mas altos
(igual o mayor que 54 s, media de tiempo 93,05 *+ 10,22 s). En la figura 17 se muestra el
esquema del disefio experimental, que incluye la seleccién de animales.

Debido a que una duracién larga del TI es considerada un indicador de alto nivel de miedo,
los animales positivos para el TI fueron clasificados como miedosos y los negativos como no
miedosos.

2. Disefio experimental

En este estudio se utilizaron 92 lechones macho procedentes del cruce de hembras Large
White x Landrance libres para el gen halotano (RYR1; NN) con machos Pietrain
heterocigotos para el gen halotano (Nn) de la misma granja comercial. A la edad de 3
semanas fueron alojados en 10 grupos de 10-12 lechones en las naves de pre-control, donde,
con 4 semanas de edad, fueron sometidos al test TI. Se seleccionaron 36 animales, 18
positivos para el TI (grupo Tlpos) y 18 negativos (grupo Tlneg) segin lo descrito en el
apartado anterior, que a las 8 semanas de edad fueron trasladados a la nave experimental
donde se estabularon en 4 corrales de nueve animales cada uno (2 corrales para cada grupo

de TI). Todos los grupos se instalaron en corrales con slat total (5 m x 2,70 m) con luz natural
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y temperatura ambiental de 22 + 3 °C, bebederos de acero (15 cm x 16 ¢cm) conectados con
chupete de acero y un comedero de hormigén (58 cm x 34 cm) con 4 posiciones de
alimentacién, disponiendo de agua y comida ad libitum. Fueron examinados diariamente y
no se observaron problemas de salud durante el periodo experimental.

A la edad de 24 semanas los animales fueron mantenidos 8 h en ayuno antes de ser
transportados de la granja al matadero experimental (1,2 km de distancia). Se someti6 a los
animales a dos condiciones diferenciadas en el manejo durante la descarga, espera y
conduccién al area de aturdimiento: un manejo control (grupo Control) realizado sobre los
animales de dos de los corrales de alojamiento (9 animales Tlneg y 9 Tlpos) y otro manejo
estrés (grupo Estrés) sobre los animales de los otros dos corrales (9 animales Tlneg y 9 Tlpos)
(figura 20). Durante la carga, descarga y conduccién al drea de aturdimiento, los animales
del grupo estrés fueron sometidos a una situacién similar a la sufrida en un matadero
comercial (ruido, presencia humana y manejo tosco) y fueron mezclados entre los dos
corrales iniciales durante la hora en que los animales fueron alojados en los corrales de
espera. Los animales de los otros dos corrales (9 Tlneg y 9 Tlpos) fueron manejados de
manera tranquila, sin forzarlos en sus movimientos y cediéndoles el tiempo necesario para
proceder por ellos mismos y fueron mantenidos en sus grupos de estabulaciéon en granja
mientras estaban en el corral de espera. La duracién total de este manejo diferenciado fue de
unos 90 min. Los animales fueron aturdidos por parejas mediante exposicién durante 3 min
a 90 % de CO; en aire atmosférico y posteriormente desangrados. La muestra de suero se
obtuvo en este momento, y las de las regiones cerebrales posteriormente.

Los pardmetros bioquimicos y los NT cerebrales se determinaron tal como se especifica en

Materiales y Métodos.
92 lechones
TI negativo TI positivo
Os Tiempo de giro 180s

5cerdosTI=0s

13 cerdos TI<10s 15cerdos TI = 54 s
lmmmmm ] (U
\L Manejo l/

18 cerdos Tlneg 9+ 9 control 18 cerdos Tlpos
(5,00+0,935) 9+ 9 estrés (93,05+£10,225)

Figura 19. Diagrama explicativo de los animales y condiciones del segundo estudio. De
los 92 lechones iniciales se seleccionaron los 18 con comportamientos mds extremos.
Nueve animales de cada clasificacion para el TI fueron sometidos a un manejo estresante
en el matadero y el resto, otros 9 animales de cada clasificacién TI fueron tratados de
manera calmada.
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3. Analisis estadistico

El analisis estadistico se llev6 a cabo con el software Statistical Analyses System (SAS v9.2;
SAS Institute Inc., Cary, NC, USA). El nivel de significancia fue establecido en P < 0,05 y la
tendencia fue considerada en 0,05 < P < 0,1. Los datos descriptivos son presentados con la
media y el SE (media * SE).

Se realiz6 el test de normalidad Shapiro-Wilk y en los casos necesarios, los datos fueron
transformados a logaritmo para corregir la distribucién y permitir el uso de estadistica

paramétrica.

3.1. Estadistica univariante

Las variables normalmente distribuidas fueron analizadas usando el método MIXED de SAS
con ajuste de Tukey. Las variables con distribucién Poisson o multinomial fueron analizadas
utilizando el método GENMOD de SAS. En todos los modelos, cada animal fue introducido
como la unidad experimental, los efectos fijos incluidos fueron el tipo de manejo (control o
estrés) y el resultado del test de TI (TIneg o Tlpos). Para establecer las diferencias entre los
animales TIneg y Tlpos en los diferentes manejos, se realizaron comparaciones por pares con

ajuste de Bonferroni.

4. Perfil bioquimico

Se determinaron los niveles de CK como marcador de dafio muscular; de glucosa,
triglicéridos y colesterol como marcadores del metabolismo energético; de la APP Hp y de
cortisol en suero. Los resultados obtenidos, asi como el P valor del anélisis estadistico se

muestran en la Tabla 13.

Tabla 13. Niveles de los marcadores de estrés medidos en suero en el segundo estudio
segin el manejo expresados como media * SE y el P valor correspondiente a las
diferencias entre los dos grupos (n = 36).

) Manejo P
Parametro P
Control Estrés valor
CK (U/mL) 4,23+0,73 4,78 +0,71 0,409
Glucosa (mg/dL) 261,54 +£23,09 282,46 +19,09 0,490
Triglicéridos (mg/dL) 62 £4,89 57,72 + 3,52 0,483
Colesterol (mg/dL) 107,04 £ 3,71 100,66 + 3,22 0,203
Hp (mg/mL) 0,27 £0,05 0,27 £0,04 0,990
Cortisol (ng/mL) 40,49 + 4,56 37,25+ 3,44 0,574

El analisis estadistico no mostré ninguna diferencia significativa entre el grupo sometido a

estrés por manejo y el control.
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Posteriormente se realiz6 la comparacién por pares de Bonferroni para establecer si los
animales con un fenotipo miedoso o no, afrontaban de manera diferencial el estrés por

manejo. Las medias, SE y P valores se muestran en la Tabla 14.

Tabla 14. Niveles de los marcadores de estrés medidos en suero en el segundo estudio
segtn el TI para cada manejo (media + SE)

Manejo Control P Manejo Estrés P
Parametro valor valor
TIneg TIpos Tlneg TlIpos
CK (U/mL) 536+1,23 3,09 +0,66 0,063 491+1,07 4,62 +0,96 0,849

Glucosa (mg/dL) 24416 £25,27 278,93 £39,4 0426 | 290,78 +23,61 274,13 +31,21 0,702
Triglicéridos (mg/dL) 58,22+5,9 65,78 £7,95 0,391 57,56 4,78 57,89 £ 5,47 0,970
Colesterol (mg/dL) 109,04 £ 4,83 105,04 £ 5,84 0,579 100,32 £5,68 100,99 + 3,46 0,926
Hp (mg/mL) 0,26 £0,08 0,29 £0,07 0,779 0,29 £0,05 0,26 0,06 0,781
Cortisol (ng/mL) 45,77 + 6,74 35216 0,169 28,48 + 3,69 46,02 £ 4,16 0,026

P valor < 0,05 marcado en negrita (n=36).

En el manejo estresante los animales TIpos (miedosos) mostraron mayor nivel de cortisol
que los TIneg (no miedosos). Sin embargo, en el manejo control no hubo diferencias

significativas.

5. Perfil de NT

Se determinaron las concentraciones de NT monoaminérgicos de las vias de las
catecolaminas (NA y DA) e indolaminas (5-HT) y sus metabolitos (L-DOPA, DOPAC y
HVA, y 5-HIAA, respectivamente) en amigdala, PFC, hipocampo e hipotalamo. Como
valores totales de cada uno de los tipos de NT monoaminérgicos, se realiz6 la suma de todas
las moléculas involucrada en la via de las catecolaminas (CATtotal) y de las indolaminas
(INDtotal).

Se compararon las concentraciones de las monoaminas en las regiones anteriormente
descritas entre los dos grupos de manejo, el estrés y el control.

A continuacion se presentan las concentraciones de los NT y sus metabolitos por regiones
analizadas en el estudio (Tablas 15-18).

El grupo de animales sometidos a estrés por manejo presentd concentraciones
significativamente menores de 5-HT (P = 0,044), HVA (P = 0,028) y una tendencia para la DA
en la amigdala. Como consecuencia también se observé la disminucién del contenido total

de indolaminas en esta area (P = 0,043).
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Tabla 15. Concentracién de NT y sus metabolitos en la amigdala en el segundo estudio
segtn el manejo en el matadero: manejo control (Control) y un manejo estresante (Estrés)
expresado como media * SE y el P valor correspondiente a las diferencias entre los dos

grupos.
Amigdala
Parametro Manejo P valor
(ng/g tejido) Control Estrés
NA 146,79 +9,02 158,55 £ 16,98 0,803
DA 403,52 +32,34 313,27 + 34,20 0,064
DOPAC 47,38 £5,79 39,17 + 5,54 0,319
HVA 318,94 £24,92 239,32 £ 24,02 0,028
CATtotal 916,63 +61,81  793,1+47,24 0,134
5-HT 1009,16 £57,02 820,20 + 70,74 0,044
5-HIAA 292,67 £18,31 248,00+17,99 0,092
INDtotal 1301,84 +72,43 1068,2 + 84,90 0,043
P valor < 0,05 marcado en negrita (n = 36).
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Figura 20. Representacion gréfica de los efectos significativos del estrés por manejo en
los NT en la amigdala para el segundo estudio. Las barras representan la media + SE.

En la PFC no se encontré ninguna diferencia significativa en los niveles de ninguna

monoamina ni de sus metabolitos.
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Tabla 16. Concentracion de NT y sus metabolitos en la PFC en el segundo estudio segtin
el manejo en el matadero: manejo control (Control) y un manejo estresante (Estrés)
expresado como media * SE y el P valor correspondiente a las diferencias entre los dos
grupos. P valor < 0,05 marcado en negrita (n = 36).

PEC
Parametro Manejo P valor
(ng/g tejido) Control Estrés

NA 139,11 £ 5,77 150,80 + 5,10 0,149
DA 19,80 £2,09 20,13 £1,50 0,903
DOPAC 7,61 +1,24 6,87 +1,21 0,83
HVA 61,7 +7,95 61,18 £5,94 0,821
CATtotal 227,58 +14,36 239,94 + 18,22 0,595
5-HT 255,24 +15,10 250,03 + 15,89 0,835
5-HIAA 107,83 + 6,38 114,57 + 8,33 0,418
INDtotal 363,07 £20,01 364,6 £22,18 0,964

P valor < 0,05 marcado en negrita (n = 36).

En el hipocampo, la concentraciéon de 5-HIAA (P = 0,031), 5-HT (P = 0,054, tendencia) e

indolaminas totales (P = 0,024) era superior en los animales sometidos a estrés por manejo.

Tabla 17. Concentracién de NT y sus metabolitos en el hipocampo en el segundo estudio
segtn el manejo en el matadero: manejo control (Control) y un manejo estresante (Estrés)
expresado como media * SE y el P valor correspondiente a las diferencias entre los dos

grupos.

Hipocampo
Parametro Manejo P valor
(ng/g tejido) Control Estrés
NA 134,21 £5,84 126,75 £ 8,27 0,467
DA 28,86 4,19 26,18 £ 3,29 0,619
CATtotal 157,71 £ 6,67 151,68 £ 8,65 0,846
5-HT 257,78 +11,78 295,35 + 14,68 0,054
5-HIAA 118,24 £ 6,64 141,23 £ 7,76 0,031
INDtotal 376,02 +£16,35 436,58 £19,67 0,024
P valor < 0,05 marcado en negrita (n = 36).
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Figura 21. Representacion gréfica de los efectos significativos del estrés por manejo en

los NT en la PFC para el segundo estudio. Las barras representan la media + SE.
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En el hipotalamo se observé un incremento de HVA (P = 0,017) en los animales sometidos a

estrés en el sacrificio.

Tabla 18. Concentraciéon de NT y sus metabolitos en el hipotalamo en el segundo estudio
segtn el manejo en el matadero: manejo control (Control) y un manejo estresante (Estrés)
expresado como media * SE y el P valor correspondiente a las diferencias entre los dos

grupos.
Hipotalamo
Parametro Manejo P valor
(ng/g tejido) Control Estrés

NA 2116,99 £ 135,36 1913,08 £+ 101,48 0,232
L-DOPA 308,07 + 25,13 311,92 + 29,23 0,921
DA 293,1 £ 23,93 310,12 £19,58 0,583
DOPAC 65,41 £14,49 55,89 + 8,00 0,539
HVA 240,94 + 20,37 338,56 + 32,17 0,017
CATtotal 297717 £177,41 2854,74 £122,88 0,567
5-HT 967,30 £71,29  1018,00 £ 75,43 0,636
5-HIAA 352,19 + 27,54 390,07 £ 35,51 0,426
INDtotal 1319,50 £ 92,95 1408,07 £ 105,42 0,545

P valor < 0,05 marcado en negrita (n = 36).
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Figura 22. Representacion gréfica de los efectos significativos del estrés por manejo en
los NT en el hipotdlamo para el segundo estudio. Las barras representan la media + SE.

5.1. Influencia del fenotipo miedoso frente a un manejo

estresante

Para establecer si los animales clasificados como miedosos (TIpos) mostraban mayor
respuesta al manejo estresante en el matadero, se realizaron comparaciones por pares dentro
del mismo grupo de manejo. Las medias para cada uno de los grupos y los P valores de la
comparacion entre el fenotipo miedoso o no dentro de cada tipo de manejo son mostradas en

la Tabla 19.
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Tabla 19. Concentraciéon de NT y sus metabolitos en la amigdala, PFC, hipocampo e
hipotdlamo tras un manejo control (Control) y un manejo estresante (Estrés) y segtin la
clasificacién individual para el test TI (TIneg o TIpos). Expresado como media * SE.

Parametro Manejo Control P Manejo Estrés P
(ng/g tejido) Tlneg Tlpos valor Tlneg Tlpos valor
NA 151,73 £13,41 141,85+12,65 1,000 166,48 24,28 149,63 £20,54 1,000
DA 407,38 £59,12 399,67 £30,76 1,000 278,69 + 46,24 352,17 £50,24 0,583
o DOPAC 45,62 +10 49,15+643 1,000 3747+7,18 40,66 + 8,71 1,000
?o HVA 280,28 + 32,11 357,6£3513 0,231 229,5+40,92 250,36 £24,83 1,000
5 CATtotal 884,99 +104,02 948,27 +71,88 1,000 793,44 +70,7 792,81 £67,97 1,000
5-HT  1016,53 +73,68 1001,79+91,51 1,000 762,88+100,06 884,68+101,56 0,728
5-HIAA 311,48 £29,19 273,86 £22,02 0,615 241,95+29,51 254,81 +£20,97 1,000
INDtotal  1328,02+98,5 1275,65+11146 1,000 1004,83+125 113949 +116,39 0,829
NA 131,26 £ 8,89 1461+718 0,346 150,22 +5,17 151,38 £9,26 1,000
DA 16,17 £ 2,69 2303+285 0,119 2046271 19,8 +1,52 1,000
DOPAC 8,46 £1,85 6,86 £1,74 0,737 715+£1,91 6,59 £1,65 1,000
v HVA 58,54 £ 9,99 6451+126 1,000 58,17 +10,83 64,2 +5,62 0,873
& CATtotal 213,36 22,07 241,8+1842 0,691 22583 +3216 256,86 £11,94 0,789
5-HT 258,26 +12,71 252,56 +27,08 1,000 228,96 + 26,73 271,1+15,52 0,448
5-HIAA 117,41 +£8,88 99,31 +8,55 0,427 104,91+12,03 124,24 £11,24 0,394
INDtotal 375,67 +19,43 351,87 +3444 1,000 326,83 +31,21 413,17+21,05 0,392
NA 140,31 £ 7,64 128,79+8,71 0,874 123,84+11,01 130,03 £13,16 1,000
3 DA 33,01 £ 6,68 24,72+509 0,566 23,31 +4,61 30,00+4,57 0,777
E CATtotal 170,51 9,61 14492 +6,80 0,128 136,35+ 7,05 169,56 £ 14,17 0,047
i 5-HT 253,06 £21,67  261,98+1242 1,000 265,13 +13,90 329,35 +22,04 0,030
iz 5-HIAA 119,86 £10,72 116,81 £8,75 1,000 134,88 +842 148,38 £13,70 0,733
INDtotal 372,91 + 30,80 378,79 +1641 1,000 400,01 +20,11 477,73 £30,03 0,063
NA 2011,75+177,09 2264,34+213,90 0,613 1724,17 +128,95 2054,75+133,69 0,303
L-DOPA 29522+37,60  326,05+3257 1,000 238,27 +29,48 354,01 £34,31 0,090
DA 293,43 + 41,27 292,63 +£14,28 1,000 286,96 35,20 327,50 £21,95 0,713
% DOPAC 58,26 +16,61 7494 +£28,97 1,000 57,50+13,78 54,27+9,52 1,000
‘..g HVA 224,42 + 20,66 269,85+43,28 0,704 397,28 +£ 58,88 294,52 +29,32 0,202
-E CATtotal 2858,10 £254,02 3143,87 £245,6 0,729 2624,76 £72,66 3027,23 +£190,60 0,343
5-HT 906,42 +101,21 105253 +94,46 0,714 90042+114,09 1120,88+91,29 0,245
5-HIAA  327,84+30,67  386,30+50,30 0,859 383,88 +47,08 395,49 £55,28 1,000
INDtotal 1234,26 +128,72 1438,83 +126,98 0,710 1284,30+155,95 1516,37 +140,86 0,476

P valor < 0,05 marcado en negrita (n = 36).

En la situacién control, no hubo ninguna diferencia significativa entre los animales Tlpos y
TIneg.

En cambio, en el grupo de animales sometidos a estrés por manejo se observaron algunas
diferencias entre los grupos Tlpos y Tlneg. Los animales clasificados como miedosos (TIpos)

mostraron mayor contenido total de catecolaminas (P = 0,047), 5-HT (P = 0,030) y una
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tendencia para las indolaminas totales (P = 0,063) en el hipocampo en comparacién con los

animales clasificados como no miedosos (TIneg). En la figura 21 se representan las medias de

las concentraciones para los 4 grupos.
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Figura 23. Representacion grafica de los efectos significativos del estrés por manejo
segun la clasificacién para el TI en el segundo estudio. Las dos variables corresponden a
concentraciones en el hipocampo. Las barras representan la media * SE.
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CAPITULO 3
ALOJAMIENTO Y ESTRES POR
TRANSPORTE

El modo en que las condiciones de transporte y alojamiento pueden afectar el bienestar
animal en la produccién porcina es un tema principal en la investigacion. Los efectos
conductuales de estas condiciones han sido ampliamente evaluados, sin embargo no lo han
sido los efectos biolégicos.

La produccién porcina en extensivo es una alternativa a los sistemas convencionales y puede
mejorar el bienestar animal ya que reduce el estrés crénico normalmente asociado con la
produccién intensiva (Tozawa etal., 2016). La mayor ventaja en el bienestar de esta
produccién extensiva es la falta de restricciéon conductual debido al aumento de espacio, el
enriquecimiento ambiental (EE) y la diversidad (Honeyman, 2005; Millet, Moons, Oeckel,
etal.,, 2005). Ademas, para el consumidor, las pasturas exteriores presentan una mejor
imagen debido a la percepcion de esta mejora en el bienestar y también en la calidad de la

carne (C. Terlouw, Berne, & Astruc, 2009). Aun asi, los animales en estas condiciones
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también tienen que hacer frente a las inclemencias ambientales como el calor o el frio
(Edwards, 2005).

Ademas, como ya se ha descrito, hay varios estresores reconocidos y estudiados en cerdos,
como la recolocacién, la mezcla, el transporte o el sacrificio (Terlouw et al. 2008). Un tema
importante a estudiar es si los cerdos alojados en diferentes sistemas de cria afrontan y
muestran diferente respuesta ante los factores causantes de estrés previos al sacrifico, como
la carga y descarga, el transporte o el estabulado en un ambiente novedoso en el matadero
(Lebret et al., 2015). Los sistemas de produccién animal con posibilidad de pastura en el
exterior son considerados situaciones en los que se da cierto enriquecimiento ambiental (EE)
(Honeyman, 2005; Millet, Moons, Van Oeckel, & Janssens, 2005). Puesto que algunos
estudios sugieren que los cerdos criados en sistemas enriquecidos afrontan mejor y
reaccionan menos ante los factores previos al sacrificio que aquellos provenientes de
sistemas de produccién intensivos (Edwards, 2005; Klont et al., 1999; C. Terlouw et al., 2009),
resulta de interés estudiar si la combinacién de condiciones de alojamiento intensivas con
acceso al exterior confiere una mejora en el bienestar animal y una mejor habilidad para

hacer frente al estrés por transporte.

1. Disefio experimental

En este estudio se utilizaron 24 lechones hembra procedentes del cruce de cerdas Large
White x Landrance libres para el gen halotano (RYR1; NN) con machos Pietrain
heterocigotos para el gen halotano (Nn) de la misma granja comercial.

A la edad de 9 semanas fueron trasladados a las instalaciones experimentales del IRTA,
donde se. estabularon en 1 nave de 4 corrales con seis animales cada una. Todos los grupos
se instalaron en corrales con slat total (5 m x 2,70 m) con luz natural y temperatura ambiental
de 22 +3 °C, bebederos de acero (15 cm x 16 cm) conectados con chupete de acero y un
comedero de hormigén (58 cm x 34 cm) con 4 posiciones de alimentacion, disponiendo de
agua y comida ad libitum. Fueron examinados diariamente y no se observaron problemas de
salud durante el periodo experimental.

A las 22 semanas se dividieron los animales en dos grupos. El primero de ellos (n = 12) se
mantuvo en las condiciones anteriormente descritas (grupo indoor, ID). El segundo grupo
(n =12) se estabulé combinando las condiciones de interior con 4 horas (de 9:00 a 13:00) de
pasto exterior (grupo outdoor, OD). En el exterior, los animales pastaban en un cercado de
250 m? sin pavimentar combinando barro y hierba complementado con una area cubierta

para proteger de la luz solar directa y acceso a bebedero.
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A las 26 semanas de edad se someti6 a los animales a dos condiciones distintas de sacrificio.
Un grupo de 12 animales (6 de cada una de las condiciones de alojamiento) se transporté al
matadero realizando un trayecto de 5 min de duracién (1,2 km) por una carretera sin curvas
(transporte corto, TC). Los 12 animales restantes, de nuevo 6 de cada condicién de
alojamiento, se transportaron al matadero realizando un trayecto de 2 h por una carretera de
montafia con curvas (transporte largo, TL).

A la llegada al matadero, los animales fueron aturdidos en grupos de dos por exposicién a
90 % de COz en aire atmosférico durante 3 min y posteriormente desangrados. El disefio

experimental se muestra en la Figura 24.

Matadero

Condiciones de alojamiento

Transporte corto (TC) 5min—=> IDTC

12 cerdos indoor (ID) —> g

Transportelargo (TL)2h  —> IDTL

Llegada de 24
lechones a la granja

12 cerdos outdoor (OD)
4horas/dia

6 Transporte corto (TC) 5min—=> ODTC
6 Transportelargo (TL)2h —> ODTL

T T M
Semana| | | Ll
de edad | 1 — T 1 1
8 9 10 20 21 22 23 24 25 26
A4

Toma de sangre y saliva
Diseccion de cerebro

Figura 24. Cronograma de los tratamientos realizados en el capitulo 3. Llegada a la
granja experimental a las 9 semanas de edad, inicio del alojamiento 4 horas al dia de un
grupo (oudoor, n = 12) a las 22 semanas. A las 26 semanas los animales son trasladados al
matadero sufriendo un transporte corto y suave o en un transporte largo y rudo. El
disefio conlleva a 4 grupos diferenciales: alojamiento indoor con transporte corto (IDTC);
alojamiento indoor con transporte largo (IDLT), alojamiento outdoor con transporte corto
(ODTC) y alojamiento outdoor con transporte largo (ODLT).

2. Analisis estadistico

El analisis estadistico fue llevado a cabo en el software SPSS 22.0 (IBM, Chicago, IL, USA). El
nivel de significancia fue establecido en P < 0,05 y la tendencia fue considerada en 0,05 < P <

0,1. Los datos descriptivos son presentados con la media y el SE (media + SE).
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Se realiz6 el test de normalidad Kolmogorov-Smirnov y en los casos necesarios, los datos
fueron transformados a valores logaritmicos para corregir la distribucion y permitir el uso

de estadistica paramétrica.

2.1. Estadistica univariante

Las variables normalmente distribuidas fueron analizadas usando el método UNIANOVA
de SPSS con ajuste de Tukey. Las variables con distribucién Poisson o multinomial fueron
analizadas utilizando el método no-paramétrico GENLIN de SPSS. En todos los modelos,
cada animal fue introducido como la unidad experimental, los efectos fijos incluidos fueron
el transporte (corto (TC) o largo (TL)), las condiciones de alojamiento (exterior (OD) o
interior (ID)) y su interaccién (transporte*alojamiento; T*A). Ademas, también se realizaron

comparaciones por pares con ajuste de Bonferroni.

2.2. Correlaciones

Las correlaciones entre variables fueron analizadas con el método de Pearson para las
variables con una distribucién normal y con el método de Spearman para las no normales.
La visualizaciéon en red de las variables se realiz6 con el lenguaje de programacién

estadistico en R.

2.3. Estadistica Multivariante

Las variables con mas del 20 % de datos perdidos o atipicos fueron eliminadas del analisis
multivariante (NA en PFC). Para el resto de variables, estos datos perdidos o atipicos fueron
reemplazados usando el paquete estadistico de imputacién multiple de SPSS.

Las diferencias entre los 4 grupos experimentales (ODTL, IDTL, ODTC e IDTC) fueron
investigadas aplicando la aproximacién multivariante de Anélisis Discriminante de Fisher.
Inicialmente, 23 variables (Pig-MAP, Hp, CK, NA, A y cortisol en suero; cortisol en saliva; c-
Fos, ERK1/2, BDNF, PC, NA, DA, DAftotal, 5-HT y INDtotal en HC; c-Fos, ERK1/2, PC, DA,
DAtotal, 5-HT, INDtotal en PFC) fueron incluidas en el modelo de andlisis discriminante. El
método de inclusién por pasos selecciono las variables en funcién del estadistico Lambda de
Wilks: los valores establecidos de entrada y salida del método fueron 3,84 y 2,71,
respectivamente. Ademads, solo las funciones con autovalores mayores de 1 fueron
seleccionadas. Se realiz6 el procedimiento para validacién cruzada, que es la clasificacién de
cada caso tras dejarlo fuera del calculo de la funcién discriminante para validar la robustez y
precision del analisis discriminante.

Una puntuacién discriminante fue asignada a cada sujeto para cada funcién discriminante,

estando distribuidas normalmente y con la media en el 0.
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3. Perfil Bioquimico

RESULTADOS

Se analizaron los niveles de CK, las APP Hp y Pig-MAP, las catecolaminas NA y A y de

cortisol en suero en muestras obtenidas tras el sacrificio, asi como también el cortisol en

saliva obtenido a la llegada al matadero (después del transporte).

Tabla 20. Niveles de los marcadores de estrés medidos en suero en el tercer estudio
(media * SE) tras un transporte corto (TC) y un transporte largo (TL) y segun las
condiciones de alojamiento, en interior (ID) o con acceso al exterior (OD).

L. Transporte P valores
Parametro Alojamiento —
TC TL Alojamiento Transporte A*T
ID 1,97 £0,20 7,78 £2,04
CK (U/mL) 0,096 <0,001 0,940
OD 2,37 +0,38 12,08 £1,74
ID 0,4 +0,07 0,34 £0,03
Hp (mg/mL) 0,003 0,149 0,703
OD 0,23 £ 0,01 0,13 £ 0,04
io- ID 0,93 £ 0,06 0,63 +0,04
Pig-MAP 0,066 0,006 0,035
(mg/mL) oD 0,69 + 0,08 0,65 + 0,04
i ID 43,70 £ 2,67 34,43 +5,35
Cortisol suero 0,901 0,702 0,234
(ng/mL) OD 35,94 +7,15 40,75 £ 5,85
i i ID 7,34 +£1,41 4,99 £ 0,63
Cortisol saliva 0,347 0,656 0,073
(ng/mL) OD 4,47 +0,93 5,92 +0,78
ID 472,36 £32,21 347,03 + 28,48
NA (ng/mL) 0,863 0,149 <0,001
OD 289,88 £+48,00 517,64 + 25,61
ID 131,77 +17,21 124,57 +22,11
A (ng/mL) 0,377 0,394 0,227
OD 90,56 + 26,14 131,13 £ 9,30

P valor < 0,05 marcado en negrita (n = 24). A*T = interaccién alojamiento y transporte.
Para la CK, un marcador de dafio muscular ampliamente utilizado, hubo un incremento por
efecto del transporte largo (P < 0,001), mientras que no se vieron diferencias por efecto del
alojamiento.
Los niveles de Hp, en cambio, se vieron modificados por el efecto de las condiciones de

alojamiento (P = 0,003) siendo mas elevados en los animales alojados en el interior (ID).
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Figura 25. Representacion grafica de la actividad de la CK 'y la concentracién de Hp en el
tercer estudio para los cuatro grupos experimentales: IDTC, IDTL, ODTC (ID =
interior/indoor, OD = exterior/outdoor, TC = transporte corto, TL = transporte largo). Las
barras representan la media + SE.
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Para la Pig-MAP se observaron diferencias significativas para el transporte (P = 0,006) y su

interaccion (P = 0,035). La prueba estadistica de Bonferroni mostro que los niveles de Pig-

MAP eran significativamente mayores en el grupo IDTC que en el IDTL (P = 0,001) y que en
el ODTC (P = 0,007).
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Figura 26. Representacion grafica de la concentraciéon de PigMAP en el tercer estudio
para los cuatro grupos de estudio experimentales: IDTC, IDTL, ODTC (ID =
interior/indoor, OD = exterior/outdoor, TC = transporte corto, TL = transporte largo). Las
barras representan la media + SE.

En cuanto a las catecolaminas en suero, se vio una interaccién entre alojamiento y transporte

para la NA. El test Bonferroni revel6 niveles mas elevados en el grupo ODTL y IDTC que en
los animales IDTL (P = 0,002 y P = 0,018, respectivamente) y ODTC (P < 0,001 y P = 0,001,

respectivamente).
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Figura 27. Representacioén grafica de la concentracion de NA en el tercer estudio para los
cuatro grupos experimentales: IDTC, IDTL, ODTC (ID = interior/indoor, OD =
parcialmente exterior/outdoor, TC = transporte corto, TL = transporte largo). Las barras
representan la media # SE.
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4. Perfil de NT en la PFC y el hipocampo.

Se determinaron las concentraciones de NT de las vias de las catecolaminas (NA y DA) e

indolaminas (5-HT) y sus metabolitos (L-DOPA, DOPAC y HVA, y 5-HIAA,
respectivamente) en amigdala, hipotdlamo, hipocampo y PFC. Como valores totales de cada
uno de los tipos de NT monoaminérgicos, se realizé la suma de todas las moléculas de la via
dopaminérgica (DAtotal) y de la serotoninérgica (INDtotal).

En la amigdala y el hipotdlamo no se observaron diferencias significativas, por lo que no se

muestran los resultados.

4.1. PFC

Las medias, SE y P valores del anélisis estadistico de los NT y sus metabolitos en la PFC se
muestran en la Tabla 21 y las diferencias estadisticamente significativas estdn representadas
en la Figura 28.

Tabla 21. Concentracién de los NT y sus metabolitos en la PFC en el tercer estudio
(media * SE) tras un transporte corto (TC) o un transporte largo (TL) y segun las
condiciones de alojamiento, en interior (ID) o con acceso al exterior (OD).

PFC
Parametro L. Transporte P valores
" Alojamiento —
(ng/g tejido) TC TL Alojamiento Transporte A*T
ID 97,92+11,12 196,73 + 20,67
NA 0,770 <0,001 0,551
OD 112,83 +27,95 191,6 5,6
ID 65,74 £10,35 173,64 +40,36
DA 0,001 0,001 0,830
OD 165,72 28,65 413,17 £ 82,06
ID 20,55 +11,95 59,5 £26,68
HVA 0,004 <0,001 0,414
OD 4514+21,15 241,42 +8841
ID 7529+10,81 233,13 +40,38
DAtotal <0,001 <0,001 0,727
OD 210,82 £47,27 654,58 + 64,92
ID 167,64 +18,01 140,47 +17,84
5-HT 0,576 0,046 0,757
oD 163,85+10,71 127,36 £12,23
ID 79,36 £5,77 70,28 £5,17
5-HIAA 0,002 0,571 0,389
OD 96,03 +7,2 97,93 £ 6,11
ID 246,99 +233 210,75 £ 21,43
INDtotal 0,494 0,087 0,967
oD 259,87 £17,24 225,29 +15,84

P valor < 0,05 marcado en negrita (n = 24). A*T = interaccién de los efectos simples

alojamiento y transporte.

Las condiciones de alojamiento de interior o parcialmente exterior tienen un efecto
significativo en las concentraciones de DA y HVA, siendo mas altas en los animales OD (P =
0,001 y P = 0,004, respectivamente), llevando a un incremento en los niveles totales del
sistema DA (P < 0,001).

En cuanto al transporte, hay cambios en los tres sistemas de NT estudiados. Los niveles de

NA (P <0,001), y DA (P =0,001), asi como su metabolito HVA (P < 0,001) y en consecuencia
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el nivel total del sistema DA (P < 0,001) fueron mas elevados en los animales sometidos a un

transporte largo (TL). En cambio, la concentracién de 5-HT fue menor en estos animales

(P = 0,046).
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ng/g tejido
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Figura 28. Representacion gréfica de los efectos significativos en la concentracién de los
NT y metabolitos monoaminérgicos en la PFC para el tercer estudio. Las barras
representan la media + SE de los cuatro grupos de estudio: IDTC, IDTL, ODTC (ID
interior/indoor, OD = parcialmente exterior/outdoor, TC = transporte corto, TL =
transporte largo).

4.2. Hipocampo
Las medias, SE y P valores del andlisis estadistico de los NT y sus metabolitos en el
hipocampo se muestran en la Tabla 22 y las diferencias estadisticamente significativas estan

representadas en la Figura 29.
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Tabla 22. Concentracién de los NT y sus metabolitos en el hipocampo en el tercer
estudio (media * SE) tras un transporte corto (TC) o un transporte largo (TL) y segtin las
condiciones de alojamiento, en interior (ID) o con acceso al exterior (OD).

Hipocampo
Parametro L. Transporte P valores
" Alojamiento —
(ng/g tejido) TC TL Alojamiento  Transporte A*T
ID 256,96 +30,01  296,6 £ 56,87
NA 0,818 0,133 0,576
OD 243,6 £31,32 328,44 £3448
ID 110,32 +13,99 172,02 +51,33
DA 0,482 0,005 0,043
OD 85,36 +15,27 250,37 £ 21,49
ID 52,53 £2,8 60,68 + 5,05
DOPAC 0,978 <0,001 0,065
OD 45,8 +2,57 67,22 +1,59
ID 397,66 £26,75 553,35 + 49,89
HVA 0,584 <0,001 0,356
OD 383,56 + 28,49 607,88 + 35,39
ID 560,5+33,8 709,84 +50,88
DArtotal 0,057 <0,001 0,006
OD 514,72 +36,76 928,75 + 48,69
ID 208,81 +5,3 234,88 +14,4
5-HT 0,582 0,419 0,017
oD 238,71 +11,12 1889 +19,14
ID 52,56 + 3,86 62,42 +4
5-HIAA 0,037 0,014 0,799
oD 4243 +£2,73 54,38 + 5,25
ID 259,93 +5,71 297,31 £16,45
INDtotal 0,313 0,997 0,031
oD 280,78 +104 243,28 +21,7

P valor < 0,05 marcado en negrita (n = 24). A*T = interaccién de los efectos simples
alojamiento y transporte.

Las concentraciones de DA (P = 0,005) y sus metabolitos DOPAC (P < 0,001) y HVA (P <
0,001) fueron mayores en los animales sometidos a un transporte largo (grupo TL), y como
consecuencia también los valores de DAftotal (P < 0,001). Ademads, para la DA, se observé
una interaccién entre los dos factores (P = 0,043), y el test de Bonferroni revelé que los
niveles de DA estaban maés elevados en el grupo ODTL que en el ODTC (P = 0,001) y que en
el IDTL (tendencia, P = 0,056).

Para las indolaminas, se observé una disminucion en la concentracién de 5-HIAA en los
animales OD respeto a los ID (P = 0,037). Estos niveles de 5-HIAA también fueron diferentes
segtn las condiciones de transporte, siendo mayores en el grupo TL que en el TC (P = 0,014).
Para la 5-HT y las INDtotal hubo interaccién entre factores. El test de Bonferroni mostré una
menor concentraciéon de estos dos parametros, 5-HT e INDfotal, en los animales ODTL en
comparacioén con los grupos IDTL (P = 0,029 y P = 0,022 respectivamente) y ODTC (P = 0,025

solamente para 5-HT).
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Figura 29. Representacion gréfica de los efectos significativos en la concentracién de los
NT y metabolitos monoaminérgicos en el hipocampo para el tercer estudio. Las barras
representan la media + SE de los cuatro grupos de estudio: IDTC, IDTL, ODTC (ID =
interior/indoor, OD = parcialmente exterior/outdoor, TC = transporte corto, TL =

transporte largo).



RESULTADOS

4.3. Marcadores moleculares de estrés en la PFC y el

hipocampo: c-Fos, ERK1/2 y carbonilacion de proteinas

La abundancia proteica de dos marcadores de estrés, c-Fos y ERK1/2, y los niveles de
carbonilacién de proteinas (CP) como marcador de estrés oxidativo fueron analizadas en la
PFC y el hipocampo por western blot. Los resultados de c-Fos y ERK1/2 son presentados
como ratios entre el valor de absorbancia (AU) de la banda correspondiente a la proteina de
estudio y el AU de la banda de B-actina. Ademads se realiz6 una correccién mediante la
muestra repetida en todos los geles para corregir la variabilidad intergel. Los resultados de
CP también se muestran como ratios entre la AU correspondiente al DNP unido a los grupos
carbonilo de las proteinas y la B-actina.

Los valores de estas determinaciones en la PFC se muestran en la Tabla 23, y los del

hipocampo en la Tabla 24, junto a los P valores del andlisis estadistico en ambos casos.

Tabla 23. Niveles de expresion de los marcadores moleculares de estrés, c-Fos y ERK1/2
y del grado de carbonilacién de proteinas (CP) en la PFC para el tercer estudio tras un
transporte corto (TC) o un transporte largo (TL) y segtn las condiciones de alojamiento,
en interior (ID) o con acceso al exterior (OD).

PFC
L. Transporte P valores
Parametro Alojamiento —
TC TL Alojamiento  Transporte A*T
ID 0,85+0,09 0,60+0,07
cp 0,135 0,076 0,353
oD 0,62+0,09 054+0,10
ID 0,75+021 0,76 +0,12
c-Fos 0,257 0,887 0,942
OD 09 +028 1,03+0,15
ID 0,56+0,15 0,58+0,19
ERK1/2 0,693 0,400 0,458
oD 0,50+0,08 0,79+0,22

Expresados como ratios AU marcador/AU B-actina (media + SE, n = 24). A*T =
interaccion de los efectos simples alojamiento y transporte.

En la PFC no hubo diferencias en la abundancia de c-Fos, ERK1/2 ni el contenido de CP

debido a las condiciones de alojamiento, como tampoco al transporte por carretera.

En el hipocampo, no hubo diferencias en estas dos proteinas segiin las condiciones de
alojamiento, pero si un aumento en el grupo de animales sometidos a un transporte largo
(LT). El analisis estadistico mostro el efecto significativo del transporte para c-Fos (P = 0,036)
y una tendencia para ERK1/2 (P = 0,055).

Por otro lado, los niveles de CP en el hipocampo se vieron afectados tanto por las
condiciones de alojamiento, siendo menores en los animales alojados en el interior

(P =0,001), como por el transporte, siendo menor en el grupo LT (P = 0,025).
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Tabla 24. Niveles de expresion de los marcadores moleculares de estrés, c-Fos y ERK1/2
y del grado de carbonilacién de proteinas (CP) en el hipocampo para el tercer estudio
tras un transporte corto (TC) o un transporte largo (TL) y segun las condiciones de
alojamiento, en interior (ID) o con acceso al exterior (OD).

Hipocampo
L. Transporte P valores
Parametro Alojamiento —
TC TL Alojamiento  Transporte A*T
ID 1,53+0,75 1,35+0,13
CP 0,001 0,025 0,097
OD 2,94+030 1,89+0,35
ID 1,15+0,11 1,34+0,10
c-Fos 0,351 0,036 0,424
OD 091+0,14 1,33+0,17
ID 1,15+0,16 1,52+0,17
ERK1/2 0,933 0,055 0,842
OD 1,10+0,17 1,54+0,28
P valor < 0,05 marcado en negrita. A*T = interaccién de los efectos simples alojamiento y
transporte.

En la siguiente figura (Figura 30) se muestra una imagen representativa de los western blot
realizados para la determinacioén de c-Fos y ERK1/2, asi como los graficos de las diferencias

significativas.

94



RESULTADOS

ID ID OD - ID ID OD
TC TC TC TL TL TL

e 2 P T RS
S S . FRK1/2

N N, e W e s e B-actina

2,049

1,5

I oD I oD
c-Fos hipocampo ERK1/2 hipocampo
(AU c-Fos/AU actina) (AU ERK1/2 /AU actina)

I oD

PC hipocampo
(AU DNP/AU actina)

Figura 30. Resultados significativos c-Fos, ERK1/2 y CP en el hipocampo para el tercer estudio. En la
parte superior imagen de western blot representativo de c-Fos y ERK1/2. En la representacion gréfica,
las barras representan la media + SE de los cuatro grupos de estudio: IDTC, IDTL, ODTC (ID =
interior/indoor, OD = parcialmente exterior/outdoor, TC = transporte corto, TL = transporte largo).

4.4. BDNF en Hipocampo

Se determinaron los niveles del factor neurotréfico BDNF en el hipocampo. Como se
muestra en la Tabla 25 y en la Figura 31, el anélisis estadistico desvel6 una disminucién de

sus niveles en los animales TL respecto a los TC (P = 0,012).
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Tabla 25. Concentracién de BDNF en el hipocampo en el tercer estudio (media + SE) tras
un transporte corto (TC) o un transporte largo (TL) y segtin las condiciones de
alojamiento, en interior (ID) o con acceso al exterior (OD).

Parametro Transporte P valores
(pg/mg  Alojamiento
proteina) TC TL Alojamiento  Transporte ~ A*T
ID 22,53 +1,84 17,31 +2,36
BDNF 0,804 0,012 0,397
oD 24,20 £3,74 14,27 £2,24

P valor < 0,05 marcado en negrita (n = 24). A*T = interaccién de los efectos simples
alojamiento y transporte.

WTC
ETL

]
T

BDNF (pg/mg prot)
=
1
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Figura 31. Representacién grafica de la concentraciéon de BDNF en el hipocampo en el
tercer estudio. Las barras representan la media + SE de los cuatro grupos de estudio:
IDTC, IDTL, ODTC (ID = interior/indoor, OD = parcialmente exterior/outdoor, TC =
transporte corto, TL = transporte largo).

4.5. Analisis Multivariante

Se realiz6 un andlisis discriminante utilizando 23 variables procedentes de medidas
realizadas en el hipocampo, la PFC y suero (Pig-MAP, Hp, CK, NA, A y cortisol en suero;
cortisol en saliva; c-Fos, ERK1/2, BDNF, PC, NA, DA, DAtotal, 5-HT y INDtotal en
hipocampo; c-Fos, ERK1/2, PC, DA, DAtotal, 5-HT, INDtotal en PFC), el cual seleccion6 4
variables y 3 funciones discriminantes que estaban claramente asociadas con los
tratamientos realizados. Estas 4 variables fueron: DA total en la PFC, NA en el suero, CP en el
hipocampo y 5-HT en el hipocampo.

Las funciones seleccionadas mostraron un valor Lambda de Wilk significativo (Funcién 1:
lambda = 0,021, P < 0,001; Funcién 2: lambda = 0,178, P < 0,001; Funcién 3: lambda = 0,639,
P =0,014), pero solo las funciones discriminantes 1 y 2 mostraron autovalores mayores que 1
y por lo tanto fueron incluidas en el analisis posterior. La funcién discriminante 1 explicé el
70,70 % de la varianza de los datos y la funcién discriminante 2 el 24,00 %.

Los coeficientes de las variables seleccionadas en cada una de las funciones se muestran en la

Tabla 26.
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Tabla 26. Estadisticos del analisis discriminante del tercer estudio. Lambda de Wilks,
autovalores, proporciones acumuladas y coeficientes estandarizados de las funciones
discriminantes (FD) seleccionadas en el analisis.

FD1 FD 2
Wilks' Lambda 0,021 0,178
Significancia < 0,001 < 0,001
Autovalor 7,604 2,586
Proporcién
acumulada(%) 70,70 94,70
Variables
PC (HC) -0,273 0,702
NA (suero) 0,671 -0,641
Sistema DA (PFC) 0,975 0,413
5-HT (HC) -0,677 0,357

La autoverificacion utilizando la validacién cruzada, que consiste en dejar el animal a

clasificar fuera de la asignhacién, mostré una elevada precisién (83,3 %).

Tabla 27. Resultados de la clasificaciéon de autoverificacién del anélisis discriminante del
tercer estudio. Por filas, la predicciéon de clasificacion de cada grupo experimental: en la
primera columna la correspondencia real al grupo de estudio de los individuos a
clasificar, en las siguientes columnas la prediccion de clasificacién de estos individuos
(ntmero de individuos y porcentaje).

Clasificacion Predicciéon de correspondencia a grupo
actual IDTC (%)  IDTL(%)  ODTC(%)  ODTL (%)
IDTC 5 (83,3) 1(16,7) 0 0
IDTL 1(16,7) 5(83,3) 0 0
ODTC 0 2(33,3) 4 (66,7) 0
ODTL 0 0 0 6 (100)

21 individuos clasificados correctamente (83,3 %)

Grupos IDTC, IDTL, ODTC (ID = interior/indoor, OD = parcialmente exterior/outdoor,
TC = transporte corto, TL = transporte largo).

Se le asigno a cada animal la puntuacién correspondiente para cada una de las dos funciones
seleccionadas y se realizé un gréfico de puntuaciones. La funcién 1 discriminé claramente
los animales ODTL de los otros grupos. En cambio la funcién 2 fue capaz de discriminar los
grupos IDTC y ODTC. Hay poco solapamiento entre las elipses de confianza de los grupos,
indicando, como ya lo muestra la autoverificacién, la capacidad de distinguir entre grupos

con estas 4 variables.
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Figura 32. Gréfico de puntuaciones del andlisis discriminante del tercer estudio. Cada
sujeto es representado segtin el valor otorgado para las funciones discriminantes 1 y 2.
Los cuatro colores de los puntos y de los ovales agrupadores representan los 4 grupos
experimentales (IDTC, IDTL, ODTC (ID = interior/indoor, OD = parcialmente
exterior/outdoor, TC = transporte corto, TL = transporte largo).
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CAPITULO 4: ENRIQUECIMIENTO
AMBIENTAL

El enriquecimiento ambiental (EE) en produccién porcina es conocido por tener un efecto
positivo en el bienestar animal. Entre los factores que influyen se encuentra el
enriquecimiento fisico provocado por mayor disponibilidad de espacio o mejoras en el lecho
incorporando materiales como paja, que se ha descrito que produce efectos positivos tanto
conductuales como fisiolégicos (Jong et al., 2000; Millet, Moons, Oeckel, et al., 2005; Simpson
& Kelly, 2011). Entre estos efectos positivos se encuentra una mejora de la memoria, el
aprendizaje y/o las habilidades cognitivas, una reducida ansiedad y conducta depresiva y
una mejora en las habilidades de afrontar el estrés (Batzina et al., 2014; Segovia, Arco, Blas,
Garrido, & Mora, 2008).

El estrés, como ya se ha definido, es el estado psicolégico y emocional de un animal
haciendo frente a una situacién percibida como amenazante. En la vida de los animales,
concretamente en cerdos, se han descrito varios estresores como la mezcla, el transporte o el
sacrificio. Mejorando las condiciones durante el periodo de cria puede conducir a una mejor
habilidad para hacer frente a los factores que pueden suponer estrés en los momentos

previos al sacrificio (Fernandez-Teruel et al., 2002).

99



RESULTADOS

1. Disefio experimental

En este estudio se utilizaron 44 lechones hembra procedentes del cruce de cerdas Large
White x Landrance libres para el gen halotano (RYR1; NN) con machos Pietrain
heterocigotos para el gen halotano (Nn) de la misma granja comercial.

El cronograma del estudio descrito a continuacién se muestra en la figura 34. Los animales
fueron trasladados a las instalaciones experimentales del IRTA a la edad de 8 semanas,
donde se estabularon durante 7 semanas en 1 nave de 4 corrales con slat total (5 m x 2,70 m)
con 11 animales cada una, manteniendo asi una densidad de 1,2 m?/cerdo. En la semana 14
de edad, una semana antes del inicio de los tratamientos, se realiz6 la primera toma de
muestra de sangre, correspondiente a la medida pretratamiento. A partir de la semana 15 y
durante 8 semanas, en dos de los corrales se mantuvo la densidad de 1,2 m2/cerdo pero se
cambi6 el suelo a hormigén con 700 g de paja/cerdo que se fue cambiando cada 2-3 dias,
considerandose estas condiciones el tratamiento enriquecido (TE). En los otros dos corrales
se redujo el espacio llevando la densidad a 0,7 m?/cerdo y se mantuvieron las condiciones
de corral, considerdndose estas condiciones el tratamiento empobrecido (TB).

Todos los grupos se instalaron en la misma nave, con luz natural y temperatura ambiental
de 22 £ 3 °C, bebederos de acero (15 cm x 16 ¢cm) conectados con chupete de acero y un
comedero de hormigén (58 cm x 34 cm) con 4 posiciones de alimentacién, disponiendo de
agua y comida ad libitum. Fueron examinados diariamente y no se observaron problemas de
salud durante el periodo experimental.

A las 22 semanas de edad se realiz6 la segunda toma de muestra de sangre, que corresponde
a la medida postratamiento. Una semana después, con 23 semanas de edad, los animales
fueron mantenidos 8 h en ayuno antes de ser transportados de la granja experimental al
matadero experimental (1,2 km de distancia). Los animales fueron aturdidos en grupos de
dos por exposicion durante 3 min a 90 % de CO; en aire atmosférico y posteriormente
desangrados. En este punto se obtuvo la tercera muestra de sangre, correspondiente a la
medida en el sacrificio, y se diseccionaron las areas de interés tal y como se detalla en el
apartado 2.3 de Material y Métodos. Ademas, en este dltimo estudio también se analizo el
nucleo estriado debido a su relacién con la motivacién y la recompensa (Yager, Garcia,

Wunsch, & Ferguson, 2015).
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Figura 33. Cronograma del estudio del capitulo 4. Llegada a la granja experimental a las
8 semanas de edad, muestreo de sangre en la semana 14 (pretratamiento), inicio de los
tratamientos en distintas condiciones de alojamiento (ambiente enriquecido, TE o
ambiente empobrecido TB) en la semana 15; segundo muestreo de sangre en la semana
22 (postratamiento); sacrificio en la semana 23 con muestreo de sangre y diseccién del
cerebro.

2. Analisis estadistico

El analisis estadistico se llevé a cabo con el soffware Statistical Analyses System (SAS v9.2;
SAS Institute Inc., Cary, NC, USA). El nivel de significancia fue establecido en P < 0,05 y la
tendencia fue considerada en 0,05 < P < 0,1. Los datos descriptivos son presentados con la
media y el SE (media + SE).

Se realiz6 el test de normalidad Shapiro-Wilk y en los casos necesarios, los datos fueron
transformados a logaritmo para corregir la distribucién y permitir el uso de estadistica

paramétrica.

2.1. Muestras de suero

Se utilizé el modelo MIXED con medidas repetidas para poder comparar las variaciones
debidas al efecto del tratamiento (postratamiento vs pretratamiento) y del estrés por
sacrificio (sacrificio vs postratamiento). En el modelo factorial, cada animal fue introducido
como unidad experimental, el corral como efecto aleatorio anidado, las distintas tomas de
muestra como efecto intra-sujetos, el tratamiento (TE o TB) como efecto inter-sujetos y su

interaccion. También se realizaron comparaciones por pares con ajuste de Bonferroni.

2.2. Muestras medidas solo en el sacrificio
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Las catecolaminas en el suero, asi como las distintas determinaciones en tejidos del SNC solo
se determinaron en el momento del sacrificio. Las variables normalmente distribuidas
fueron analizadas usando el método MIXED de SAS con ajuste de Tukey. Las variables con
distribuciéon Poisson o multinomial fueron analizadas utilizando el método GLIMMIX de
SAS. En todos los modelos, cada animal fue introducido como la unidad experimental y las

condiciones de alojamiento (enriquecido (E) o empobrecido (B)) como efecto fijo.

2.3. Correlaciones

Las correlaciones entre variables relacionadas con el estrés oxidativo fueron analizadas con
el método de Pearson para las variables con una distribucién normal y con el método de

Spearman para las no normales.

El analisis estadistico de los datos de proteémica se realiz6 segtn se describe en el Apartado

8.6 de Material y Métodos.

3. Perfil Bioquimico

Se analizaron los niveles en suero de CK como marcador de dafio muscular; de colesterol
como marcador del metabolismo energético; Hp como APP, la actividad enzimatica en suero
de dos enzimas relacionadas con los mecanismos antioxidantes, la superéxido dismutasa
(SOD) que cataliza la dismutacién de superdxido en oxigeno y peréxido de hidrégeno y la
GPx que acttia detoxificando peréxidos de hidrégeno y de cortisol en tres tiempos distintos:
previamente (pretratamiento) al inicio de los tratamientos (enriquecido o empobrecido), el
segundo al finalizar el tratamiento (postratamiento, una semana antes del sacrificio), y el
dltimo en el sacrificio. Los niveles de las catecolaminas NA y A como marcadores de
activacion del eje SAM de respuesta a estrés solamente se determinaron en el momento del
sacrificio.

El analisis estadistico se dividié en dos partes. La primera parte consistié en establecer las
diferencias causadas por el tratamiento. Para ello se determinaron los P valores de las
diferencias entre los dos primeros tiempos medidos (postratamiento vs pretratamiento) y la
interaccion con el tratamiento (tiempo*tratamiento). En este andlisis estadistico un P valor
significativo entre el valor en el postratamiento y el pretratamiento (efecto tiempo), pero no
en la interaccién indica diferencias causadas por el factor tiempo en si, sin tener ningtn
efecto el tratamiento aplicado. En cambio, una interaccién significativa indica que aquella
medida presenta una evolucion entre los dos tiempos diferente en cada uno de los grupos de
estudio. Los valores de las determinaciones segin el tiempo y el tratamiento, asi como estos

P valores se detallan en la Tabla 28.
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Tabla 28. Niveles de los marcadores de estrés medidos en suero en el cuarto estudio,
antes del inicio del tratamiento (pretratamiento) y a la finalizacién del tratamiento y al
finalizar (postratamiento) segtn el tratamiento aplicado (TE = tratamiento enriquecido;
TB = tratamiento empobrecido) por filas.

Toma de muestra P valores
Parametro Tratamiento 1 *
Pretratamiento  Postratamiento  Tiempo Tlemp 0
tratamiento
TE 6,02 £1,58 2,34 £0,29
CK (U/mL) 0,001 0,77
TB 7,73 +1,37 3,41 £0,61
TE 103,58 + 4,26 89,33 £2,79
Colesterol 0,001 0,059
(mg/dL) TB 103,59 +2,62 99,60 +2,07
TE 5,08 £ 0,45 2,75 +0,34
Lactato 0,002 0,044
(mmol/L) TB 4,58 +0,43 4,03 £0,45
TE 0,82 +0,13 0,37 £ 0,05
Hp (mg/mL) <0,001 0,316
TB 0,73 £0,10 0,46 £0,10
TE 3,58 £0,16 5,40 £ 0,19
GPx (U/mL) <0,001 0,032
TB 3,82 +0,12 6,09 £0,21
TE 0,32 +£0,05 0,26 +£0,03
SOD (U/mL) 0,224 0,518
TB 0,32 £0,03 0,30 £ 0,04
; TE 24,27 +2,79 16,77 £2,03
Cortisol 0,249 0,049
(ng/mL) TB 24,69 +3,45 26,42 +3,38

Representado como media + SE, n = 44. P valores de las diferencias en global entre los

dos tiempos, y de la interaccién con el tratamiento.

Los parametros que mostraron diferencias significativas para el efecto del tiempo son la CK

(P =0,001), la Hp (P < 0,001) y el colesterol (P = 0,001) que muestran una disminucién tras

finalizar el tratamiento, tanto en el grupo enriquecido como en el empobrecido.
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Figura 34. Representacion grafica de los niveles de colesterol, CK y Hp en suero en el

pretratamiento y el postratamiento del cuarto estudio. Las barras representan la media +

SE.

En cambio, la GPx, el lactato y el cortisol tienen una interaccién significativa, sugiriendo una

evolucion diferencial entre grupos de tratamiento. De las comparaciones multiples por

Bonferroni se obtienen los siguientes P valores:
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Tabla 29. P valores de la comparacién por pares con ajuste Bonferroni para evaluar el
efecto del tratamiento en el cuarto estudio. Comparacién postratamiento vs
pretratamiento en el grupo sometido a tratamiento enriquecido (TE, primera columna) y
en el grupo en tratamiento empobrecido (TB, segunda columna).

Pardmetro TE: post vs pre TB: post vs pre
Lactato <0,001 0,367
GPx (U/mL) <0,001 <0,001
Cortisol (ng/mL) 0,031 0,540

La GPx muestra mayor actividad tras el tratamiento en los dos grupos de estudio. El valor
significativo de la interaccién indica que el incremento es mayor en el grupo TB. Para el
lactato y el cortisol, el efecto de la interaccién indica reducciones en sus niveles tras la

finalizacién de los tratamientos tinicamente en el grupo TE.
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Figura 35. Representacion gréfica de los niveles de GPx, lactato y cortisol colesterol, CK
y Hp en el cuarto estudio (tiempo y tratamiento). Las barras representan la media * SE.

La segunda parte del andlisis estadistico se enfoc6 a evaluar las diferencias causadas el
sacrificio (efecto sacrificio) y por la distinta forma de afrontar el sacrificio segin el
tratamiento (sacrificio*tratamiento). Para ello se determinaron los P valores de las diferencias
entre los dos tiempos y su interacciéon con el tratamiento. Una interaccién significativa indica
que aquella medida presenta una evolucién diferente entre los dos grupos de estudio. Los
valores de las determinaciones segtn el tiempo (postratamiento y sacrificio) y el tratamiento,

asi como los P valores se detallan en la Tabla 30.
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Tabla 30. Niveles de los marcadores de estrés medidos en suero en el cuarto estudio,
antes del sacrificio (postratamiento) y en el sacrificio segtn el tratamiento aplicado (TE =
tratamiento enriquecido; TB = tratamiento empobrecido) por filas. Representado como
media * SE, n = 44. P valores del efecto global del sacrificio, y de la interaccién con el

tratamiento.
Toma de muestra P valores
Parametro Tratamiento ificio *
Postratamiento Sacrificio Sacrzﬁc'zo
Sacrificio Tratamiento

TE 2,34 +0,29 4,10+0,68

CK (U/mL) 0,01 0,315
TB 3,41 0,61 7,31 +1,86
TE 89,33 +2,79 86,49 +2,63

Colesterol <0,001 0,082
(mg/dL) TB 99,60 + 2,07 91,93 +2,28
TE 2,75+ 0,34 7,54 £0,49

Lactato <0,001 0,271
(mmol/L) TB 4,03 £0,45 8,00 £ 0,39
TE 0,37 £ 0,05 0,16 £ 0,06

Hp (mg/mL) <0,001 0,467
TB 0,46 +0,10 0,22 £ 0,06
TE 5,40 + 0,19 7,02 +£0,28

GPx (U/mL) <0,001 0,095
TB 6,09 £0,21 7,37 £0,29
TE 0,26 0,03 2,24 +0,12

SOD (U/mL) <0,001 0,927
TB 0,30 + 0,04 2,21 +£0,14
; TE 16,77 +2,03 18,97 +2,42

Cortisol 0,109 0,064
(ng/mL) TB 26,42 + 3,38 20,52 £2,29

En este caso los cambios son debidos al tratamiento pero no hay ninguna interaccién

significativa que esté indicando una respuesta diferente al sacrificio entre ambos grupos.

Se da un aumento significativo de los niveles de CK, lactato, GPx y SOD y una disminucién

de colesterol y Hp en el sacrificio. Para el cortisol no se observan diferencias significativas.
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Figura 36. Representaciéon grafica de los niveles de CK, lactato, GPx, Hp, SOD y
colesterol en suero en el cuarto estudio en la segunda toma de muestra (postratamiento)
y en el sacrificio. Las barras representan la media + SE.

Para las catecolaminas no se pudieron comparar las concentraciones con los niveles previos

en el mismo animal, por lo que el analisis estadistico se orient6 a establecer las diferencias
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entre TE y TB en el momento del sacrificio. Como se muestra en la Tabla 31, no hubo

diferencias significativas en los niveles de NA y A entre las dos condiciones.

Tabla 31. Concentracién de NA y A en el suero en el cuarto estudio: dos grupos de
tratamiento (TE y TB).

Alojamiento
Parametro
Enriquecido (TE) Empobrecido (TB) P valor
NA (ng/mL) 212,31 12,17 24219 + 20,36 0,359
A (ng/mL) 69,05 +5,17 85,51+ 7,76 0,086

Resultados expresados como media * SE y el P valor correspondiente a las diferencias
entre los dos grupos (n = 44).

4, Marcadores de estrés oxidativo

Se analiz6 en la PFC y el hipocampo el grado de oxidacién de las proteinas (CP) por oxyblot y
el grado de peroxidacién lipidica (PL) mediante la determinacién de los niveles de uno de
los productos final de la PL, el malondialdehido (MDA). Los resultados de CP se muestran
como ratios entre la absorbancia correspondiente al DNP unido a los grupos carbonilo de las
proteinas y la B-actina; y los de PL como nanomoles de MDA en gramo de tejido. Los

resultados junto a los P valores del anélisis estadistico se muestran en la Tabla 32.

Tabla 32. Contenido de grupos carbonilos en las proteinas (CP) y de peroxidacién
lipidica (PL) en hipocampo y PFC para el cuarto estudio: dos grupos de tratamiento (TE

y TB).
Alojamiento
Parametro - - -
Enriquecido (TE) Empobrecido (TB) P valor
PFC CP 1,75 +0,15 1,54+0,12 0,390
Hipocampo CP 0,93 £ 0,08 0,92 £0,07 0,958
PFC PL 2,66 £ 0,29 2,64 0,26 0,990
Hipocampo PL 2,06 £ 0,22 2,04 £ 0,29 0,551

Resultados expresados como media + SE y el P valor correspondiente a las diferencias
entre los dos grupos (n = 44).

No se observé ninguna diferencia significativa en estos parametros entre los dos grupos de
estudio.

Para establecer si el grado de estrés oxidativo en SNC y marcadores de suero tienen relacién,
se evaluaron las correlaciones entre estas medidas (Tabla 33).

Hubo correlaciéon positiva entre las actividades de la SOD y la GPx (R? = 0,345, P = 0,032) y
entre los niveles de peroxidacién lipidica en la PFC y el hipocampo (R? = 0,652, P < 0,001) y

correlacién negativa entre la CP entre estas dos regiones (R? = - 0,344, P = 0,040).
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Tabla 33. Correlacion entre las variables relacionadas con el estrés oxidativo.

RESULTADOS

CpP PL
SOD (U/mL) GPx (U/mL) CP PFC Hipocampo PL PFC Hipocampo
R2 0,345 0,010 0,019 -0,097 -0,019
SOD (U/mL)
P valor 0,032 0,954 0,907 0,541 0,907
R -0,111 -0,076 -0,003 -0,121
GPx (U/mL) K
Sig 0,531 0,643 0,984 0,449
R? -0,344 0,091 -0,037
CP PFC
P valor 0,040 0,593 0,826
cpP R? -0,194 -0,104
Hipocampo P valor 0,214 0,505
R2 0,652
PL PFC
P valor < 0,001
PL R?
Hipocampo P valor

Marcadas en negrita las correlaciones significativas.

5. Perfil de NT en las distintas areas cerebrales

Se determinaron las concentraciones de NT de las vias de las catecolaminas (NA y DA) e

indolaminas

(5-HT)

y sus metabolitos

(L-DOPA, DOPAC y HVA; y 5-HIAA,

respectivamente) mediante HPLC en amigdala, hipotdlamo, hipocampo, PFC y nftcleo

estriado. Como valor total de cada uno de los tipos de NT monoaminérgicos, se calcul6 la

suma de todas las moléculas involucradas en la via de la dopamina (DAtotal) y de las

indolaminas (INDtotal).

Las concentraciones de las monoaminas cerebrales y sus metabolitos en las regiones

descritas se presentan en la Tabla 34 y las diferencias significativas estdn representadas en

las Figuras 38-41.

Tabla 34. Concentracién de los NT y sus metabolitos en las 5 regiones analizadas en el
cuarto estudio. Representado como media * SE en los dos grupos de tratamiento (TE =
enriquecido; TB = empobrecido.

Parametro Alojamiento
. P valor
(ng/g tejido) Enriquecido (TE) Empobrecido (TB)
NA 333,17 £15,20 427,52 +£15,48 0,040
DA 520,50 £ 39,56 656,07 £ 42,74 0,026
DOPAC 190,87 £11,11 280,79 £11,01 0,001
:§ HVA 610,50 £ 30,77 797,11 + 27,33 0,047
;%0 DAtotal 1289,91 £ 69,22 1720,14 £ 68,02 0,008
5-HT 900,88 £ 57,65 1241,65 £ 124,77 0,512
5-HIAA 205,30 +£10,81 367,53 £ 41,66 0,216
INDtotal 1106,18 £ 64,81 1609,18 £ 164,57 0,435
! NA 123,91 £ 3,03 177,41 £ 7,64 0,020
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DA 41,78 +2,32 48,56 +2,97 0,349
DOPAC 16,32 +£1,07 28,04 £2,26 0,009
HVA 79,48 £ 5,35 121,34 £ 5,87 0,021
DAtotal 137,66 + 8,05 192,48 £10,10 0,040
5-HT 108,20 +£16,13 246,29 + 29,30 0,389
5-HIAA 50,89 £2,09 114,16 £ 8,67 0,153
INDtotal 159,62 +£16,38 360,45 + 37,35 0,309
NA 177,69 £ 5,46 232,37 £19,97 0,545
DA 29,66 +1,76 48,76 +3,08 0,085
- DOPAC 67,29 £1,92 90,87 £5,82 0,440
§ HVA 81,77 £4,90 141,00 + 13,85 0,161
S

& DAtotal 178,72+ 7,21 283,68 + 22,52 0,320
. 5-HT 401,24 +24,51 497,51 + 46,96 0,681
5-HIAA 119,30 £ 3,89 192,50 £15,22 0,298
INDtotal 520,54 £ 27 690,01 + 61,42 0,542
NA 3470,85 + 249,62 3696,79 + 201,14 0,557
L-DOPA 1016,32 £ 63,17 1203,79 £ 66,64 0,096
DA 361,03 + 25,27 601,58 £ 42,56 0,054
g  DOPAC 1098,54 + 42,95 1248,98 £ 57,60 0,438
§ HVA 852,93 £ 36,13 990,34 + 49,50 0,447
§ DAtotal 2312,51 59,63 2840,90 £ 129,91 0,389
5-HT 1069,28 71,93 1532,47 £ 89,99 0,001
5-HIAA 528,96 + 28,35 659,64 £ 26,71 0,100
INDtotal 1572,74 + 87,80 2192,11 +108,06 0,003
NA 1568,22 +121,26 1931,11 £122,93 0,170
L-DOPA 329,32 £20,42 300,64 £17,18 0,669

o DA 9789,16 + 235,76 8555,41 + 149,35 < 0,001
§ DOPAC 1761,72 + 48,82 1721,06 £ 56,96 0,802
% HVA 6497,82 + 211,32 6199,65 + 242,90 0,615
§ DArtotal 18445,53 + 430,63 17179,41 + 381,53 0,240
“ 5-HT 327,89 £10,81 278,46 £11,19 0,003
5-HIAA 144,58 + 4,40 138,86 +4,75 0,592
INDtotal 472,46 +12,49 417,32 +12,62 0,012

P valor < 0,05 marcado en negrita (n = 44).

En la amigdala hubo diferencias significativas en la via de las catecolaminas, siendo los
niveles de NA (P = 0,040), DA (P = 0,026) y sus metabolitos (DOPAC P = 0,001 y HVA P =
0,047), asi como el DAtotal (P = 0,008) mayores en los animales estabulados en un ambiente

empobrecido.
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Figura 37. Representacién grafica de las diferencias significativas para el efecto del
tratamiento en la amigdala. Las barras representan la media + SE de los dos grupos de
estudio TE o tratamiento enriquecido y TB o tratamiento empobrecido.

En la PFC, los niveles de NA (P = 0,020) y de los metabolitos de la via de degradacién de la
DA, el DOPAC (P = 0,009) y el HVA (P = 0,021), asi como el nivel total de la via

dopaminérgica DAtotal (P = 0,040) fueron mayores en los animales alojados en un ambiente

empobrecido.
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Figura 38. Representacion grafica de las diferencias significativas para el efecto del
tratamiento en la PFC. Las barras representan la media + SE de los dos grupos de estudio
TE o tratamiento enriquecido y TB o tratamiento empobrecido.

En el hipocampo solo se observé una tendencia a niveles mayores de DA en los animales

estabulados en un entorno empobrecido (P = 0,085).
En el hipotalamo, el grupo de animales estabulados en un entorno empobrecido mostré

niveles mayores de 5-HT (P = 0,001) e INDtotal (P = 0,003) y una tendencia a mayor
concentracion de DA (P = 0,054).
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Figura 39. Representacion grafica de las diferencias significativas para el efecto del
tratamiento en la el hipotadlamo. Las barras representan la media + SE de los dos grupos
de estudio TE o tratamiento enriquecido y TB o tratamiento empobrecido.

En el nicleo estriado, en cambio, los niveles de DA (P < 0,001), de 5-HT (P = 0,003) y de
INDtotal (P = 0,011) fueron significativamente menores en los animales alojados en

condiciones empobrecidas.
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Figura 40. Representacion grafica de las diferencias significativas para el efecto del
tratamiento en el ntcleo estriado. Las barras representan la media + SE de los dos grupos
de estudio TE o tratamiento enriquecido y TB o tratamiento empobrecido.

6. Marcadores moleculares de estrés en la PFC y el

hipocampo: c-Fos, ERK1/2 yBDNF
El efecto del entorno sobre dos marcadores de estrés, c-Fos y ERK1/2, fue analizada a nivel
de proteina en la PFC y el hipocampo por western blot y densitometria. Los resultados de c-
Fos y ERK1/2 son presentados como ratios entre el valor de absorbancia (AU) de la banda
correspondiente a la proteina de estudio y el valor de absorbancia de la banda de B-actina.
Ademas se realiz6 una correcciéon mediante la muestra repetida en todos los geles para

corregir la variabilidad intergel.
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En el hipocampo también se determiné la concentracién de BDNF. Los resultados son

mostrados en la Tabla 35.

Tabla 35. Niveles de expresién de c-Fos, ERK1/2 y BDNF en la PFC y el hipocampo para

el cuarto capitulo.

Alojamiento
Parametro - - - P valor
Enriguecido (TE) Empobrecido (TB)
PEC c-Fos 0,64 0,06 0,71 £0,08 0,714
ERK1/2 0,82+0,12 0,59 £ 0,05 0,097
c-Fos 0,86 + 0,09 1,02 £0,07 0,468
Hipocampo ERK1/2 0,74 £ 0,11 0,89 + 0,08 0,440
BDNF 21,34+ 0,65 20,29 + 0,67 0,553

Expresado como media * SE segtin el tratamiento y los P valores correspondientes.

No hubo ninguna diferencia significativa en ninguno de los marcadores estudiados entre los

grupos de estudio, ni en la PFC ni en el hipocampo.

7. Analisis del efecto del entorno en el proteoma del

hipocampo mediante iTRAQ

Para identificar las proteinas diferencialmente expresadas en el hipocampo entre las dos

condiciones de estudio se realiz6 llevé a cabo un experimento proteémico de cuantificacién

relativa mediante iTRAQ (ver Material y Métodos, apartado 8).

Se utilizaron 40 muestras del estudio (20 de cada condicién) y un control que consistié en un

pool de estas 40 muestras.

Para el procesamiento de todas las muestras, asi como de los controles, se realizaron 6

experimentos iTRAQ. Las muestras se marcaron segin la Tabla 36, para asegurar

aleatoriedad en el marcaje y evitar el posible sesgo introducido por los diferentes reporter

ions.
Tabla 36. Disefio experimental del iTRAQ. 6 experimentos con 8 marcajes diferenciales
para un total de 40 muestras y 1 control dispuestos aleatoriamente. Las muestras TE
(tratamiento enriquecido) y TB (tratamiento empobrecidos).

Reporter ion

Experimento 113 114 115 116 117 118 119 121
1 TE11 TE4 Control  Control
2 TB10 TB15 TE16 Control
3 TB14 TB2 TE7 Control
4 TE9 TE14 TB16 Control
5 TB19 TE13 TB4 Control
6 TE5 i Control
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Se obtuvieron 63097 patrones de fragmentacién peptidica correspondientes a 15649 péptidos
que a su vez correspondian a 2418 proteinas identificadas en la especie porcina. Las
proteinas no caracterizadas fueron anotadas por homologia (> 98 %) con las secuencias de
proteinas de otros mamiferos.

La intensidad de marcaje de cada péptido fue normalizada segtin lo descrito en el apartado
de Material y Métodos (apartado 8.6). La cuantificacién de las proteinas se obtuvo de la
suma de las intensidades de los péptidos anteriores, que a su vez fue normalizada y se
calcul6 la ratio de intensidad de cada proteina entre cada condicién (fold change, FC).
Después del pre-procesado de las muestras, 2304 proteinas pudieron ser cuantificadas y
comparadas entre los dos grupos de estudio. Se encontraron 59 proteinas diferenciales
establecidas con un P valor ajustado menor de 0,05 y un fold change menor que 0,8 (down) o

mayor que 1,25 (up):

Tabla 37. Listado de proteinas diferenciales identificadas por iTRAQ. Identificacién en
Uniprot, nombre de la proteina, cambio diferencial entre TE y TB (FC) y sentido del
cambio en TE respecto a TB.

Acceso
Uniprot Identificacion FCEvsB
AOAOB8RT95 Proteina ribosomal L4 1,504 up
A1XQU3 Proteina ribosomal L14 1,549 up
A1XQU9 Proteina ribosomal S20 1,658 up
BOFWK5 Proteina ribosomal L5 1,576 up
F1RQ91 Proteina ribosomal 54 1,54 up
F1S2E5 Proteina ribosomal S24 1,814 up
F1SEG5 Proteina ribosomal S16 1,72 up
F27512 Proteina ribosomal S23 1,489 up
F27522 Proteina ribosomal L23a 1,693 up
F275G8 Proteina ribosomal S25 1,591 up
F275Q6 Proteina ribosomal S6 1,577 up
13L5B2 Proteina ribosomal S7 1,474 up
I13L6F1 Proteina ribosomal L18 1,657 up
I3LBH4 Proteina ribosomal L12 1,454 up
13L]87 Proteina ribosomal S2 1,438 up
P46405 Proteina ribosomal S12 1,601 up
P62901 Proteina ribosomal L31 1,719 up
P67985 Proteina ribosomal L.22 1,616 up
Q29194 Proteina ribosomal S2 (fragmento) 1,649 up
Q4GWZ2 Proteina ribosomal SA 1,943 up
Q6QAS9 Proteina ribosomal L7 (fragmento) 1,928 up
Q95281 Proteina ribosomal L29 1,766  up
FIRGD9 Histidina-tRNA ligasa 0,732  down
I3L8P7 Fenilalanina-tRNA ligasa 1,33 up
I3LSU1 Proteina sin dominio POU de unién a octaimeros 1,419 up
IBLCN6 Activador transcripcional Pur-alpha 1,334 up
F1SNK9 Proteina ELAV-like 1,814 up
I3BLUP6 Nucleofosmina 1,537  up
F1S6M7 Tubulina beta-3 1,397 up
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F27571 Tubulins beta-4B 1,611 up
F275K5 Tubulina beta-4A 1,437 up
F275S8 Tubulina alpha-4A 1,437  up
P02550 Tubulina alpha-1A chain 1,402  up
P02554 Tubulina beta 1,398 up
Q2HPK3 Tubulina alpha-3 1,526  up
F1SSA6 Miosina 10 1,426 up
I3LNV3 Isoforma 4 de Miosina 18 2,47 up
P04574 Subunidad pequefia de calpaina 1 1,344  up
F1RFF5 NipSnap 1,505 up
F1RG61 Proteina 10B de familia de dominio TBC1 1,421 up
F1RQS8 Proteina de ribosilacion-ADP factor-like 2 0,691 down
F1SIS9 NADH deshidrogenasa 1, subcomplejo alpha subunidad 10 1,505  up
F1SL07 NADH deshidrogenasa 1, subcomplejo alpha subunidad 9 1,392 up
I3LDC1 Succinato deshidrogenasa 1,439 up
I3L.Q34 TOM70-receptor mitocondrial 1,668 up
AO0AOBSRTH9 Lisofosfolipasa I 0,524 down
A8U4R4 Transcetolasa 0,79  down
I3L656 ADP-ribosa pirofosfatasa 0,681 down
FIRWM4 Subunidad reguladora de proteina fosfatasa 1 1,923 up
F1SB62 Acetil-CoA acetiltransferasa 0,721 down
F1SEN4 Factor regulador de adipogénesis 0,679  down
F1SUHS8 ATPasa H+ tipo V 0,466  down
K7GQV5 Maleilacetoacetato isomerasa 0,746  down
P63246 Receptor 1 de la proteina quinasa C activada 1,509 up
I3LEH4 Monoamina oxidasa A 1,465 up
I3LKS6 Dihidropteridina reductasa 0,787  down

El analisis bioinforméatico de las proteinas diferencialmente expresadas entre las dos
condiciones de estudio se llevé a cabo mediante 3 procedimientos.

En primer lugar, mediante el software PANTHER (http://panther.db; University of
Southern California) se obtuvo la clasificacion GO (Gene Ontology) que agrupé a las
proteinas de la tabla anterior segiin su funcién molecular. Esta anotacién clasificé las 59
proteinas diferenciales en 4 grupos funcionales que se representan en la Figura 41: (A)
Proteinas de union (GO: 0005488) que incluye 12 de las proteinas identificadas y representa
varias funciones como: unién a antigeno (G0O:0003823), a acidos nucleicos (GO:0003676) y a
otras proteinas (GO:0005515); (B) Proteinas con actividad catalitica (GO:0003824) que
incluye 17 de las proteinas identificadas y representa actividades como hidrolasas
(GO:0016787), ligasas (GO:0016874), liasas (GO:0016829), oxidoreductasas (GO:0016491),
transferasas (GO:0016740) o la regulacién enzimatica (GO:0030234); (C) Proteinas con
funcién estructural (GO:0005198) que incluye 25 de las proteinas identificadas y representa
a proteinas estructurales del ribosoma (GO:0003735) y de citoesqueleto (GO:0005200); y (D)
actividad transportadora (GO:0005215) con una sola proteina.
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Figura 41. Representacién grafica del andlisis de términos Gene Ontology (GO) de las

proteinas diferenciales identificadas por iTRAQ. Arriba la clasificacion general segtin

funcién molecular y abajo los dos subgrupos mas destacados: componentes estructurales

y actividad catalitica.

En segundo lugar, para la integraciéon del andlisis de los términos GO y comprender su
interacciéon y sus vias comunes de funcién, se realizé un anélisis de pathway utilizando la
herramienta de bisqueda y representacion grafica de pathways “KEGG Mapper” del Centro

Bioinformatico de la Universidad de Kyoto basado en la enciclopedia de genes y genomas de

Kyoto (KEGG).

Se encontraron destacados los pathways de ribosoma o traduccién génica con 21 de las

proteinas diferenciales involucradas; vias metabdlicas con 9 proteinas y el fagosoma o

uniones gap con 7.

Para la visualizacion gréafica de estas interacciones se utiliz6 la herramienta STRING
(http:/ /string-db.org), que incluye las predicciones de interacciones provenientes de

distintas fuentes indicadas en el pie de la Figura 42.
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Figura 42. Representacion grafica de las interacciones entre las proteinas diferenciales
identificadas por iTRAQ en el cuarto estudio. Los nodos representan a las proteinas
identificadas y las lineas representan asociaciones provenientes de distintas fuentes: azul
de bases de datos, rosa determinadas experimentalmente, verde oscuro predicciones por
cercania de los genes, amarillo por aparicién en documentos, negro por coexpresion y
gris por homologia a otras proteinas.
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DISCUSION

Debido al incremento de consumo de carne de cerdo, la industria productora ha tendido a la
reduccién de costes y el aumento de productividad. En muchos casos esto ha conllevado a la
pérdida de bienestar animal, y una visién negativa por parte del consumidor, que aparte de
valorar la calidad de la carne, también valora la calidad de vida de los animales (Millet,
Moons, Oeckel, et al., 2005; Ngapo et al., 2003). Esta preocupacioén por el bienestar animal ha
ido en aumento, y la legislacién ha ido avanzando de su mano. En 1992 el Farm Animal
Welfare Council definié una serie de reglas para garantizar el bienestar de los animales de
cria, y en 2012, los 178 miembros de la organizacién mundial por la salud animal ((OIE)
2012), defini6 los 10 principios generales de bienestar de animales en sistemas de produccién
para establecer unos minimos en las condiciones de cria, alojamiento, transporte y sacrificio
que garantice un bienestar animal aceptable (Council, 1992).

Los sistemas de produccién porcina actuales conllevan a someter a los animales a numerosos
factores estresantes a lo largo de su vida, desde aquellos debidos a restricciones alimentarias,
a condiciones ambientales adversas o al manejo poco cuidadoso. Por este motivo, se ha
trabajado en la mejora en las condiciones de alojamiento para producir un efecto positivo en
el bienestar animal. La industria productora porcina ha cambiado de los sistemas
tradicionales de alojamiento en que los animales pastaban libremente, a explotaciones
intensivas en las que los animales se alojan en espacios cerrados, reducidos y empobrecidos,
lo que imposibilita la expresién de la conducta especifica de la especie. Actualmente, se han
comenzado a valorar otros sistemas de cria que Por este motivo se han comenzado a valorar
otros sistemas de cria que combinen sistemas intensivos con pasturas exteriores, granjas
ecoldgicas o facilitar entornos enriquecidos a los animales (Millet, Moons, Oeckel, et al.,
2005; Weerd & Day, 2009).

Las metodologias mas usadas para medir el estrés y bienestar animal son observaciones
conductuales y biomarcadores que se ven alterados en la respuesta a estrés (Martinez-Mir6
et al., 2016). Los marcadores méas medidos en estudios de estrés y/o bienestar animal son los
GC, las catecolaminas, las APP, marcadores del metabolismo energético, marcadores
musculares y marcadores de estrés oxidativo. Aunque son ampliamente utilizados todos
tienen sus limitaciones, y sin embargo no existe ningtn criterio suficientemente objetivo ni

especifico para evaluar el grado de estrés.

Por otro lado, el control de la respuesta al estrés se lleva a cabo en el SNC. Segun la

neurologia clésica, las vias neuronales que controlan la respuesta al estrés, miedo, agresion,
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emocién y otras conductas incumben regiones cerebrales especificas como la amigdala, el
hipocampo o la PFC. Procesan informacién para organizar la respuesta auténoma tanto a
estimulos externos como internos, y especialmente estan involucradas en el control de la
respuesta al estrés por la regulacion del eje HPA (Albert et al., 2014; Antoniadis & Mcdonald,
2000; Asan, Steinke, & Lesch, 2013; Belujon & Grace, 2011; Tovote et al., 2015; Vermetten &
Bremner, 2002).
Aunque tradicionalmente el sistema noradrenérgico en el LC ha tenido mucha relacién con
esta respuesta, los tres sistemas de NT evaluados en este trabajo (noradrenérgico,
dopaminérgico y serotoninérgico) tienen un papel importante en el control de la respuesta al
estrés (Belujon & Grace, 2015; Kandel et al., 2013).
Las distintas condiciones de alojamiento, estrés y/o caracteristicas de los cerdos y su reflejo
en la bioquimica del suero y de regiones del SNC estudiadas en este trabajo son:

- Capitulo 1: estudio del efecto del gen halotano y del sexo en el sacrificio.

- Capitulo 2: estrés por manejo y fenotipo miedoso.

- Capitulo 3: condiciones de alojamiento y estrés por transporte;

- Capitulo 4: enriquecimiento ambiental (EE).

Ademés, cabe destacar que este trabajo forma parte de un proyecto coordinado (AGL2011-
30598-C03-02) en el que aparte de las medidas bioquimicas se realizaron medidas
conductuales. Para ello se desarroll6 un test (test del sesgo cognitivo) para evaluar el estado
emocional de los animales (Carreras etal, 2015) conjuntamente con otras medidas
conductuales de bienestar, que fueron relacionadas con pardmetros de calidad de la carne y

marcadores de estrés en suero en estos dos estudios.

A continuacién se discuten los resultados obtenidos en suero y los obtenidos en SNC de

forma separada para lograr una mejor integracion entre los 4 estudios.

1. Perfil bioquimico en el suero

Para el analisis de los perfiles bioquimicos segtin las condiciones de los distintos estudios, se
han realizado dos anélisis estadisticos distintos. Por un lado en el capitulo 1 (sexo y
susceptibilidad al estrés) y del capitulo 4 (EE) se obtuvieron muestras sanguineas a lo largo
de la vida de los cerdos, por lo que el analisis estadistico permite comparar los niveles de los
pardmetros bioquimicos en el suero en el momento del sacrificio con los niveles basales,

excepto para la NA y la A en el capitulo 4.
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Por otro lado, para el capitulo 2 (estrés por manejo y fenotipo miedoso) y el 3 (alojamiento
exterior y estrés por transporte), tinicamente se obtuvieron muestras en el momento del

sacrificio, por lo que la comparacion se realiza tinicamente entre grupos de estudio.

La respuesta al estrés produce la activacion de los ejes SAM y HPA que provocan la
liberacién de catecolaminas, noradrenalina (NA) y adrenalina (A), y GC, respectivamente,
siendo el cortisol el mas importante en cerdos, a la circulacién sanguinea (Smith & Vale,
2006).

El sacrificio es conocido por ser un factor causante de estrés en cerdos, con miultiples
origenes como son el transporte, la privaciéon de agua y comida, cambios en el entorno y el
estrés social por mezcla de grupos. En el capitulo 1, se ve un claro incremento de la
concentracion de cortisol en suero el sacrificio respecto a los niveles basales. Aunque las
condiciones experimentales en el transporte y manejo en el matadero fueron muy similares,
este incremento de cortisol no se vio en los animales del cuarto estudio. Pese a que el cortisol
plasmatico es el pardmetro més utilizado para valorar el estrés y bienestar en la especie
porcina, hay gran controversia en cuanto a su reproducibilidad (Grandin, 1997). La gran
variabilidad en el suero de esta hormona es el motivo principal por el que no se le considera
un buen marcador de estrés (Mormede etal, 2007) y por ello se ha propuesto su
determinacién en muestras de otro origen, como en saliva, heces y pelo (Russell et al., 2012;
Sheriff et al., 2010). En el capitulo 3 se analizaron los niveles de cortisol en saliva, pero no se
observé ninguna diferencia entre tratamientos en el alojamiento ni en el transporte al
matadero, posiblemente enmascarado por el propio estrés agudo que causa el sacrificio.

Por otro lado, las condiciones de TE (tratamiento enriquecido) causan una reduccién de
aproximadamente un 35% en los niveles de cortisol sérico respecto a la condicién TB
(tratamiento empobrecido). Por otro lado, las condiciones de EE producen reduccién en los
niveles de cortisol sérico producido por un tratamiento enriquecido. En la literatura existen
resultados contradictorios evaluando los niveles de cortisol en distintas condiciones de EE,
mientras que algunos estudios apoyan que el EE reduce los niveles de GC tanto basales
como tras ser expuestos a un factor estresante, otros afirman que no hay diferencias segiin
las condiciones de alojamiento, y hay otra corriente que afirma que el EE crea una situaciéon
fisiol6gica similar a la producida por el estrés crénico, manteniendo, entre otras cosas, unos
niveles de GC basales superiores (Fox, Merali, & Harrison, 2006).

Por otro lado, las catecolaminas en suero fueron medidas tnicamente en la muestra tomada
en el matadero, por lo que no se pudo comparar con sus niveles basales. En el experimento
de EE no se observaron diferencias significativas entre los dos tratamientos excepto una

tendencia para el caso de la A, que es maés alta en el grupo de animales en TB, lo que sugiere
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que estos animales pueden sufrir mas el efecto estresante del sacrificio. En el estudio del
capitulo 3 (alojamiento ID/OD y transporte TC/TL) se observa una interaccién para la NA
entre los dos tratamientos, sugiriendo que el alojamiento OD puede causar una disminucién
de NA y por tanto indicar que los individuos estdn menos estresados, pero que estos sufren
mas el transporte largo puesto que el aumento de NA en estas condiciones es mayor en este

grupo que en el grupo ID.

A causa de la accion del cortisol y las catecolaminas se da mayor movilizacién y catabolismo
de las reservas energéticas, estimulando la glucogenolisis y la lipdlisis, e inhibiendo la
captaciéon de glucosa en tejidos no relacionados con la respuesta al estrés (Black, 2002;
Romero & Butler, 2007), hecho que conlleva a una mayor presencia de colesterol,
triglicéridos, acidos grasos no esterificados y glucosa, entre otros, en el suero. El aumento de
cortisol causado por el estrés en el sacrificio en el capitulo 1, va acompafiado de mayor
concentraciéon en el suero de glucosa y triglicéridos. Ademads, este incremento del
metabolismo energético fue mayor en hembras que en machos, indicando la movilizacién
energética para hacer frente al estrés en el matadero (Black, 2002) y sugiriendo una mayor
susceptibilidad y/o respuesta a estrés en las hembras.

En el capitulo 4 se observa una mayor concentracién de lactato tras el sacrificio, coherente
con la utilizacién de la glucosa por la via glucolitica, asi como una disminucién significativa
en la concentracién de colesterol por efecto del sacrificio, sin embargo las diferencias son
minimas en términos de implicacion biolégica.

En cuanto al efecto del EE, en sinergia con la disminucién de cortisol tras el tratamiento en el
grupo TE, también se observa la reduccién en las concentraciones de lactato, que estaria

indicando posiblemente un mejor aprovechamiento de la glucosa.

Por otro lado, el estrés también desencadena una respuesta inflamatoria, mediante los GC y
las catecolaminas que activan la produccién de citoquinas y la respuesta de fase aguda
caracterizada por cambios en los niveles de las proteinas de fase aguda (APP) (Black 2002).
En cerdo las APP mayoritarias son la Pig-MAP, la proteina C-reactiva (CRP) y la
haptoglobina (Hp). Estas son APPs positivas, de manera aumentan en la respuesta de fase
aguda, siendo tanto aceptados tanto como marcadores de infeccién o inflamacién, como de
estrés (A Marco-Ramell et al., 2011; Petersen, Nielsen, & Heegaardb, 2004; M. Pifieiro et al.,
2007; Y Saco etal, 2003; Salamano etal, 2008). Se debe tener en cuenta que las
concentraciones séricas de estas APP se encuentran dentro de los intervalos de referencia
establecidos en cerdo (C. Pifeiro et al., 2009), por lo que se descartan procesos inflamatorios

en estos animales.
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La concentracién en suero de CRP aumenta en el sacrificio respecto al nivel basal, y también
es mayor en Nn que en NN, ambos en el estudio del capitulo 1, indicando cierto grado de
estrés y pérdida de bienestar debido al estrés en el matadero y al genotipo susceptible al
estrés

Estudios anteriores han descrito incrementos en la Hp relacionados con estrés (Salamano
etal.,, 2008), por lo que el hecho de que los animales con acceso al exterior muestren
concentraciones de Hp en suero menores que los alojados tinicamente en el interior, sugiere
que esta combinacién de condiciones de alojamiento contribuye a la mejora del grado de
bienestar.

Por otro lado, los niveles de CRP y de Hp fueron mayores en hembras que en machos,
mientras que los niveles de Pig-MAP en condiciones basales son ligeramente mayores en
machos, como ya esta descrito para algunas APP (C. Pifieiro et al., 2009). De hecho, la Pig-
MAP tuvo un comportamiento muy diferencial ante el estrés sufrido en el sacrificio,
mostrando una evolucién completamente opuesta entre sexos.

No obstante cabe destacar que para la sintesis de proteinas se requiere mas tiempo del que
duraron los posibles factores causantes de estrés agudo, como el sacrificio. Por estos
motivos, las ligeras diferencias observadas en las concentraciones de APP debidas al efecto

del sacrificio no tendrian relevancia biolégica.

Paralelamente, los estresores fisicos pueden producir dafio muscular. Uno de los marcadores
utilizados como indicador de dafio muscular es la actividad en suero de la creatina quinasa
(CK). En los animales sometidos a un transporte largo por carretera, también se observan
mayores niveles de CK respecto a aquellos transportados en un trayecto corto, indicando un
mayor namero de lesiones causado por un trayecto largo y por una carretera de montafia.

En el estudio de EE se observ6 una evolucion diferencial de los niveles de CK a lo largo del
tiempo. Los niveles de actividad de la CK disminuyen entre la primera y la segunda toma
de muestra, probablemente indicando la adaptacién de los animales al entorno. Entre la
segunda muestra y el sacrificio se observa un incremento debido al estrés fisico sufrido. En
cambio, en el estudio del capitulo 1 se describié una disminucién de los niveles de CK tras el
sacrificio. Sin embargo, como sucede con las APP, en todos los casos las actividades de la
CK son muy bajas restando importancia biolégica a las diferencias significativas. En el
estudio 1 también se vieron diferencias entre genotipos, teniendo niveles mayores de CK los
animales portadores del gen halotano, Nn, lo que sugiere cierta susceptibilidad al estrés.
Estudios previos habian mostrado también un nivel mayor de CK en el suero de los Nn que
en los NN, pese a no expresar un fenotipo susceptible al estrés como muestran los

homocigotos recesivos nn (Adeola, Ball, House, & O’Brien, 1993).
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Por otro lado, el incremento del metabolismo energético propicia la producciéon de especies
reactivas de oxigeno (ROS). El estrés oxidativo es causado por una disrupcién del equilibrio
oxidativo, causado bien por el incremento de especies reactivas del oxigeno (ROS) a causa
del aumento del catabolismo o por la pérdida de moléculas antioxidantes (Lykkesfeldt &
Svendsen, 2007). En el dltimo capitulo se determinaron en suero dos marcadores de estrés
oxidativo, la glutation peroxidasa (GPx) y la superéxido dismutasa (SOD). Estas dos
enzimas estan relacionadas con mecanismos antioxidantes: la SOD cataliza la dismutacion
de superdxido en oxigeno y perdxido de hidrégeno, y la GPx detoxifica estos peréxidos de
hidrégeno. La actividad GPx incrementa a lo largo de los dos meses de tratamiento para los
dos grupos, mientras que la SOD no varia. Después del sacrificio, se observa un incremento
moderado de GPx y un incremento muy notable de la SOD, independientemente del
tratamiento aplicado. Resultaria interesante determinar la presencia de ROS para poder
establecer si hay una disrupcién del equilibrio oxidativo, ya que la mayor actividad de estas
enzimas antioxidantes podria ser causada por el incremento en la formacién de ROS y la
necesidad de restablecer dicho equilibrio (Frijhoff etal., 2015). Es interesante comentar

también la correlacién positiva que existe entre ambos parametros (Tabla 33).

2. Perfil en el SNC

En el SNC se analizaron las concentraciones de NT monoaminérgicos en amigdala, PFC,
hipocampo, hipotalamo y ntcleo estriado (este tltimo solo en el capitulo 4). Ademas, en los
capitulos 3 y 4 se determinaron otros parametros como la expresién de c-Fos y ERK1/2, la
carbonilacion de proteinas y peroxidacion lipidica y la concentracion del factor neurotréfico
BDNF en algunas de las regiones, como marcadores de estrés en el tejido cerebral.
Finalmente, se realiz6 un experimento de proteémica para determinar las proteinas

expresadas diferencialmente en el hipocampo en EE.

2.1. Neurotransmisores monoaminérgicos

El primer objetivo fue determinar el patrén particular de NT que permite la diferenciacion
de las regiones incluidas en el estudio. En el primer estudio (sexo y susceptibilidad a estrés)
se realizé un andlisis factorial que resulté en dos componentes que permitian diferenciar las
4 regiones incluidas, amigdala, PFC, hipocampo e hipotalamo. El hipotdlamo se caracteriza
por niveles mas altos de NA y L-DOPA que las otras regiones, y la amigdala por niveles
mayores del resto de moléculas analizadas, dopamina, serotonina y sus metabolitos, que el

hipocampo y la PFC. Estas dos tultimas regiones son las que comparten un patrén maés
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similar de NT. Estas claras diferencias entre regiones se han mantenido en el resto de

estudios.

2.1.1. Sexo y genotipo halotano

Debido a la adquisicién de la susceptibilidad al estrés por la mutaciéon en el gen de la
rianodina, y su importancia en la regulacion de los niveles de calcio intracelulares, se planted
la posibilidad de que ello conllevara a cambios en los niveles de NT en cerebro. Sin embargo,
en los cerdos del estudio del capitulo 1, no se observé ninguna diferencia en los niveles de
NT en las 4 regiones de estudio segiin su sexo ni la susceptibilidad a estrés que pudiera
conceder el gen de la rianodina.

Muy pocos estudios se han llevado a cabo en cerdos con el genotipo halotano y sus niveles
de NT. Adeola, describi6 niveles de 5-HT menores en el hipotdlamo e hipocampo de nn que
de NN. Para las catecolaminas observaron niveles menores de DA y NA en el hipotdlamo de
los animales nn que en los NN, y para el hipocampo tinicamente la NA, también menor en
los nn. Sin embargo, las diferencias entre los heterocigotos (Nn) y los homocigotos libres
para la mutacion (NN) fueron menores, describiendo tnicamente niveles menores de 5-HT
en el hipocampo de los heterocigotos (Adeola et al., 1993). Posiblemente si se hubieran
utilizado individuos homozigotos nn en nuestro estudio hubiésemos podido identificar
diferencias, ya que los heterocigotos Nn son solo portadores de la mutacién. Sin embargo,
desde hace afios que los individuos nn se estan retirando de la reproduccién por lo que el
interés en analizar los nn es bajo.

Debido a las pocas diferencias obtenidas en el andlisis univariante, se realizé un analisis
factorial para intentar reducir las numerosas variables estudiadas a menos factores que
pudieran explicar efectos del sexo o el genotipo halotano. De este analisis factorial se
observé una tendencia a niveles menores de NA, DA y 5-HT en la amigdala, de NA en la
PFC y mayores de las APP, Hp y CRP en los animales Nn. El sexo no afecta a los NTs y,
como ya se predijo en el andlisis univariante, estd definido por niveles mayores de los

marcadores del metabolismo energético en las hembras en el momento del sacrificio.

Como se ha comentado, este estudio estaba integrado dentro de un proyecto coordinado que
evaluaba el estado afectivo de los animales. Cabe destacar que en el primer estudio no se
observaron cambios en las medidas de comportamiento debidas al sexo ni al genotipo
(Carreras, Arroyo, etal., 2016), sugiriendo que estas variables no tienen efecto en las
caracteristicas emocionales de los animales, y por lo tanto no generarian una habilidad

diferencial para hacer frente al estrés en el matadero.
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2.1.2. Estrés por manejo en el matadero

Los cambios mas remarcables inducidos por un manejo estresante en el sacrificio fueron la
alteracion del sistema serotoninérgico en el hipocampo y la amigdala, sugiriendo un papel
central del sistema serotoninérgico en la regulacién del estrés agudo. La serotonina tiene un
efecto modulador en muchas funciones integrativas del SNC, como el estrés, el humor, la
ansiedad o la agresién (Olivier, 2015) y ha sido reconocido por su relacién directa con el
estrés por ser una pieza reguladora del eje HPA (Lanfumey, Mongeau, Cohen-Salmon, &
Hamon, 2008). Cambios en los niveles de 5-HT han sido relacionados con la actividad del eje
HPA en roedores y humanos (Dinan, 1996). Particularmente, incrementos en la sintesis y
liberacién de 5-HT han sido observados en varias dreas en respuesta a diferentes condiciones
estresantes como choques eléctricos, inmovilizacién o pinchazos en la cola en rata
(Lanfumey et al., 2008).

En el estudio, se observa una disminucién de la via de la 5-HT en la amigdala después del
estrés agudo por manejo. En la bibliografia se han descrito resultados contradictorios
probablemente debido a la region-especificidad de la amigdala (Asan etal., 2013), y a la
controversia existente en el papel de la 5-HT en la respuesta a estrés ya que no hay consenso
sobre si su accién es excitatoria o inhibitoria (Bland et al.,, 2003; Maier & Watkins, 2005).
Niveles bajos de 5-HT en la amigdala han sido mostrados en ratas sometidas a estrés agudo
actuando de manera preventiva ante el efecto ansiogénico del estrés (Kirby, Allen, & Lucki,
1995). Por otro lado, se ha descrito que los niveles de 5-HT en los nticleos del rafe y en la
amigdala son inversamente proporcionales a la reactividad de la amigdala asociada a
estimulos emocionales negativos, ya que las proyecciones de 5-HT a la amigdala son
conocidas por tener efecto inhibitorio (Ressler & Nemeroff, 2000).

Por lo tanto, los niveles reducidos de 5-HT en la amigdala en este estudio indicarian una alta
reactividad de esta regién ante un estimulo negativo como es el manejo brusco previo al

sacrificio.

Contrariamente, en el hipocampo se observé una tendencia a incrementar los niveles de
5-HT y de su metabolito 5-HIAA inducido por el manejo estresante en el matadero,
indicando la liberacién y metabolizacién de la 5-HT en esta region.

El hipocampo recibe densas proyecciones serotoninérgicas de los nicleos del rafe, contiene
amplias cantidades de receptores de 5-HT y ademas se ha descrito su papel mediador entre
5-HT y control del eje HPA (Lanfumey et al., 2008; Vermetten & Bremner, 2002).

Esto concuerda con numerosos estudios en roedores que han demostrado la liberacién de 5-
HT en el hipocampo durante condiciones de estrés como inmovilizacién (Vahabzadeh &

Fillenz, 1994), estrés psicolégico (Matsuo, Kataoka, Mataki, Kato, & Oi, 1996), exposicién a
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depredador o nado forzado (Rueter & Jacobs, 1996) o choque eléctrico (Hajés-Korcsok et al.,

2003).

En el hipotalamo se encontré mayor concentracién de los metabolitos de la DA, indicando
un alto metabolismo en la via dopaminérgica, y por lo tanto que el sistema dopaminérgico
también es activado por la respuesta al estrés como ya se ha sugerido en otras ocasiones
(Belujon & Grace, 2015). En contraste con otros trabajos, en este estudio no se detectaron
cambios en los niveles de NA en el hipotadlamo (Adeola et al., 1993; Belujon & Grace, 2011;
Piekarzewska, Rosochacki, & Sender, 2000).

Cabe destacar que el manejo estresante al que fueron sometidos los animales fue muy suave

y en el momento de la realizaciéon no se observaron conductas asociadas al estrés.

El segundo objetivo de este estudio, fue evaluar si los animales clasificados como miedosos
segun el TI afrontaban el estrés de manera diferente que los no miedosos.

Ante una situacién de manejo control, no hubo diferencias en los niveles de NT entre los
animales con fenotipo miedoso y fenotipo no-miedoso. En cambio, ante una situacion
estresante la via serotoninérgica se vio incrementada en el hipocampo de los animales
miedosos. Variaciones en la presencia de 5-HT ha sido relacionada con conducta miedosa en
cerdos, concretamente se ha correlacionado positivamente los niveles de 5-HT en el
hipocampo con el estado de alerta o freezing (alto nivel de miedo) y negativamente con la
conducta exploradora, que indica bajos niveles de miedo y/o ansiedad (Ursinus et al., 2013).
En otras especies también se han observado cambios en la misma direccién. El estrés agudo
en ratas ha sido relacionado con incrementos de 5-HT y también con el freezing y otras
conductas asociadas con la ansiedad (Hajos-Korcsok et al., 2003), y la supresion genética del
receptor de 5-HT tipo 1A en ratones ha sido relacionado con fenotipos mas miedosos,
sugiriendo de nuevo su relacién con la modulacién de la ansiedad (Albert et al., 2014).

En el hipocampo también se observaron niveles ligeramente superiores de catecolaminas,
estando relacionado con el condicionamiento y respuesta a estimulos adversos (Ressler &
Nemeroff, 2000).

Teniendo en cuenta esto, los resultados sugieren que el hipocampo, pero no otras regiones,
estd involucrado en la medida individual relativa al miedo y que la 5-HT seria el

neurotransmisor principal involucrado.
Cabe destacar que la metodologia de estos estudios permite medir la cantidad total de NT,

no es posible conocer la cantidad extracelular de NT que es la que estaria actuando

directamente en la sinapsis.
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2.1.3. Alojamiento y estrés por transporte

En el SNC la via mayoritaria que reaccioné ante cambios en las condiciones de alojamiento
fue el sistema dopaminérgico en la PFC. La DA es conocida por su papel principal en
procesos de adiccién y recompensa. Niveles bajos estan asociados con conductas impulsivas
y niveles elevados con el placer y el bienestar general (Blum et al., 2012; Rutledge, Skandali,
Dayan, & Dolan, 2015), de hecho, una elevada neurotransmisién dopaminérgica en la PFC
ha sido descrita en ratas en un entorno enriquecido (Zhu, Apparsundaram, Bardo, &
Dwoskin, 2005). En nuestro estudio, los animales alojados en el exterior mostraron
concentraciones notablemente superiores que los alojados en el interior, sugiriendo un
mayor bienestar.

La via serotoninérgica, en cambio, fue afectada levemente, siendo los niveles de 5-HIAA, el
metabolito de degradacién de la 5-HT, mayores en la PFC y menores en el hipocampo de los
animales alojados en el exterior. Estudios en rata también mostraron una disminucién de 5-
HT en el hipocampo en condiciones de EE (Galani et al., 2007). Este resultado esta de
acuerdo con el del apartado anterior, donde se encontraron asociados niveles altos de 5-HT
en el hipocampo de los individuos con estrés.

Estos resultados sugieren que el acceso a una pastura exterior, incluso aunque solo sean 4

horas al dia, incrementa el bienestar de los cerdos.

La via dopaminérgica en la PFC y el hipocampo también se vio alterada segin el transporte
al matadero que sufrieron los cerdos del estudio. En ambas regiones se vieron
incrementados de manera muy notable los niveles de DA y de algunos de sus metabolitos de
degradacién tras un transporte largo por carretera en comparaciéon con uno corto. Como se
ha comentado anteriormente, la DA es fundamental en las vias de recompensa, pero también
se ha descrito su relevancia en situaciones estresantes (Joca et al., 2007a). La finalidad de este
incremento de las proyecciones dopaminérgicas seria preparar al individuo para una
respuesta mds reactiva y asi facilitar la respuesta de huida (Belujon & Grace, 2015). De
hecho, los incrementos de DA en la PFC tras estimulos estresantes estan asociados con el
estado de alerta y conlleva a un mejor control de la locomocién y al incremento del
procesamiento neuronal de la informacién (Vermetten & Bremner, 2002). Estos cambios
también se han observado en numerosos estudios en modelos animales de laboratorio

sometidos a diferentes estresores (Pezze & Feldon, 2004).
También se observé un incremento en los niveles de NA en la PFC tras un transporte largo

por carretera. La PFC es crucial en la respuesta a estimulos estresantes, siendo activada tanto

por estresores fisicos como psicolégicos (Belujon & Grace, 2015), como seria el caso en cerdos
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transportados en camién por carretera. Estudios previos en otras especies han mostrado
incrementos de NA en esta regiéon como mediador de la respuesta al estrés, y relacionado
con la respuesta del eje HPA (Douglas, 2005), y también han relacionado el incremento de
NA y DA tras estimulos estresantes con discapacidades en las funciones cognitivas

desarrolladas por esta region (Cabib & Puglisi-Allegra, 2012) .

La via serotoninérgica, en cambio, se vio menormente afectada por el estrés por transporte,
viéndose niveles menores de 5-HT en la PFC y mayores de 5-HIAA en el hipocampo tras el
transporte largo por carretera. Como se ha comentado en el apartado anterior, se han
descrito resultados contradictorios en relacién al papel de la 5-HT en la respuesta a estrés

(Bland et al., 2003; Maier & Watkins, 2005).

214. Enriquecimiento ambiental

El analisis de los NT en 5 &reas cerebrales (amigdala, PFC, hipocampo, hipotdlamo y nticleo
estriado) mostré numerosas diferencias en los niveles de NT y de sus metabolitos, pese a
existir una gran variabilidad y un efecto corral importante para alguna de las variables.

La via de transmisién mas afectada fue la dopaminérgica. Los niveles de DA y/o de alguno
de sus metabolitos fueron mayores en la amigdala, PFC e hipotalamo y menores en el
nicleo estriado de los animales alojados en condiciones empobrecidas que en aquellos en un
entorno enriquecido. En el hipocampo no hubo diferencias significativas en ninguna medida
relativa a los NT. Si bien hay una diferencia clara a niveles mayores de la via dopaminérgica
en el hipocampo de los animales bajo unas condiciones empobrecidas, la restricciéon del
analisis estadistico y el elevado efecto corral observado catalogé esta diferencia como una
tendencia.

Como ya se ha comentado, estdn descritos numerosos estresores que conducen a un
incremento de los niveles de DA en varias areas cerebrales (Arco et al., 2007; Belujon &
Grace, 2015). El hecho de que sus niveles ante una situacién conocida como causante de
estrés en cerdos, como es el sacrificio, sean menores en aquellos animales alojados en un
entorno enriquecido, estaria indicando una mayor capacidad de hacer frente al estrés y una
menor respuesta ansiogénica. Alojar ratas en un entorno enriquecido ha sido relacionado
con una menor reactividad de la via dopaminérgica mesocortical a estimulos estresantes
(Garrido et al., 2013; Segovia et al., 2008). Se ha propuesto que en la regulacién de esta via
estd involucrada la amigdala, de manera que cambios producidos por EE en la amigdala
puede llevar a una baja reactividad del sistema dopaminérgico, y a su vez a una mejor
estrategia de respuesta al estrés (Berridge & Waterhouse, 2003; Bland et al., 2003; Garrido

etal.,, 2013). En cuanto al ntcleo estriado, diversos estudios han establecido niveles
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reducidos de DA en esta region tras someter a los individuos a diferentes tipos de estrés
(Ahmad, Rasheed, Banu, & Palit, 2010), por lo que los niveles reducidos de DA en el nticleo
estriado de animales en un entorno empobrecido en el sacrificio indicarian una mayor
respuesta al estrés. Ademas, la DA en el ntcleo estriado estd relacionada con la funcién
motora, por lo que estos resultados estarfan indicando que los animales en EE tienen una
conducta mds exploratoria ante una situacion estresante (Melotti, Oostindjer, Bolhuis, Held,
& Mendl, 2011). Asi pues, estos resultados describen la activaciéon diferencial de las vias
dopaminérgica mesocorticolimbica y negroestriada en animales sometidos a estrés segtin sus

condiciones de alojamiento.

Los niveles de NA fueron mayores en la amigdala y la PFC de animales alojados en
condiciones empobrecidas. Esta descrito que proyecciones noradrenérgicas del LC potencian
las memorias relativas a situaciones estresantes y la respuesta al miedo y al estrés (Belujon &
Grace, 2011, 2015; Ressler & Nemeroff, 2000). De hecho, niveles demasiado elevados o
demasiado bajos de NA en varias regiones del SNC provocan discapacidades funcionales y
de respuesta. En general, los niveles elevados de NA estan relacionados con una respuesta
rapida de lucha-huida, y también con regulaciones anormales ante el estrés y relacionados
con estados de ansiedad (Ressler & Nemeroff, 2000). Los incrementos de NA en regiones
como la amigdala pueden provocar una mayor reaccién al estrés, llevando a incrementos en
la liberacién de CRH y GC y actividad de las vias neuronales relacionadas con la respuesta al
estrés y miedo (Kloet, Joéls, & Holsboer, 2005). Por otro lado, igual que se observé en el
capitulo 3, el incremento de NA y DA en la PFC puede interferir en las funciones cognitivas
desarrolladas por esta region (Cabib & Puglisi-Allegra, 2012).

La via serotoninérgica se vio afectada en el hipotilamo y el nicleo estriado de forma
inversa. Mientras que los animales criados en un entorno empobrecido mostraron niveles
mayores de 5-HT en el hipotalamo, sus niveles eran menores en el nicleo estriado.

Estos resultados concuerdan con lo descrito en otros estudios y podrian estar indicando que
ante un estimulo estresante de igual intensidad, como seria en este caso el estrés en el
matadero, aquellos individuos en un estado depresivo o de ansiedad que corresponderia a
los alojados en unas condiciones empobrecidas, tienen una reaccién més potenciada a los
estresores (Kloet et al., 2005).

El hecho de observar cambios mas leves en la presencia de 5-HT esta de acuerdo con lo
concluido en otros estudios en que la via serotoninérgica es menos sensible al estrés que la

dopaminérgica y noradrenérgica (INOE).
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2.2. Marcadores moleculares de estrés, estrés oxidativo y

BDNF en SNC: EE y estrés

En los dos dltimos capitulos se determiné la expresién de marcadores de estrés en el SNC,
como son la proteina producto del gen temprano c-Fos, la proteina quinasa ERK1/2, el factor
neurotréfico BDNF y también de estrés oxidativo por alteraciéon oxidativa de
macromoléculas. Respecto a ERK1/2, se debe tener en cuenta que, debido a las condiciones
en que se obtuvieron las muestras y se prepararon los extractos, no se pudieron analizar las
formas fosforiladas (activas) de la proteina, sino que lo que se determiné fue la cantidad

total de proteina ERK1/2.

Las condiciones de alojamiento combinando un sistema intensivo con 4 horas diarias de
pasto exterior no produjo ninguna diferencia en la expresién de marcadores moleculares de
estrés, incluyendo BDNF, asociadas a las condiciones, pese a estar descrito que el EE
produce una potenciacién de los niveles de BDNF en el hipocampo, asi como la activacién
de vias de sefializacién intracelulares(Brenes et al., 2008; Fox et al., 2006; Jain et al., 2012;

Simpson & Kelly, 2011).

En cuanto al estrés por transporte largo y rudo por carretera, se describieron mayor
expresion de c-Fos y de ERK1/2 en el hipocampo de los animales sometidos a dicho
transporte respecto a aquellos transportados al matadero en un trayecto corto y suave.

Esta descrito que el estrés activa el factor de transcripcion CREB y la expresion de c-Fos
(Belujon & Grace, 2015; Chan, Brown, Ericsson, Kovacs, & Sawchenko, 1993; Kovacs, 1998),
asi como la cascada de sefializacion mediada por ERK, principalmente en regiones
involucradas en la organizacién de la respuesta al estrés como son el hipocampo y la PFC
(Bielas, Arck, Bruenahl, Walitza, & Griinblatt, 2014; Hoffman, Lorson, Sanabria, Olive, &
Cheryl, 2015; Shen et al.,, 2004). Por ejemplo, los niveles de mRNA de c-Fos se vieron
incrementados en lechones nacidos de cerdas sometidas a estrés en fases tardias de la
gestacién, indicando una mayor actividad neuronal en el hipocampo y una mayor
percepcion de una situacion estresante (Otten et al., 2010).

En el caso del estudio, la activacién de estas vias ocurre tras el transporte largo por carretera
de 2 horas, de acuerdo con los cambios definidos en la expresion de c-Fos, que se dan de
manera rapido, observandose los niveles maximos entre 60-90 minutos tras la aparicién del

estresor (Pacdk & Palkovits, 2001).
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También se observa una disminucién en los niveles de expresion de BDNF asociada al
transporte largo. Niveles bajos de BDNF estan relacionados con depresion (Joca, Ferreira, &
Guimaraes, 2007b; Nikulina et al., 2014) o ambientes empobrecidos (Jain etal., 2012). La
reduccién de los niveles de BDNF en el hipocampo provoca deficiencias en neurogénesis,
morfologia sindptica y el procesamiento de memorias aversivas, predisponiendo a los
individuos a un estado afectivo negativo (Joca et al., 2007b; Ohira & Hayashi, 2009). En este
estudio, el BDNF se ve reducido al 60% en el hipocampo después de un transporte largo por
carretera, sugiriendo consecuencias negativas del estrés por transporte como ya se ha

descrito en otros estudios (Bennett & Lagopoulos, 2014; Duman & Monteggia, 2006).

Los cambios en los marcadores de estrés oxidativo producidos por cambios en las
condiciones de alojamiento, solo se vieron representados con un incremento en los niveles
de carbonilacién en proteinas en el hipocampo de los animales con acceso a una pastura
exterior de 4 horas diarias. En cuanto al efecto del estrés por transporte largo, se vio una
disminucion en los niveles de carbonilacién en proteinas tanto en el hipocampo como en la
PFC (tendencia). Este resultado es inesperado puesto que generalmente este pardmetro se
asocia a condiciones de estrés.

Otros estudios han descrito un incremento en los niveles de estrés oxidativo en varias
regiones cerebrales tras la exposicion a estrés en ratas (Ahmad et al., 2010). Se ha sugerido
que estos cambios son debidos al incremento del metabolismo de las catecolaminas, ya que
su oxidacion produce especies reactivas del oxigeno a través de la accion de la enzima MAO.
Sin embargo, nuestros resultados no han mostrado la misma respuesta. Esta diferencia
puede ser debida a que la estructura de las catecolaminas tiene la capacidad de captar las
especies reactivas de oxigeno ROS, por lo que se considera que la DA, la NA, y sus
metabolitos, tienen capacidad antioxidante (luga, Alvarez-idaboy, & Vivier-bunge, 2011;
Troadec et al., 2001). Por lo tanto, la disminucién en los niveles de carbonilaciéon de proteinas
observada en la PFC y en el hipocampo podria estar relacionada con el incremento de
catecolaminas en estas regiones.

En cualquier caso, la carbonilacién de proteinas no parece ser un marcador cerebral de estrés
adecuado, pues posiblemente es un pardmetro afectado por otras variables aparte del estrés

como seria las reacciones redox asociadas al metabolismo de catecolaminas.

En el estudio de condiciones de EE (mayor espacio y lecho con paja) no se observé ninguna
diferencia significativa en ningtin marcador de estrés molecular, como c-Fos o0 ERK1/2, ni de
estrés oxidativo como la carbonilacién de proteinas o la peroxidacion lipidica. Otros estudios

han descrito un incremento en los niveles de peroxidacion lipidica en varias regiones

132



DiscusiON

cerebrales tras la exposicion a estrés (Ahmad et al., 2010). Sin embargo, nuestros resultados
no han mostrado la misma respuesta. En este estudio también se analiz6 la correlacién entre
los marcadores de estrés oxidativo medidos en distintas muestras para establecer si los
efectos del estrés oxidativo causado en macromoléculas en el SNC (la carbonilacién de
proteinas y la peroxidacién lipidica) tienen su reflejo en moléculas medidas en el suero. No
se observé ninguna correlacién significativa entre estas medidas en distintas muestras,

indicando que para este estudio las medidas no estan relacionadas.

En la siguiente figura se muestra un esquema de los cambios observados a nivel de SNC en
los 3 ultimos estudios de este trabajo que son en los que se cuenta con estimulos estresantes

o mejoras en las condiciones de alojamiento.

Ambiente Empobrecido vs

Enriquecido

Estrés por manejo

Amigdala: 1 NA 1 DA
PFC: TNA 1 DA
Hipocampo: 1 DA
Hipotalamo: 1 DA 1 5-HT
Nicleo estriado: | DA | 5-HT

Proteémica hipocampo:

Amigdala: | 5-HT
Hipocampo: 1 5-HT (més en
miedosos)

Estrés por transporte menor actividad neuronal,

neurogénesis, etc.

PEC
TNA 1 DA | 5-HT
_________________ Alojamiento
Hipocampo interior/exterior
1 DA (maéds en outdoor)
1 5-HIAA PFC: TNA 1 5-HIAA
1 5-HT en indoor Hipocampo: | 5-HIAA

| 5-HT en outdoor
| Carbonilacién proteica
1 c-Fos 1 ERK1/2
| BDNF

Figura 43. Representacion gréfica de los cambios producidos en SNC por los distintos
factores estudiados.

3. Integracion del perfil del suero y del SNC

Se realizaron andlisis estadisticos multivariantes en todos los capitulos con la finalidad de
establecer un perfil general neurofisiolégico asociado a cada condicién de estrés. En este
trabajo inicamente se muestran los resultados del capitulo 3 ya que fue el tnico caso en el

que se obtuvo una discriminacién destacada entre los grupos de estudio.
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En primer lugar, el estudio de las correlaciones entre las variables, permiti6 relacionar los
cambios moleculares que suceden en el estudio del capitulo 3 (alojamiento y estrés por
transporte) tras las condiciones de estudio.

La visualizacién de las correlaciones entre todas las variables estd presentada en la Figura 45
y la tabla correspondiente en el apéndice 1. En todos los casos los metabolitos de la misma
via biosintética estan altamente correlacionados en cada regiéon (DA, DOPAC, HVA; 5-HT, 5-
HIAA), por lo tanto, y para simplificar la discusion, los términos DA y 5-HT son usados para
referirse a cualquiera de los metabolitos de cada via. Ademads, las vias catecolaminérgicas
también estdn correlacionadas positivamente de manera intra e inter-regional, indicando la
sinergia entre DA y NA en hipocampo, en PFC y entre estas dos regiones.

Por otro lado, c-Fos y ERK1/2 en el hipocampo estan altamente correlacionadas de manera
positiva, siendo indicativo de la activacién de las via de sefalizacién intracelular mediante
fosforilaciéon que lleva a la expresién del gen temprano c-Fos, entre otros. Este a su vez esta
correlacionado positivamente con la DA en el hipocampo de acuerdo con lo descrito por
otros investigadores (Bielas et al., 2014).

Ademés, esta relacién entre DA y c-Fos en el hipocampo, estd relacionada en sentido
positivo con los niveles de NA en el PFC, y en suero. Estas fuertes correlaciones son
indicativas de una activacién de los mecanismos de la respuesta a estrés (Sarifana,
Kitamura, Kiinzler, Sultzman, & Tonegawa, 2014) y a su vez, estando también unida a los

niveles de CK en suero, uniendo el dafo fisico a las vias neuroquimicas asociadas al estrés.

Por otro lado, el factor neurotréfico BDNF, que tiene un papel importante en plasticidad
sinaptica, neurogénesis y actividad neuronal (Joca etal., 2007a; Lebret etal., 2015), esta
correlacionado negativamente con las vias de NT, los niveles de CK de suero y de c-Fos y
ERK1/2 en hipocampo. El BDNF también ha sido descrito como activador de las vias de
seflalizacién mediadas por ERK y c-Fos, sin embargo los resultados multivariantes de este
estudio sugieren que esta activaciéon es mediada por la union de las catecolaminas a sus
receptores indicado por la correlacién positiva descrita en el parrafo anterior (Giovannini
et al., 2003; Smith & Vale, 2006).

Por otro lado, la carbonilacién de proteinas estd correlacionada negativamente con los
niveles de NA, DA y 5-HT en el hipocampo, en sinergia con lo planteado en otros estudios
en los que se relaciona el metabolismo de las catecolaminas e indolaminas con un poder

antioxidante por la disminucién de los radicales libres (Iuga et al., 2011; Troadec et al., 2001).
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® PFC
® HC

® Serum
® Saliva

Figura 44. Representacién grafica de las correlaciones entre parametros. Los nodos
circulares representan pardmetros de NT, los cuadrados representan marcadores
moleculares y de estrés oxidativo y los rectangulares pardmetros de la bioquimica del
suero. El color de los nodos indica la muestra de origen (rojo: PFC; azul: hipocampo;
verde: suero; lila: saliva). El tamafio de los nodos es proporcional a la suma de las
correlaciones (en valor absoluto) de aquel parametro con todo el resto. Los parametros
correlacionados positivamente estdin conectados por una linea verde y los
correlacionados negativamente por una linea roja. Las correlaciones estadisticamente
significativas (R > 0.4 and P < 0.05) estan representadas por lineas gruesas y opacas,
mientras que el resto (R < 0.4 and P > 0.05) estan representadas por lineas transparentes.

Tras observar este nimero elevado de correlaciones con relevancia en la respuesta al estrés,
junto con las diferencias observadas en los pardmetros medidos entre los 4 grupos de
estudio combinando condiciones de alojamiento interior/exterior y transporte al matadero
corto/largo, el andlisis discriminante fue la prueba estadistica elegida para seleccionar las
variables mas relevantes para explicar la variabilidad muestral. Del total de determinaciones
realizadas tanto en suero como en SNC, el tratamiento estadistico seleccion6 4 variables: la
carbonilacién de proteinas en el hipocampo, la NA en el suero, los niveles del metabolismo

dopaminérgico en la PFC y la 5-HT en el hipocampo.
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Con el modelo basado en las variables seleccionadas se predice la condicién experimental a
la que pertenecen los individuos con un 83,3% de acierto. Con esta clasificacién y la
representacion grafica, se confirman las diferencias neurofisiolégicas en el grupo de
animales alojados en el exterior y sometidos a un transporte largo respecto al resto de
grupos. Estos animales estarfan caracterizados por bajos niveles de carbonilacién en
proteinas y de 5-HT en el hipocampo y por niveles elevados de NA en el suero y de DA en la
PEC.

Por otro lado, con estas variables también se discriminan correctamente las dos condiciones
de alojamiento pero solo en el caso de los animales transportados en un trayecto corto y
suave al sacrificio. Los alojados en condiciones intensivas tendrian menor nivel de DA en la
PFC y de carbonilacién en proteinas y de 5-HT en el hipocampo, y mayor de NA en suero,
que aquellos que tienen acceso al exterior. Estas diferencias tan claras muestran que las
condiciones de alojamiento y el transporte por carretera modifica la neurofisiologia de los
cerdos, e sugieren el mecanismo molecular mediante el cual sucederia. La fisiologia de los
animales alojados parcialmente en el exterior se ve més afectada por un transporte largo que
los criados en unas condiciones intensivas. Esto sugiere una capacidad diferencial de hacer
frente a entornos desconocidos, posiblemente porque se les ha permitido el desarrollo de sus
conductas innatas y especie especifica, siendo capaces de mantener un estado de alerta ante
estimulos exteriores y siendo por lo tanto, més sensibles y mds activos a situaciones
novedosas.

A pesar de que en este estudio no se realizé ningdn test objetivo de bienestar, de
comportamiento, ni de estado emocional de los animales, observaciones de los etélogos
implicados en el proyecto coordinado indicaron una actitud positiva ante la pastura exterior

de 4 horas al dia (comunicacién personal).

4. Cambios proteémicos asociados al EE

El analisis protedémico realizado en las condiciones de EE revelé 3 grandes bloques de
cambios. El analisis por agrupaciéon de categorias GO establecié 3 funciones moleculares
destacables: la actividad estructural, dividida entre las proteinas ribosomales y las de
citoesqueleto; la actividad catalitica y las proteinas de unién siendo mayoritariamente de
union a acidos nucleicos.

Paralelamente, el andlisis de pathways destacé la traduccion, las vias metabdlicas y las
proteinas del fagosoma. La representacién grafica de las interacciones (networks) entre las
proteinas diferenciales obtenidas, segiin resultados experimentales y bibliograficos),

también agrup6 las proteinas en 3 ndcleos claramente diferenciados: las proteinas
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ribosomales, las tubulinas, y las proteinas involucradas en el metabolismo energético. Es

decir, hubo una coherencia total en los resultados del analisis de GO, KEGG y networks.

4.1. Proteinas ribosomales

Del total de proteinas diferenciales, 22 son proteinas ribosomales, tanto de la subunidad 40S
como de la 60S y se encuentran upreguladas en el grupo de animales criados en un entorno
enriquecido respecto a los de un ambiente empobrecido. Otras dos proteinas implicadas en
la traduccién, las histidina y fenilalanina-tRNA ligasas se encuentran expresadas
diferencialmente entre los dos tratamientos.

También se encuentran upreguladas proteinas de unién a dcidos nucleicos como la proteina
sin dominio POU de unidén a octameros que regula la transcripcién y el splicing del RNA,
especificamente en la regulacion de los RNA sindpticos y la organizacién funcional de las
sinapsis GABAérgicas (Yang etal., 1993); la proteina ELAV-like que es una proteina de
unién a RNA especifica de células neuronales que se une al 3'UTR de genes entre los que
destaca FOS (W. Ma, Cheng, Campbell, Wright, & Furneaux, 1996); el activador
transcripcional Pur-alpha que se une al DNA controlando la replicacién y transcripcion
(Bergemann, Ma, & Johnson, 1992); y la nucleofosmina que es una fosfoproteina implicada
en varios procesos celulares como la biogénesis ribosomal y también en su unién a estos
ribosomas presumiblemente para exportarlos del niicleo, y unién a cadena simple de acidos

nucleicos (Vascotto et al., 2009).

Las dendritas neuronales son la diana primaria de las aferencias sindpticas desde otras
neuronas y se distinguen por su alto contenido en ribosomas y proteinas especificas del
citoesqueleto que reflejan su funcién en la recepcién y la integraciéon de la informaciéon
proveniente de otras neuronas (Kandel etal., 2013; Purves etal, 2004). Estudios en
morfologia neuronal en roedores han demostrado que el EE incrementa la densidad
dendritica en el hipocampo, el nimero de sinapsis y los poliribosomas en las dendritas
(Jiménez etal., 2013; Kemperman, Kuhn, & Gage, 1997; Leggio et al.,, 2005; van Praag,
Kempermann, & Gage, 2000).

En ratones se han descrito deficiencias en las proteinas ribosomales en el hipocampo
asociadas a depresién. Reducciones en la biogénesis de ribosomas se han relacionado con
enfermedades neurodegenerativas asi como con déficits del desarrollo neuronal, debido a la
disminucién de la proliferacién, la neurogénesis y otros procesos en los que es necesaria la
sintesis de proteinas. La mayor presencia de proteinas ribosomales en los animales criados
en EE estarfa indicando mayor neurogénesis, crecimiento y densidad dendritica (Alvarez &

Sabatini, 2007; Slomnicki et al., 2016; Smagin et al., 2016).
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4.2. Formacion de microtabulos/Proteinas estructurales de

citoplasma

Siete tipos de tubulinas, tanto de la cadena alfa como de la beta, asi como las isoformas
miosina X y miosina XVIII se encuentran upreguladas en el grupo sujeto a EE respecto al
empobrecido.

Los microttbulos y otros filamentos forman la estructura longitudinal de los axones y las
dendritas. A parte de la funcién estructural, también estan implicados en el transporte de
proteinas implicadas en procesos axonales y dendriticos y en la formacién de las vesiculas
de secrecién. Las neuronas tienen un sistema complejo y eficiente para transportar proteinas
desde el centro hasta la periferia, y viceversa. Este transporte se hace a través de las cadenas
de microtabulos y los filamentos de actina. Como se ha comentado para el caso de las
proteinas ribosomales, la ramificaciéon de las células nerviosas (la arborizacién dendritica),
conlleva el incremento de proteinas especificas del citoesqueleto, que reflejan su funcién en
recepcion e integracion de informacién proveniente de otras neuronas. Estas proteinas,
actina, tubulina y miosina, son fundamentales para la estabilidad y la funcién de las
prolongaciones neuronales y las uniones sindpticas, dirigen el crecimiento de axones y
dendritas, el trafico y posicionamiento de componentes de membrana, organulos y vesiculas,
y los procesos de exocitosis y endocitosis (Kandel et al., 2013; Kapitein & Hoogenraad, 2011;
Nestler et al., 2009; Purves et al., 2004).

Relacionadas con estas proteinas estructurales de citoplasmaticas y también upreguladas en
este grupo, se encuentran la subunidad pequefia de la calpaina, que no posee actividad
catalitica pero regula a las calpainas 1 y 2, que son proteinas proteoliticas involucrada en
proliferacién, migracién, adhesién, autofagia, remodelacion citoesquelética y transduccion
de sefiales (J. Ma, Zhang, Wang, & Chen, 2016) ; el homoélogo de la proteina NipSnap
involucrada en la fusién y tréfico de vesiculas (Kandel et al. 2013); y la proteina 10B de
familia de dominio TBC1 involucrada en el trafico vesicular (Chaineau, Ioannou, &
Mcpherson, 2013). En estudios de estimulacion neuronal, se ha descrito una mayor presencia
de proteinas citoesqueléticas, destacando el papel de NIPSNAP1 en la transducciéon de

sefiales en la sinapsis relacionada con una mayor actividad neuronal (Satoh et al., 2002).

La proteina de ribosilacion-ADP factor-like 2, que es una proteina G monomérica
reguladora de la formacién de nuevos microtibulos se encuentra downregulado en los
animales del grupo EE. Se ha descrito que este factor se une a la GTP-tubulina previeniendo
su degradacion y por lo tanto modulando la dindmica de la formacién de microtibulos

(Bhamidipati, Lewis, & Cowan, 2000).
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4.3. Proteinas del metabolismo energético

En este grupo se encuentran varios tipos de proteinas. Por un lado las proteinas
mitocondriales involucradas en la cadena de transporte electrénico y fosforilacién oxidativa;
dos subunidades de la NADH:ubiquinona oxidorreductasa o complejo I y la succinato
deshidrogenasa, que estdin upreguladas en EE. Relacionada con estas proteinas
mitocondriales, también destaca la presencia de TOM?70, una proteina involucrada en la
importacion de proteinas precursoras mitocondriales.

Por otro lado, determinadas proteinas del metabolismo energético se encuentran
downreguladas en EE. Son la transcetolasa que conecta la via de las pentosas fosfato con la
glicolisis, derivando el exceso de azicares fosforilados a la glicélisis, la ADP-ribosa
pirofosfatasa que actta hidrolizando ADP-ribosas; la lisofosfolipasa que cataliza la
hidrolisis de un enlace éster de 4cidos grasos; la acetil-CoA acetiltransferasa una tiolasa que
cataliza la unién de 2 Acetil-CoA; el factor regulador de adipogénesis y la
maleilacetoacetato isomerasa involucrada en la degradacién de tirosina.

Esto indica que los animales alojados en un ambiente enriquecido tienen més capacidad de
llevar a cabo la fosforilacién oxidativa, y por lo tanto la sintesis de ATP, y sugiere que
pueden tener disminuidas las vias catabdlicas de degradacién de glicidos y aminoacidos. La
sintesis de proteinas en los ribosomas requiere una gran cantidad de energia de forma de
ATP, por lo que es congruente identificar un aumento de componentes de la cadena
respiratoria mitocondria.

Las células del SNC contienen gran nimero de mitocondrias debido a su elevada actividad
metabolica. Es por ello que la desregularizacion de las vias de produccién de energia, como
la glicolisis, el ciclo de Krebs o la fosforilacion oxidativa estd relacionada con trastornos
psiquiatricos, como depresion, trastorno bipolar o esquizofrenia (Martins-de-Souza, Harris,
& Guest, 2011).

Ademas, estudios en trastornos depresivos y esquizofrenia muestran actividades mayores en
la glicolisis pero reducidas de los complejos de la fosforilacién oxidativa en modelos de
estrés cronico (Detka et al., 2015; Kanarik et al., 2011; Tagliari, Noschang, Ferreira, & Ferrari,
2010).

Por lo tanto, teniendo en cuenta que la funcién de la fosforilacién oxidativa es la formacién
de ATP, el potenciamiento de las vias de degradacién de glicidos, lipidos y aminoacidos
podria estar potenciado para compensar la debilidad de la fosforilacién oxidativa en los
animales en un entorno empobrecido, como se sugiere en estudios de trastornos

psiquiatricos (Detka et al., 2015; Martins-de-Souza et al., 2011).
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DiscUSION

Finalmente, se han identificado dos proteinas implicadas en la biosinteisis de monoaminas,
la dihidropteridina reductasa, downregulada en EE, cuyo producto de reacciéon es un cofactor
de la tirosina y triptéfana hidroxilasas, enzimas limitantes de la sintesis de catecolaminas e
indolaminas; y la monoamina oxidasa A, upregulada en EE, implicada en la degradacién de
estos NT. Este hecho concuerda con la tendencia a niveles menores de DA observada en el

hipocampo de los animales alojados en un entorno empobrecido.

La expresién diferencial de estas proteinas relacionadas con neurogénesis y actividad
neuronal en condiciones de EE, conjuntamente con los niveles de NT sugiriendo una menor
respuesta al estrés sugiere un mayor bienestar en los cerdos alojados en EE. Ademads, en este
estudio se realizaron medidas de comportamiento dentro del proyecto coordinado. En estos
estudios se observé que los cerdos alojados en condiciones enriquecidas tenfan medidas de
comportamiento indicativas de mayor bienestar que los criados en un entorno empobrecido,
asi como un menor nimero de lesiones en la canal, sugiriendo que las condiciones de
alojamiento enriquecidas tienen un efecto positivo en el estado emocional de los cerdos

(Carreras, Mainau, et al., 2016).
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Capitulo 1: Sexo y susceptibilidad al estrés por el gen halotano

e El estrés producido por el sacrificio provoca el incremento de proteina C-reactiva,
cortisol, glucosa y triglicéridos en suero.

e Los cerdos con genotipo Nn tienen mayores niveles de proteina C-reactiva y de
actividad de la creatina quinasa en suero. No se observan variaciones en los niveles de
neurotransmisores cerebrales, sugiriendo que el genotipo Nn no confiere mayor
susceptibilidad al estrés que el NN.

e Las hembras tienen incrementado el metabolismo energético y niveles mds altos de las
proteinas de fase aguda haptoglobina y proteina C-reactiva. También muestran mayor
respuesta al estrés por el sacrificio reflejado en el incremento de marcadores del
metabolismo energético en el sacrificio.

e Fl perfil de neurotransmisores confiere un patrén especifico para cada area cerebral

que se mantiene en los capitulos siguientes.

Capitulo 2: estrés por manejo y fenotipo miedoso
e El estrés por manejo en el matadero no produce cambios en los marcadores
bioquimicos del suero.
¢ En las regiones estudiadas del SNC, este estrés tnicamente causa una leve alteracién
de la via serotoninérgica en la amigdala y el hipocampo.
e Los animales considerados miedosos tienen una reaccién mas adversa ante este factor
estresante, valorado por mayores proyecciones serotoninérgicas aferentes en el

hipocampo.

Capitulo 3: estrés por transporte y condiciones de alojamiento
interior/exterior
e El estrés por transporte largo y rudo al matadero produce un incremento en la
actividad de la creatina quinasa en suero.
e El acceso al exterior durante 4 horas al dia provoca una disminucién de la
haptoglobina en el suero.
e El estrés por transporte provoca cambios en el SNC:
- Activacién de la via dopaminérgica mesocorticolimbica, indicado por mayor
presencia de dopamina en la corteza prefrontal y en el hipocampo.
- Activacion las proyecciones noradrenérgicas hacia la corteza prefrontal.
- Disminucién de la carbonilacién en proteinas posiblemente facilitada por la

capacidad antioxidante de estos neurotransmisores y sus metabolitos.
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- Incremento en la expresion de los marcadores moleculares de estrés c-Fos y
ERK1/2.
- Disminucioén del factor neurotréfico BDNF.
Los cambios diferenciales en los niveles de algunos parametros, como la dopamina en
el hipocampo y la noradrenalina en suero en el grupo de animales en condiciones de
exterior sometidos a un transporte largo, asi como la discriminacién perfecta obtenida

en este grupo en el andlisis multivariante sugiere una respuesta al estrés diferencial.

Capitulo 4: enriquecimiento ambiental

144

El alojamiento en un ambiente enriquecido produce una reduccion en los niveles de
lactato y cortisol en suero.

El estrés por sacrificio conlleva a mayores niveles de actividad de la creatina quinasa,
la glutatién peroxidasa y la superéxido dismutasa, asi como mayor concentracién de
lactato en suero.

El enriquecimiento ambiental durante el engorde no propicia diferencias en los
marcadores de estrés en suero tras el sacrificio.

Existen numerosas diferencias en las vias de neurotransmisores monoaminérgicos en
varias areas del SNC asociadas al enriquecimiento ambiental:

- La via dopaminérgica mesocorticolimbica se ve activada, en relacién con la
respuesta a estrés y emociones, y la negroestriada, relacionada con la
motivacion y la recompensa se ve disminuida en un entorno empobrecido.

- La via noradrenérgica activa las proyecciones a la amigdala y a la corteza
prefrontal.

- La via serotoninérgica incrementa los niveles de serotonina en el hipotalamo y
disminuye en el ntcleo estriado.

Las condiciones de alojamiento no producen cambios en el factor neurotréfico BDNF
ni en marcadores moleculares de estrés, ni estrés oxidativo en el SNC.

El estudio proteémico mediante iTRAQ en el hipocampo distingue 3 grupos
funcionales de proteinas expresadas diferencialmente, que indican una mayor
actividad neuronal, neurogénesis y arborizacién dendritica en unas condiciones de
alojamiento enriquecido:

- Mayor abundancia de proteinas ribosomales.

- Mayor presencia de proteinas estructurales del citoesqueleto.

- Mayor abundancia de proteinas de la cadena respiratoria mitocondrial y menor

de determinadas enzimas metabélicas metabolismo energético.
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Tabla 38. Coeficientes de correlaciéon de los pardmetros medidos en el estudio 3. Los nimeros en negrita indican correlaciones significativas (P < 0,05). Las correlaciones
positivas estan en verde y las negativas en rojo. La intensidad del color representa la fuerza de la correlaciéon, de R=1 a R=-1

PFC HC HC Serum Saliva Serum PFC HC
c-Fos ERK1/2 CP c-Fos ERK1/2 cp BDNF I\I/Jllii’ Hp CK Cortisol | Cortisol NA A NA DA HVA Datotal HI51-\ 5-HT INDtotal | NA  DOPAC DA HVA Datotal HIS./; 5-HT INDtotal

c-Fos 0,26 -0,09 | -0,54 -0,46 -0,08 0,14 000 -024 021 -0,37 -0,31 002 -027 | -024 0,22 0,07 0,21 0,29 0,07 0,16 -0,21 -0,07 0,22 0,00 0,16 -0,07 0,24 0,21

PFC  ERK1/2 0,26 -0,01 | -0,10 -0,32 0,01 0,15 -018 -024 027 -0,09 0,16 -009 008 | -017 037 -013 0,23 -015 -0,36 -0,34 -0,22 0,21 024  -0,06 0,17 019  -0,05 0,01
CP -0,09 -0,01 0,00 0,10 0,17 0,22 0,32 021  -041 0,30 -0,01 0,24 019 | 059 -0,77 -0,38 -0,60 0,01 0,48 0,38 -0,16 -0,03 -0,14  -0,46 -0,31 -0,18  -0,20 -0,25

c-Fos -0,54 -0,10 0,00 0,50 -007 | 0,71 | -019 0,19 0,45 0,13 0,27 0,16 0,33 0,48 0,10 0,39 0,30 012  -0,26 -0,15 0,25 0,39 0,03 0,40 0,26 033 -0,18 -0,10

HC  ERK1/2 | -0,46 -0,32 0,10 0,50 -007 | 045 | -018 -0,14 0,18 0,18 -0,04 0,19 0,38 0,40 0,07 0,22 0,27 005  -0,08 -0,04 0,24 0,23 0,31 0,35 0,40 0,09 = -0,55 -0,48
CP -0,08 0,01 0,17 | -0,07 -0,07 0,15 -0,05 -0,08 -0,31 -0,01 -0,27 -020 -0,16 | -0,08 -002 0,08 0,09 0,40 0,25 0,35 -0,26 -0,36 -034  -0,38 -0,34 -053 0,03 -0,13

HC BDNF 0,14 0,15 022 | -0,71 -0,45 0,15 -022 -015 -0,46 0,32 0,09 -030 -0,15 | -056 -0,28 -0,36 -0,34 -020 0,30 0,16 -0,40 -0,29 -019  -0,54 -0,40 -0,22 0,21 0,14
1\1/)[2%;3 0,00 -0,18 032 | -019 -0,18 -0,05 | -0,22 055  -0,55 -0,38 0,01 0,34 017 | -049 -046 -048 -0,64 -006 027 0,19 0,01 -0,36 -026  -0,29 -0,36 -0,08 0,07 0,03

Suero Hp -0,24 -0,24 0,21 0,19 -0,14 -0,08 | -0,15 0,55 -0,41 -0,08 0,08 -0,05 0,21 -021  -049 -046 -0,63 -028 0,33 0,15 -0,18 -0,15 -0,50 -0,30 -0,50 -0,08 025 0,19
CK 0,21 0,27 -0,41 0,45 0,18 -0,31 -0,46 -055 -041 0,02 0,10 0,25 -0,05 0,68 0,54 0,63 0,74 0,07 -0,45 -0,32 0,33 0,67 0,50 0,74 0,76 0,34 -0,14 -0,03
Cortisol | -0,37 -0,09 0,30 0,13 0,18 -0,01 0,32 -038 -008 0,02 0,46 0,05 0,04 016 -026 -0,01 -0,06 0,00 0,27 0,20 -0,06 0,25 -003 -0,23 -0,05 -0,05 | -0,51 -0,47

Saliva  Cortisol = -0,31 0,16 -0,01 | 0,27 -0,04 -0,27 | 0,09 0,01 0,08 0,10 0,46 0,04 -003 | -013 0,01 0,10 -0,13 -0,07  -0,09 -0,10 -0,13 0,18 -009  -0,22 -0,08 028  -040 -0,26
Suero NA 0,02 -0,09 0,24 0,16 0,19 -0,20 | -0,30 034 -005 025 0,05 0,04 0,50 023 -005 035 0,12 010  -0,05 0,00 0,37 0,46 0,20 0,25 0,47 0,03 -028 -0,26
A -0,27 0,08 0,19 0,33 0,38 -0,16 | -0,15 0,17 021  -0,05 0,04 -0,03 0,50 0,13 0,05 0,00 0,03 -037 -0,22 -0,32 0,48 0,35 -007 011 0,28 0,20 0,12 0,16

NA -0,24 -0,17 059 | 048 0,40 -008 | 056 | -049 -021 0,68 0,16 -0,13 0,23 0,13 0,59 0,73 0,72 0,07  -0,20 -0,14 0,49 0,68 0,14 0,62 0,55 0,35 0,04 0,15

DA 0,22 0,37 0,77 | 0,10 0,07 -002 | -028 | -046 -049 054 -0,26 0,01 -0,05 0,05 0,59 0,54 0,88 024 -041 -0,22 0,25 0,27 0,48 0,58 0,62 022 -001 0,06

HVA 0,07 -0,13 -0,38 | 0,39 0,22 0,08 -036 | 048 -046 0,63 0,01 0,10 0,35 0,00 0,73 0,54 0,79 0,41 -0,12 0,07 0,36 0,44 0,35 0,67 0,60 -0,01  -0,06 -0,03

PFC  Datotal 0,21 0,23 -0,60 | 0,30 0,27 0,09 -034 | 064 -0,63 0,74 -0,06 -0,13 0,12 0,03 0,72 0,88 0,79 038  -0,37 -0,15 0,28 0,42 0,57 0,72 0,76 013  -0,13 -0,07
5-HIAA 0,29 -0,15 0,01 0,12 0,05 0,40 -020 | -006 -0,28 0,07 0,00 -0,07 0,10 -0,37 | 0,07 0,24 0,41 0,38 0,41 0,70 -0,07 -0,18 0,22 0,11 0,12 -038 -0,18 -0,28

5-HT 0,07 -0,36 048 | -0,26 -0,08 0,25 0,30 0,27 033 -045 0,27 -0,09 -005 -022 | -020 -041 -012 -0,37 0,41 0,94 -0,21 -0,38 -0,05 « -0,41 -0,34 -036 -0,01 -0,11

INDtotal ~ 0,16 -0,34 0,38 | -0,15 -0,04 0,35 0,16 0,19 015  -0,32 0,20 -0,10 000 -032 | -014 -022 0,07 -0,15 0,70 0,94 -0,19 -0,36 0,05 -0,28 -0,22 -043 -0,08 -0,20

NA -0,21 -0,22 -0,16 | 0,25 0,24 -0,26 | -0,40 0,01 -018 033 -0,06 -0,13 0,37 0,48 0,49 0,25 0,36 0,28 -0,07  -0,21 -0,19 0,43 0,16 0,47 0,51 0,33 0,29 0,37

DOPAC  -0,07 0,21 -0,03 | 0,39 0,23 -036 | 029 | -036 -015 0,67 0,25 0,18 0,46 0,35 0,68 0,27 0,44 0,42 -018 -0,38 -0,36 0,43 0,28 0,43 0,66 024 -024 -0,15

DA 0,22 0,24 -0,14 | 0,03 0,31 -034 | -019 | -026 -0,50 0,50 -0,03 -0,09 020 -007 | 0,14 0,48 0,35 0,57 022  -0,05 0,05 0,16 0,28 0,65 0,81 023 -046 -0,35

He HVA 0,00 -0,06 -046 | 040 0,35 -038 | 054 | -029 -030 0,74 -0,23 -0,22 0,25 0,11 0,62 0,58 0,67 0,72 0,11 -0,41 -0,28 0,47 0,43 0,65 0,94 019 -011 -0,04
Datotal 0,16 0,17 -0,31 | 0,26 0,40 -034 | -040 | -036 -0,50 0,76 -0,05 -0,08 0,47 0,28 0,55 0,62 0,60 0,76 012  -0,34 -0,22 0,51 0,66 0,81 0,94 022 -031 -0,22
5-HIAA  -0,07 0,19 -0,18 | 0,33 0,09 -053 | -022 | -008 -008 034 -0,05 0,28 0,03 0,20 0,35 022 -0,01 0,13 -038  -0,36 -0,43 0,33 0,24 0,23 0,19 0,22 0,12 0,41

5-HT 0,24 -0,05 -0,20 | -0,18 -0,55 0,03 0,21 0,07 025 -014 -0,51 -0,40 -028 012 004 -001 -0,06 -0,13 -018 -0,01 -0,08 0,29 -0,24 046 -011 -0,31 0,12 0,96

INDtotal =~ 0,21 0,01 -0,25 | -0,10 -0,48 -0,13 0,14 0,03 019  -0,03 -0,47 -0,26 -026 0,16 0,15 0,06  -0,03 -0,07 -028  -0,11 -0,20 0,37 -0,15 -035  -0,04 -0,22 0,41 0,96
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HIGHLIGHTS

* We measured brain neurotransmitters in pigs classified as fearful-nonfearful under stressful handling.
« Stressful handling alters the 5-HT system in the hippocampus and the amygdala.

* There was no difference between fearful and non-fearful pigs under non-stressful handling.

* The 5-HT pathway is activated in the hippocampus under stressful handling only in fearful pigs.
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ABSTRACT

Chemical neurotransmitters (NT) are principal actors in all neuronal networks of animals. The central nervous
system plays an important role in stress susceptibility and organizes the response to a stressful situation through
the interaction of the dopaminergic and the serotonergic pathways, leading to the activation of the hypothala-
mus-pituitary-adrenal axis (HPA). This study was designed to investigate: a) the effects of stressful handling of
pigs at the slaughterhouse on the neurotransmitter profile in four brain areas: amygdala, prefrontal cortex
(PFC), hippocampus and hypothalamus, and b) whether the alterations in the brain NT profile after stressful han-
dling were associated with fear, determined by the tonic immobility (TI) test. In the first place, the characteriza-
tion of the NT profile allowed to distinguish the four brain areas in a principal component analysis. The most
crucial pathway involved in the reaction of pigs to a stressful handling was the serotonergic system, and changes
were observed in the amygdala with a decrease in serotonin (5-HT) and total indoleamines, and in the hippocam-
pus, where this pathway was activated. Fearful and non-fearful pigs did not show significant differences in their
NT profile in control conditions, but when subjected to a stressful handling in the slaughterhouse, fearful animals
showed a significant variation in the serotonin pathway and, in a lesser extent, the dopamine (DA) pathway. In
conclusion, the existence of an underlying biological trait - possibly fearfulness - may be involved in the pig's re-
sponse toward stressful challenges, and the serotonergic system seems to play a central role in this response.
© 2016 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

release of catecholamines, indoleamines and other transmitters which
can be excitatory or inhibitory mediators [1]. Amygdala, hippocampus

Chemical neurotransmitters (NT) are principal actors in all neuronal
operations. The noradrenergic, dopaminergic and the serotonergic
pathways are the most important and well characterized systems un-
derlying the response to stress, fear and reward, among others. The cen-
tral nervous system controls the action of endocrine glands through the

* Corresponding author at: Departament de Bioquimica i Biologia Molecular, Facultat de
Veterinaria, Universitat Autdnoma de Barcelona, 08193 Cerdanyola del Vallés, Spain.
E-mail address: anna.bassols@uab.cat (A. Bassols).

http://dx.doi.org/10.1016/j.physbeh.2016.10.005
0031-9384/© 2016 Elsevier Inc. All rights reserved.

and prefrontal cortex (PFC) are recognized to play a role in the stress re-
sponse organization. In these structures, stressors produce changes in
extracellular concentrations of different NTs leading to activation and
modulation of processes to cope with stress. These areas have an indi-
rect output to the hypothalamus, which acts modulating the final stress
response through the sympathetic nervous system and the activation of
the hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis [2]. Therefore, the stress
response involves not only the activity of these specific brain areas, but
also the interaction among those areas through neuromodulators,
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especially catecholamines (noradrenaline (NA), dopamine (DA)) and
the indoleamine serotonin (5-HT). DA is metabolized to homovanillic
acid (HVA) and 3,4-dihydroxyphenyl acetic acid (DOPAC), whereas 5-
HT is metabolized to 5-hydroxyindoleacetic acid (5-HIAA) [1]. Deter-
mining the ratios between the amine and its metabolites can indicate
the turnover rate [3].

Tonic immobility (TI) is a well-established test to evaluate the fear
response in a wide range of vertebrates and invertebrates [4,5]. Long du-
ration of Tl is generally considered as an indication for high levels of
fearfulness associating tonic immobility with emotional components
like fear or anxiety [6] and with a fear-related phenotype [7]. In pigs,
the TI test has shown to be consistent with other behavioural tests car-
ried out at different ages assessing fear, aggressiveness and behavioural
strategies in front of a stressful situation, thus indicating that it may be
related to individual personality characteristics [4,8-15]. A positive rela-
tionship has been reported between Tl scores and lean meat percentage,
and a genetic background has been suggested [8,9]. Furthermore, the
fear-related behaviour is closely associated with the stress response
regulated by the HPA axis [7,16].

There are several stressors widely recognized and studied in pigs,
such as handling, mixing, transport and slaughter [17]. One of the
main consequences of pre-slaughter stress is the production of pale,
soft and exudative (PSE) meat, leading to an organoleptic and economic
cost [18]. In the literature, changes in brain NT profiles in genetically
stress-susceptible pigs have been reported [19]. Immobilization of pigs
produces changes in hypothalamic and/or hippocampal bioamine
levels, suggesting an important role of these regions in the responsive-
ness of the pig to acute stress conditions [3,20]. Furthermore, the in-
volvement of central nervous system NT in aggressiveness and
dominance has also been studied [21-24]. However, changes in brain
NT related to standard or commercial stress conditions at slaughter
and the fear-related behaviour have been rarely studied in pigs [25].

In the present study, we have first characterized the NT profile of
catecholamines and indoleamines in four different brain areas of the
pig involved in the stress and fear response: amygdala, PFC, hippocam-
pus and hypothalamus. Secondly, we have analyzed the changes in NT
profile in pigs subjected to stress at slaughter classified according to a
fear-related phenotype.

2. Materials and methods
2.1. Animals, housing conditions, general procedure and ethical statement

This study was carried out at the IRTA-Monells experimental farm
(Monells, Spain). Ninety-two male piglets were randomly allocated in
10 housing groups of 10-12 piglets each in the pre-control building at
3 weeks of age (mean =+ SE: 5.85 & 0.166 kg). All piglets came from
the same commercial farm and were crosses of Large White x Landrace
Halothane gene-RYR(1)-free (NN) sows with Pietrain heterozygous
(Nn) terminal sire. At 4 weeks of age, all piglets were subjected to a Tl
test in order to select a total of 36 piglets (18 positive to Tl and 18 neg-
ative to TI, see Section 2.2). At 8 weeks of age, pigs were moved to the
control building and randomly allocated in four groups of nine.

Each group was housed in slatted pens (5 m x 2.70 m) under natural
light conditions at a constant environmental temperature of 22 + 3 °C.
Each pen was provided with one steel drinker bowl (15 cm x 16 cm)
connected to a nipple and a concrete feeder (58 cm x 34 cm) with 4
feeding places. Pigs had water and food ad libitum. The pigs were
inspected daily and no health problems were observed during the ex-
perimental period. The study was approved by the Institutional Animal
Care and Use Committee (IACUC) of IRTA.

2.2. Tonic immobility test

Piglets were subjected to a Tl test adapted from Erhard et al. [10] and
de Sevilla et al. [8]. An experimenter restrained individually each piglet

in a dorsal decubitus position using a V-shaped wooden restrain (50 cm
long and with an 80° angle). Another experimenter placed a small bag
(15 cm x 20 cm and weighing 500 g) over the piglet's throat with one
hand, while carefully holding the hind legs with the other until the an-
imal remained immobile. Only one induction was performed and the
time between the experimenter's hands were removed from the
animal's hind legs and the time that the piglet tried to turn was record-
ed. If the piglet did not try to turn within 3 min, the trial finalized, and
the time of 180 s was assigned to this piglet. Otherwise, piglets that
did not show the immobility response because they struggled while
they were being placed onto the V-shaped wooden restrain were
assigned a time of 0 s. The 18 piglets with the lowest time (less than
or equal to 10 s) to try to turn were chosen and classified as negative
to TI test and the 18 piglets with the highest time (equal to or >54 s)
to try to turn were also selected and classified as positive to TI test. An
outline of the experimental design and the distribution of TI negative
and TI positive animals is shown in Fig. 1.

2.3. Housing and slaughtering conditions

Animals aged 24 weeks were fasted 8 h before being transported
from the experimental farm to the experimental slaughterhouse
(1.2 km of distance). “Control” and “stress” conditions included differ-
ent management during unloading, lairage and conduction to the stun-
ning area. During the unloading, the pigs of two housing pens (9 TI-
negative, 9 Tl-positive) were subjected to stress by noise, human pres-
ence and rough handling (simulating commercial conditions) whereas
the pigs of the other two housing pens (9 TI-negative, 9 TI-positive)
were handled very calmly allowing the time need for the animals to
go ahead by themselves. Pigs were located in the lairage pens for an
hour, the 18 animals under stressful conditions were mixed between
the two housing groups, whereas the 18 animals under control condi-
tions remained separated maintaining the housing groups. The manage-
ment during the conduction of the pigs to the stunning area was similar
to the management during unloading (control or stress). The total
length of the procedure was approximately 90 min. Animals were
stunned in groups of two by exposure to 90% CO-, at atmospheric air
for 3 min and exsanguinated afterwards.

24. Tissue sampling and neurotransmitter quantification

Immediately after the slaughter (=5 min) the skull was opened. The
brain was removed and tissue samples from the selected brain struc-
tures (amygdala, PFC, hippocampus and hypothalamus) were excised,
collected as quickly as possible (within 90 s) in liquid N, and kept frozen

92 piglets
Tl negative Tl positive
OI s Time trying to turn 1?0 s
L ]
5pigs TI=0s ' 3pigs TI> 180s|

15pigsTI254s§

- 9 + 9 control -
18 pigs Tl —| —> 18 pigs Tl +
(5.00 +0.93 s) 9 + 9 stress (93.05 + 10.22 s)
handling

Fig. 1. Outline of the experimental design and the distribution of TI negative and TI positive
animals. Ninety-two pigs were subjected to the TI test with a maximum allowed time of
180 s. Three pigs did not turn (TI positive) and five moved immediately (time = 0's, TI
negative). The animals showing the most extreme responses in reaction time were
selected to be included in the study (18 animals for each group).
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at — 80 °C, until NT analysis according to a procedure adapted from
Sabria et al. [26]. Samples were weighted and homogenized (1:10 w/
v) in ice-cold 0.25 M perchloric acid containing 0.1 M Na,S,05 and
0.25 M ethylenediaminetetraacetate (EDTA). Dihydroxybenzylamine
(DHBA) and Nw-metil-5-hydroxytryptamine (Nw) were added as inter-
nal standards for catecholamines and indoleamines, respectively. The
mixtures were homogenized by sonication (Branson Digital Sonifier,
model 250, Branson Ultrasonics Corp., Danbury, CT) followed by centri-
fugation at 3000g for 10 min at 4 °C and the supernatants were kept fro-
zen at — 80 °C. After centrifugation at 12,000g for 10 min at 4 °C, the
concentration of catecholamines (NA, DA, DOPAC and HVA) and
indoleamines (5-HT and 5-HIAA) were determined in 20 pL aliquots
using HPLC (Elite LaCHrom, Merck, Hitachi, Japan) equipped with a
Chromolith Rp-18e 100 x 4.6 mm column (Merck KgaA, Darmstadt,
Germany) with electrochemical detection (ESA Coulochem I15200, Bed-
ford, MA). The mobile phase consisted of 0.5 M citrate buffer pH 2.8,
0.05 mM EDTA, 1.2 mM sodium octyl sulphate (SOS) and 1% acetoni-
trile. The applied voltage was set at 400 mV and the flow rate was 1
mL/min.

The chromatographic quantification of dopaminergic and serotoner-
gic NTs showed a good precision, with coefficient of variation between-
days and within-days lower than 4%. Linearity was evaluated between
2.5 and 80 pg/uL for 5-HT, 5-160 pg/pL for N, 5-240 pg/uL for HVA
and 2.5-120 pg/pL for the rest of NTs. Coefficients of determination
(R?) were calculated and found to be higher than 0.999 for all analytes.
Limit of detection was between 2.14 and 4.97 pg/pL and the limit of
quantification was between 6.48 and 15.06 pg/uL for all the analytes.
The internal controls (DHBA and Nw) allowed the comparison between
runs.

Total content of catecholaminergic and serotonergic pathways and
ratios of DOPAC and HVA to DA, and 5-HIAA to 5-HT were estimated
as a measure of DA and 5-HT turnover or rate metabolism in these
brain regions.

2.5. Statistical analysis

The statistical analysis was carried out with the Statistical Analyses
System (SAS V9.2; software SAS Institute Inc., Cary, NC; 2002-2008).
The significance level was established at P < 0.05 and a tendency was
considered at 0.05 < P < 0.1. Descriptive data are presented with the
means and the standard error (mean 4+ SE).

Whenever possible, data was log transformed to correct the distribu-
tion and hence permit use of parametric statistics. Normality test of data
and residuals was performed for each measure. Normally distributed
measures were analyzed using the MIXED procedure of SAS with
Tukey adjustment. Measures with Poisson or multinomial distributions
were analyzed using the GENMOD procedure of SAS. In all models, each
pig was introduced as the experimental unit, the fixed effects included
were type of handling and immobility test and planned pair-wise com-
parisons with Bonferroni correction were performed.

2.5.1. Factor analysis

Interrelations among the seven neurotransmitters were included in
a common factor analysis using principal component solution (PCA) to
identify unobserved common factors that explain differences between
regions. The criteria used to determine the number of factors to retain
were: (a) eigenvalues >1 and (b) total variance accounted >60%. After
the initial factor extraction, the matrix was orthogonally rotated
(varimax method) to maintain factors independent and uncorrelated.
Thus, each variable had a high loading (correlation coefficient between
variables and factors) on a single factor and a small or moderate loading
on other factors, using 0.5 loading in absolute value as cut-off point to
accept a variable into a factor.

Each brain region of each pig obtained an individual score on each
factor. Factor scores were normally distributed with a mean of zero.

3. Results
3.1. Tonic immobility test

The mean time of the 92 piglets to turn was 34.80 + 3.77 s. Five of
the 92 piglets (5.43%) did not show immobility response therefore
they were classified as negative to Tl Three of the 92 animals (3.26%)
did not turn during the 3 min of the test and were classified as positive
to TL Since this was not enough to build groups with the required sam-
ple size, the 18 individuals with the most extreme behaviours were cho-
sen. The mean time of the animals negative to TI and positive to TI was
5.00 £ 0.93 s and 93.05 £ 10.22 s, respectively, thus both groups were
considerably apart (Fig. 1). Long duration of Tl is considered as an indi-
cation for high levels of fearfulness, thus negative pigs to Tl were classi-
fied as non-fearful animals and positive pigs as fearful animals.

3.2. Levels of brain amines and their metabolites in amygdala, PFC, hippo-
campus and hypothalamus

Table 1 shows the regional distribution of catecholamines and
indoleamines in the four brain regions. Highest concentrations of NA
were found in the hypothalamus. The concentration of DA and its me-
tabolites DOPAC and HVA were found to be highest in the amygdala
and hypothalamus. The ratio DOPAC/DA and HVA/DA was highest in
the PFC.

Regarding to indoleamines, the highest concentration of 5-HT was
found in the amygdala and hypothalamus, whereas the ratio 5-HIAA/
5-HT was similar in all structures.

Principal component analysis (PCA) reduced the seven variables
(NA, L-DOPA, DOPAC, DA, HVA, 5-HIAA and 5-HT) to 2 common factors
or principal components explaining 92.11% of the variance. The eigen-
values, the individual and cumulative percentage accounted and the
varimax rotated factor loadings for each variable are shown in Table 2.
Brain regions with a high score for factor 1 (PC1) had high levels of
DOPAC, DA, HVA, 5-HIAA and 5-HT; and brain regions with a high
score for factor 2 (PC2) had high levels of NA and L-DOPA.

The PCA score plot showed that the pattern of NTs was able to read-
ily differentiate all four brain areas (Fig. 2).

3.3. Influence of handling stress at slaughter on brain NTs

The concentrations of brain monoamines in the amygdala, PFC, hip-
pocampus and hypothalamus are presented in Table 3.

The handling stress group presented lower concentration of 5-HT
(P =0.044), HVA (P = 0.028) and a tendency for DA (P = 0.064) in
the amygdala. As a consequence, a decrease in total indole content
was observed in this area (P = 0.043). In the hippocampus, the concen-
tration of 5-HIAA (P = 0.031), 5-HT (P = 0.054, tendency) and total in-
dole content (P = 0.024) was found to be higher in animals exposed to
handling stress. Catecholamine levels did not show difference between
handling groups, but an increase in the ratio indole/catecholamine (P =
0.012) was found in this area. In the hypothalamus, an increase in HVA
(P =0.017) and in the sum of the metabolites DOPAC + HVA (P =
0.020) was observed in stressed pigs. Finally, no difference in any mono-
amine and their metabolites was found in the PFC.

To find out whether the fearful individuals (TI positive) showed a
higher response to a stressful situation in the slaughterhouse, pair-
wise comparisons were performed within handling groups (Table 4).
Indeed, there were no differences in the NT profile between fearful
and non-fearful groups in the control situation. In contrast, significant
differences were found between TI positive and TI negative groups
when stressfully handled at the slaughterhouse. Fearful animals show
an increase in total catecholamines (P = 0.047), 5-HT (P = 0.030) and
a tendency for total indoleamines (P = 0.063) in the hippocampus
and a tendency to increase L-DOPA (P = 0.090) in the hypothalamus
compared to non-fearful animals.
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Table 1
Concentration of neurotransmitters (ng/g tissue) in brain areas.

Amygdala PFC Hippocampus Hypothalamus

Mean SE Mean SE Mean SE Mean SE
NA 152.50 9.37 144.39 4.00 130.48 5.03 2007.19 83.77
L-DOPA - — - - — — 309.91 18.73
DOPAC 43.65 4.04 7.28 0.86 - - 59.40 7.19
DA 359.69 24.42 19.95 131 27.52 2.63 302.27 15.05
HVA 280.27 18.39 61.45 493 — — 295.61 22.09
Total catecholamines 860.48 40.86 232.62 1113 154.81 5.31 2911.25 103.77
5-HIAA 270.97 13.22 111.10 5.16 129.74 5.41 373.24 23.09
5-HT 917.38 4735 252.71 10.79 276.56 9.83 995.47 51.79
Total indoleamines 1188.35 58.29 363.81 14.66 406.30 13.65 1368.71 70.88
5-HIAA/5-HT 0.31 0.01 0.45 0.02 0.48 0.02 0.08 0.02
DOPAC/DA 0.11 0.01 0.37 0.04 — - 0.19 0.02
HVA/DA 0.91 0.09 3.34 0.24 - - 1.03 0.09
NA/DA 0.83 0.38 8.39 0.63 6.55 091 6.94 0.33
(DOPAC + HVA)/DA 0.97 0.04 3.83 0.27 - - 1.28 0.12
DOPAC + HVA 330.88 19.84 67.41 5.81 - - 335.77 26.89
Indoleamines/catecholamines 1.452 0.05 1.79 0.12 2.68 0.126 0.48 0.02

4. Discussion

Following classical neurology, the neural pathways controlling re-
sponse to stress, fear, aggression, emotion, decision-making and other
behaviours are allocated in specific brain areas such as the amygdala,
the hippocampus and the PFC [27-32]. They process sensory informa-
tion to organize the autonomic response to stimuli from the environ-
ment or from internal cues and, in particular, these areas are involved
in the control of stress and the regulation of the HPA axis [33]. Catechol-
aminergic (NA, DA and their metabolites), and serotonergic (5-HT and
5-HIAA) systems play a significant role in integrating the activity and in-
teraction among those areas [1,34].

In this work, we have shown that, together with the hypothalamus,
these areas are characterized by a particular pattern of NT that clearly
discriminate the four regions. In the PCA, component 2 (high concentra-
tions of NA and L-DOPA) characterized the hypothalamus versus the
other three areas, whereas the first component (high concentrations
of the other NTs) characterized the amygdala versus PFC and hippocam-
pus. These two areas were the most similar in their NT profile.

All three NT systems (noradrenergic, dopaminergic and serotoner-
gic) have an important role in the control of the stress reaction [34]. Al-
though, historically, the noradrenergic system in the locus coeruleus has
attracted much attention in the study of the stress response, the dopa-
minergic and the serotonergic systems have also been consistently im-
plicated [35]. In particular, 5-HT has remarkable modulatory effects in
almost all central nervous system integrative functions, such as stress,
mood, anxiety and aggression [36] and it has been recognized as being
directly related to stress and able to regulate the HPA axis by stimulating
CRH release in the paraventricular nucleus of the hypothalamus [37].

Table 2

Eigenvalues, individual and cumulative proportion of the correlation matrix and loadings
of neurotransmitters in varimax rotated factor matrix. Loadings equals or higher than 0.50
are in bold to indicate the main attributes of the different principal components (PC).

PC1 PC2
Eigenvalue 5.053 1.395
Individual Proportion 72.19% 19.92%
Cumulative Proportion 72.19% 92.11%
Variables
NA 0.23 0.97
L-DOPA 0.22 0.97
DOPAC 0.90 0.28
DA 0.95 0.11
HVA 0.93 0.18
5-HIAA 0.82 0.46
5-HT 0.91 0.26

Marked changes in brain 5-HT turnover have been shown to occur in
both rodents and humans upon activation of the HPA axis [38]. In partic-
ular, significant increases in the synthesis and release of 5-HT have been
observed in various brain areas in response to different stressful condi-
tions such as electrical foot shocks, cold environment, immobilization
sessions, or tail pinches in rats [37]. All these data strongly support the
existence of reciprocal relationships between the 5-HT system and the
HPA axis.

The results presented here support the central role of the serotoner-
gic pathway in the regulation of the short term reaction to acute stress
in pigs. The most remarkable change induced by stressful handling at
the slaughterhouse is the alteration of the serotonergic system in the
hippocampus and in the amygdala. There is a decrease in the serotonin
pathway (5-HT and total indoleamines, and a tendency for 5-HIAA) in
the amygdala after acute handling stress. It is known that under stress
conditions the locus coeruleus activates stress pathways in the amygdala
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Fig. 2. Score plot from a principal component analysis showing the distribution of the four
brain areas analyzed (amygdala, PFC, hippocampus and hypothalamus) regarding their NT
profile.
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Table 3

Effects of stressful handling at the slaughterhouse on the neurotransmitter concentration (ng/g tissue) in amygdala, PFC, hippocampus and hypothalamus in pigs. Significant effects and

tendencies are shown in bold. * P < 0.05.

Variables Handling at slaughter Effect
Control Stress
Mean SE Mean SE
Amygdala NA 146.79 9.02 158.55 16.98 0.803
DOPAC 47.38 5.79 39.17 5.54 0.319
DA 403.52 3234 313.27 34.20 0.064
HVA 318.94 24.92 239.32 24.02 0.028*
Total catecholamines 916.63 61.81 793.10 47.24 0.134
5-HIAA 292.67 18.31 248.00 17.99 0.092
5-HT 1009.16 57.02 820.20 70.74 0.044*
Total indoleamines 1301.84 72.43 1068.20 84.90 0.043*
5-HIAA/5-HT 0.29 0.01 0.32 0.02 0.336
DOPAC/DA 0.11 0.01 0.11 0.01 0917
HVA/DA 0.83 0.06 1.00 0.18 0.614
NA/DA 0.39 0.02 0.50 0.08 0.624
(DOPAC + HVA)/DA 0.94 0.06 0.93 0.06 0.868
DOPAC + HVA 366.32 28.82 291.00 24.11 0.057
Indoleamines/catecholamines 1.48 0.08 1.42 0.07 0.642
Prefrontal cortex NA 139.11 5.77 150.80 5.10 0.149
DOPAC 7.61 1.24 6.87 1.21 0.830
DA 19.80 2.09 20.13 1.50 0.903
HVA 61.70 7.95 61.18 5.94 0.821
Total catecholamines 227.58 14.36 239.94 18.22 0.595
5-HIAA 107.83 6.38 114.57 8.33 0.418
5-HT 255.24 15.10 250.03 15.89 0.835
Total Indoleamines 363.07 20.01 364.60 22.18 0.964
5- HIAA/5-HT 0.43 0.02 0.47 0.03 0.322
DOPAC/DA 0.36 0.05 0.37 0.06 0.949
HVA/DA 3.30 0.32 3.40 037 0.846
NA/DA 8.33 0.94 8.47 0.80 0.676
(DOPAC + HVA)/DA 3.74 034 3.96 0.43 0.679
DOPAC + HVA 68.41 9.04 66.26 7.31 0.981
Indoleamines/catecholamines 1.74 0.11 1.85 0.26 0.838
Hippocampus NA 134.21 5.84 126.75 8.27 0.467
DA 28.86 4.19 26.18 3.29 0.619
Total catecholamines 157.71 6.67 151.68 8.65 0.846
5-HIAA 118.24 6.64 141.23 7.76 0.031*
5-HT 257.78 11.78 295.35 14.68 0.054
Total indoleamines 376.02 16.35 436.58 19.67 0.024*
5-HIAA/5-HT 0.46 0.02 0.49 0.02 0.519
NA/DA 6.47 1.25 6.63 139 0.979
Indoleamines/catecholamines 2.39 0.14 3.00 0.18 0.012*
Hypothalamus NA 2116.99 135.36 1913.08 101.48 0.232
L-DOPA 308.07 25.13 311.92 29.23 0.921
DOPAC 65.41 14.49 55.89 8.00 0.539
DA 293.10 23.93 310.12 19.58 0.583
HVA 240.94 20.37 338.56 3217 0.017*
Total catecholamines 297717 17741 2854.74 122.88 0.567
5-HIAA 352.19 27.54 390.07 35.51 0.426
5-HT 967.30 71.29 1018.00 75.43 0.636
Total indoleamines 1319.50 92.95 1408.07 105.42 0.545
5-HIAA/5-HT 037 0.02 0.39 0.02 0.729
DOPAC/DA 0.21 0.06 0.18 0.02 0.781
HVA/DA 0.86 0.09 1.16 0.14 0.108
NA/DA 7.47 0.44 6.48 0.46 0.343
(DOPAC + HVA)/DA 1.02 0.14 141 0.16 0.132
DOPAC + HVA 271.25 28.51 386.47 37.98 0.020*
Indoleamines/Catecholamines 0.45 0.02 0.50 0.04 0.220

through noradrenergic projections. Likewise, the amygdala sends pro-
jections to the hypothalamus and brain stem, mediating the uncon-
scious acute responses to danger and orchestrating the expression of
behavioural and physiological responses (e.g. changes in heart rate, res-
piration and pupillary dilation) [35]. Thus, the amygdala and the hypo-
thalamus are connected to innate (unconditioned) fear and may serve
to enhance the state of arousal in order to adapt to challenging situa-
tions [39]. A decrease in 5-HT in the amygdala has been shown in rats
subjected to forced swimming as a model of acute stress [40], although
contradictory results have been reported that are probably explained by
the existence of specific regions inside the amygdala with different
functional roles [27].

The hippocampus is central to 5-HT function since it receives a dense
projection of 5-HT fibres mainly from the raphe nucleus and it is rich in
various 5-HT receptor types, being a mediator in the relationship of 5-
HT with the HPA axis [32,37]. The increase of 5-HT (tendency) as well
as its metabolite 5-HIAA induced by stressful handling indicates that
this NT is synthesized and rapidly metabolized. This is in agreement
with the general idea that only inescapable, but not escapable, stresses
produce an increase in extracellular 5-HT concentration in rat hippo-
campus [37,41]. In rodents, many studies have demonstrated that 5-
HT release is increased in the hippocampus during several stress condi-
tions, including immobilization [42], psychological stress [43], exposure
to cats, tail pinch and forced swimming [44] and footshock [45,46].
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Neurotransmitter concentration (ng/g tissue) in amygdala, PFC, hippocampus and hypothalamus in pigs and the influence of the TI test in the response to control or stressful handling at

the slaughterhouse. Significant effects and tendencies are shown in bold.* P < 0.05.

Variables Control handling Stressful handling

Non-fearful Fearful Effect Non-fearful Fearful Effect
Mean SE Mean SE Mean SE Mean SE

Amygdala NA 151.73 13.41 141.85 12.65 1.000 166.48 24.28 149.63 20.54 1.000
DOPAC 45.62 10.00 49.15 6.43 1.000 37.47 7.18 40.66 8.71 1.000
DA 407.38 59.12 399.67 30.76 1.000 278.69 46.24 352.17 50.24 0.583
HVA 280.28 32.11 357.60 35.13 0.231 229.50 40.92 250.36 24.83 1.000
Total catecholamines 884.99 104.02 948.27 71.88 1.000 793.44 70.70 792.81 67.97 1.000
5-HIAA 311.48 29.19 273.86 22.02 0.615 241.95 29.51 254.81 20.97 1.000
5-HT 1016.53 73.68 1001.79 91.51 1.000 762.88 100.06 884.68 101.56 0.728
Total indoleamines 1328.02 98.50 1275.65 111.46 1.000 1004.83 125.00 1139.49 116.39 0.829
5-HIAA/5-HT 0.31 0.02 0.28 0.01 0.603 0.33 0.02 0.31 0.03 0.837
DOPAC/DA 0.10 0.01 0.12 0.01 0.666 0.11 0.01 0.11 0.02 1.000
HVA/DA 0.75 0.08 0.91 0.09 1.000 1.18 0.35 0.81 0.12 0.904
NA/DA 0.41 0.04 0.36 0.03 1.000 0.55 0.13 0.44 0.11 1.000
(DOPAC + HVA)/DA 0.85 0.07 1.03 0.09 0.265 0.95 0.05 0.92 0.11 1.000
DOPAC + HVA 325.89 39.97 406.75 39.03 0.260 290.98 40.62 291.01 29.00 1.000
Indoleamines/catecholamines 1.59 0.12 1.36 0.09 0.265 1.39 0.06 1.45 0.13 1.000
Prefrontal cortex NA 131.26 8.89 146.10 7.18 0.346 150.22 5.17 151.38 9.26 1.000
DOPAC 8.46 1.85 6.86 1.74 0.737 7.15 1.91 6.59 1.65 1.000
DA 16.17 2.69 23.03 2.85 0.119 20.46 2.71 19.80 1.52 1.000
HVA 58.54 9.99 64.51 12.60 1.000 58.17 10.83 64.20 5.62 0.873
Total catecholamines 213.36 22.07 241.80 18.42 0.691 225.83 32.16 256.86 11.94 0.789
5-HIAA 117.41 8.88 99.31 8.55 0427 104.91 12.03 124.24 11.24 0.394
5-HT 258.26 12.71 252.56 27.08 1.000 228.96 26.73 271.10 15.52 0.448
Total indoleamines 375.67 19.43 351.87 34.44 1.000 326.83 31.21 41317 21.05 0.392
5-HIAA/5-HT 0.46 0.03 0.41 0.03 0.589 0.48 0.06 0.46 0.02 1.000
DOPAC/DA 0.46 0.06 0.28 0.06 0.167 0.39 0.10 0.35 0.09 0.945
HVA/DA 3.82 0.39 2.84 0.47 0.292 3.45 0.64 334 0.44 1.000
NA/DA 9.55 1.55 7.24 1.07 0.254 8.89 1.40 8.04 0.87 1.000
(DOPAC + HVA)/DA 4.22 0.34 3.25 0.56 0.363 417 0.74 3.76 0.52 1.000
DOPAC + HVA 65.94 11.74 70.61 14.16 1.000 63.54 12.59 69.38 7.26 0.968
Indoleamines/catecholamines 1.87 0.19 1.61 0.12 1.000 1.96 0.48 1.72 0.13 1.000
Hippocampus NA 140.31 7.64 128.79 8.71 0.874 123.84 11.01 130.03 13.16 1.000
DA 33.01 6.68 24.72 5.09 0.566 23.31 4.61 30.00 4.57 0.777
Total catecholamines 170.51 9.61 144.92 6.80 0.128 136.35 7.05 169.56 14.17 0.047*
5-HIAA 119.86 10.72 116.81 8.75 1.000 134.88 8.42 148.38 13.70 0.733
5-HT 253.05 21.67 261.98 12.42 1.000 265.13 13.90 32935 22.04 0.030*
Total indoleamines 37291 30.80 378.79 16.41 1.000 400.01 20.11 477.73 30.03 0.063
5-HIAA/5-HT 0.48 0.03 0.45 0.04 1.000 0.51 0.03 0.46 0.04 0.537
NA/DA 5.76 1.44 7.18 2.11 1.000 7.09 2.13 6.09 1.91 1.000
Indoleamines/catecholamines 2.15 0.19 2.62 0.16 0.290 3.09 0.27 2.88 0.26 1.000
Hypothalamus NA 2011.75 177.09 2264.34 213.90 0.613 1724.17 128.95 2054.75 133.69 0.303
L-DOPA 295.22 37.60 326.05 32.57 1.000 238.27 29.48 354.01 34.31 0.090
DOPAC 58.26 16.61 74.94 28.97 1.000 57.50 13.78 54.27 9.52 1.000
DA 293.43 41.27 292.63 14.28 1.000 286.96 35.20 327.50 21.95 0.713
HVA 224.42 20.66 269.85 43.28 0.704 397.28 58.88 294.52 29.32 0.202
Total catecholamines 2858.10 254.02 3143.87 245.60 0.729 2624.76 72.66 3027.23 190.60 0.343
5-HIAA 327.84 30.67 386.30 50.30 0.859 383.88 47.08 395.49 55.28 1.000
5-HT 906.42 101.21 1052.53 94.46 0.714 900.42 114.09 1120.88 91.29 0.245
Total indoleamines 1234.26 128.72 1438.83 126.98 0.710 1284.30 155.95 1516.37 140.86 0.476
5-HIAA/5-HT 0.38 0.03 0.37 0.04 1.000 043 0.02 0.35 0.03 0.120
DOPAC/DA 0.16 0.03 0.28 0.13 0.842 0.19 0.03 0.16 0.03 1.000
HVA/DA 0.85 0.13 0.88 0.13 1.000 145 0.25 0.94 0.13 0.096
NA/DA 7.26 0.63 7.76 0.65 1.000 6.59 0.96 6.41 0.45 1.000
(DOPAC + HVA)/DA 0.95 0.16 1.18 0.32 0.959 1.64 0.26 117 0.17 0.261
DOPAC + HVA 257.71 31.60 294.94 60.51 1.000 454.78 67.95 335.23 36.59 0.270
Indoleamines/catecholamines 044 0.04 0.46 0.03 1.000 0.50 0.07 0.51 0.04 1.000

As stated above, the amygdala sends the distress signal to the hypo-
thalamus, where an increase in HVA and HVA + DOPAC is observed, in-
dicating a higher rate of DA catabolism. This indicates that the DA
system, and not only the NA system, is activated by stressful stimuli,
as suggested by others [35]. No changes in NA were detected in the hy-
pothalamus in the present work, in contrast to the reported decrease in
NA in this region in pigs that showed distressed behaviour at the slaugh-
terhouse [25] and to acute immobilization stress [3,20], but their ap-
proach was different from our experimental setting.

TIis a measure of fear and this fear-related behaviour is closely asso-
ciated with the stress response regulated by the HPA [7,47,48]. Due to
this relationship, we analyzed the alteration in NTs associated to the

response to the TI test. To get a more accurate analysis of the NT re-
sponse to fear, we analyzed the response of the animals to control or
stressful handling at the slaughterhouse depending on their TI classifi-
cation. Fearfulness could be considered a basic feature of the tempera-
ment of each individual, that predisposes it to respond to a variety of
potentially alarming challenges [49].

The objective was to establish differences between individuals clas-
sified as having a fear-related behaviour and those classified as non-
fearful. Indeed, there were no significant differences between fearful
and non-fearful animals in control conditions. In contrast, fearful ani-
mals displayed important changes in the NT profile in the stressful situ-
ation. Again, the serotonergic pathway was mostly affected, especially
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in the hippocampus. The hippocampus and the serotonergic system
have been previously related to fear behaviour in pigs [50] and chicken
[51]. In pigs, Ursinus et al. [50] recently reported that hippocampal 5-HT
is positively correlated with standing alert time (freezing) and inversely
correlated with locomotion and exploration in pigs subjected to a novel
object test. Since freezing is a sign of fear and explorative behaviours are
generally thought to reflect a low level of fear or anxiety, it is concluded
that hippocampal 5-HT increases in a fear condition [52]. The authors
did not find any relationship between behaviour in the novel object
test and 5-HT levels in the PFC or in the hypothalamus. In agreement
with these authors, our results support the hypothesis that the relations
between behaviour and measures of 5-HT in brain indicate an underly-
ing personality trait and that individual differences in behaviour of ani-
mals during environmental challenges may covary with the animal's
serotonergic system functioning. It is also interesting to note that in
Ursinus's work, hippocampal 5-HT activity measured at 19 weeks of
age in euthanized animals was related to behaviours observed during
the novelty test at 11 weeks of age [50]. Taken altogether, these results
suggest that the hippocampus, but not other brain regions, might be in-
volved in a putative personality measure in pigs related to the trait fear-
fulness, and that 5-HT would be the main neurotransmitter involved. In
rats, a short lasting acute footshock session was able to induce a marked
increase in 5-HT synaptic levels in the hippocampus as well as freezing
and anxiety-related behaviours [46], and endogenous 5-HT seems to be
responsible for the modulation of activity in the hippocampal pyramidal
neurons linked to freezing behaviour [53]. Furthermore, mice with a ge-
netic deletion of the serotonin 1A receptor (5-HT1AR) have been shown
to be more fearful in a number of behavioural conflict tests, confirming
the important role of this neurotransmitter and this receptor in modu-
lating anxiety [29,54]. Thus, the role of the hippocampus and the seroto-
nergic system in the fear-related responses to stressful challenges may
be a general characteristic of animal species. Although our results indi-
cate a principal role of 5-HT and the hippocampus, they also suggest
the involvement of the catecholamine system, since total catechol-
amines are increased in this region.

It is interesting to speculate about the molecular changes that lead to
variations in the NT concentration, taking into account that the method-
ological approach used in the present work measures the total amount
of the NT. It is not possible in pigs to perform microdialysis experiments
that would allow the direct measurement of extracellular NTs (presum-
ably related to their presence at the synapsis) [55]. The mechanism in-
volving NT release includes the synthesis of the NT by synthetic
enzymes, their recruitment to vesicles and their release to the synaptic
cleft [56]. Since we are measuring total content of NTs, rapid changes in
total 5-HT concentration could be related to a change of tryptophan hy-
droxylase 2 activity (TPH2), the enzyme that catalyzes the rate-limiting
step in serotonin biosynthesis in the brain [57]. Current knowledge indi-
cates that TPH2 is specifically transcribed in the somatodendritic seg-
ment of 5-HT neurons and a variable fraction of TPH2 mRNA is
transported to terminal field [58]. A similar regulatory mechanism ex-
ists for tyrosine hydroxylase, the rate-limiting enzyme for the synthesis
of catecholamines [59]. These enzymes can be rapidly transcribed in re-
sponse to acute stress such as immobilization or other types of stress
[27,60]. Other regulatory mechanisms that may be potentially involved
are phosphorylation by protein kinase A (PKA) and the Ca?™/calmodu-
lin dependent protein kinase I1[61-63] and protein-protein interactions
[59].

5. Conclusions

The most remarkable change induced by stressful handling is the al-
teration of the serotonergic system in the hippocampus and in the
amygdala. There was no difference in neurotransmitter profile between
fearful and non-fearful pigs when confronted to a non-stressful han-
dling at the slaughterhouse, but fearful animals did show more changes

when subjected to stressful handling, concerning specially the seroto-
nergic pathway in the hippocampus.

In conclusion, the existence of an underlying biological trait - possi-
bly fearfulness - may be involved in pig's response toward stressful chal-
lenges, and the serotonergic system seems to be central to this response.
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Abstract

How housing and transport conditions may affect welfare in porcine production is a leading topic in
livestock research. An important issue is whether pigs reared in different housing systems cope
differently with preslaughter stress. This study was designed to investigate whether the pigs present
a different neurological response to different management conditions and to ascertain whether pigs
living partially outdoors cope differently with road transport stress. Twenty-four female pigs at 22
weeks of age were divided in two groups: one living indoors (ID, n=12) and the other housed
combining indoor conditions with 4 hours per day of outdoor pasture (OD, n=12). After one month,
one set of animals from each housing condition were driven in a truck to the slaughterhouse in 5 min
drive (short transport group, ST, n=12) or in a 2 hours drive by a winding road (long transport group,
LT group, n=12). At the slaughterhouse, blood and saliva were collected, and the prefrontal cortex
(PFC) and the hippocampus (HC) dissected. Biochemical parameters were determined in serum and
saliva and monoamine neurotransmitters (NTs) and molecular markers were analyzed in the PFC and
HC. OD pigs had lower serum haptoglobin and Pig-MAP concentration and an increased
dopaminergic pathway (DA-system) in the PFC, suggesting that living outdoors increases the well-
being of the pigs. Long road transport increased serum creatine kinase (CK) and had an important
effect on several brain parameters: the activation of the noradrenergic (NA-system) and DA -systems
in the PFC and the activation of the DA-system and an increase in c-Fos amount as well as a decrease
in BDNF in the HC. The serotonergic system (5-HT-system) was also altered in both cases, but with a
mild effect. Multivariate analysis was able to discriminate the four animal groups. Globally, positive
correlations are mainly observed between the NA and DA systems in both PFC and HC, together to
serum catecholamines and CK; and negative correlations are observed between BDNF and NA-
system, DA-system and c-Fos and ERK1/2 in the HC, NA-system in the PFC and serum CK. In

conclusion, this work indicates that housing conditions and road transport markedly modifies the
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neurophysiology of pigs, and suggest that the animals raised partially outdoors are more sensitive to
long transport than animals raised indoors, suggesting that they cope differently with unknown

environments.

Keywords: acute phase proteins, brain, dopamine, environmental enrichment, housing,

noradrenaline, pig, road transport, serotonin, stress, welfare
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Introduction

How housing and transport conditions may affect welfare in porcine production is a leading topic in
livestock research. Whereas the behavioural effects of these conditions have been widely evaluated,
there is a shortcoming of data about the biological effects of challenging living conditions, especially
if they are compatible with actual management conditions. Outdoor pig production is an alternative
to conventional systems and it may improve the welfare of the pigs since reduces the chronic stress
usually associated with intensive production [1]. The major animal welfare advantage of outdoor
production is the lack of behavioural restriction due to the larger space, environmental enrichment
(EE) and diversity [2,3]. Furthermore, to the consumer, outdoor rearing presents a better image due
to perceived better welfare and meat quality [4]. However, these animals might have to resist the
rigours of the climate, like heat and cold [5].

Stress is defined as a behavioural, psychological and emotional status of an animal confronted with a
situation perceived as threatening. There are several stressors widely recognized and studied in pigs,
such as reallocation, mixing, transport and slaughter. Much effort has been made to reduce stress,
improving animal welfare during the rearing period and also during slaughter, although it remains as
an important issue in animal welfare and meat quality [6].

An important issue is whether pigs reared in different housing systems cope differently (and show
different stress response) in front of the same preslaughter factors such as lorry loading and
unloading, transport, lairage in a novel environment at the slaughterhouse and driving to the
stunning area [7]. Some studies suggest that pigs from EE systems can cope better and react less
adversely to preslaughter factors than pigs from intensive housing systems [4,5,8]. Other studies
showed no effect of EE on physiological stress indicators although the housing conditions influenced
animal activity during transport [7,9], and a number of studies have also suggested that outdoor pigs

experienced greater pre-slaughter stress [5,10,11].
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In the central nervous system (CNS), the dopaminergic and the serotonergic pathways are the most
important and well characterized systems underlying the response to stress, fear, reward, etc [12].
Prefrontal Cortex (PFC) and hippocampus (HC) are recognized to play a role in stress response
organization [13,14]. These areas have an indirect output to the hypothalamus, which acts
modulating the final stress response through the sympathetic nervous system and the activation of
the hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis, that release catecholamines and cortisol to the
plasma, respectively [15,16]. Neurotransmitter systems, especially catecholamines (noradrenaline
(NA); adrenaline (A); dopamine (DA) and their metabolites, homovanillic acid (HVA) and 3,4-
dihydroxyphenyl acetic acid (DOPAC), and the indoleamines serotonin (5-HT) and its metabolite 5-
hydroxyindoleacetic acid (5-HIAA), plays a significant role in integrating the activity and interactions
among those areas [12]. DA and 5-HT, amongst other NTs, activate the extracellular signal-regulated
kinases (ERK) cascade in the HC [17,18] and may serve as cross-talk tools between neurotrophins,
such as brain-derived neurotrophic factor (BDNF), and neurotransmitter systems [19,20]. One of the
downstream targets of these signalling pathways is the early-response gene c-FOS [18,21]. Sustained
expression of c-FOS has been observed in a variety of stressful conditions and c-Fos is widely used as
an activation signal [14,21], whereas activation of the ERK pathway has been proposed to underlie
the response to stress [22]. Moreover, chronic stressors may also cause oxidative stress in the CNS
leading to the oxidative damage of cellular macromolecules like proteins, promoting a pro-oxidative
state in the HC [13,14,23].

On the other side, positive conditions such as EE provoke changes in neuronal plasticity driven by
changes in neurotransmitters, neurotrophic factors, neurogenesis, etc. that are correlated to
behavioural changes, learning and memory [24,25]. In laboratory animals, modifications in the
monoamine NT profile linked to EE have been described. For example, EE alters the metabolism of
DA and 5-HT in the PFC [26—29] and the serotonergic pathway in the HC [30]. BDNF increases in EE

[31,32], whereas usually decreases in acute and chronic stress [33] and depressive-like behaviour



107 [20]. On the other hand, some studies state that EE attenuates pro-oxidative processes and triggers

108 anti-oxidative defence mechanisms [32,34].

109

110 In pigs, there are some studies leading with changes in brain NT profiles, mainly adrenergic,

111 dopaminergic and serotonergic, related to stress and meat quality [35], immobilization stress [36,37],
112 prenatal stress [38], dominance [39,40], tail biting [41], aggressiveness [42] and fear [43]. However,
113 no studies have been performed in pigs related to NT and neurotrophin profile in EE conditions.
114

115  Our research group has recently defined the changes provoked by management at the

116  slaughterhouse in pigs and the relevance of them being fearful or not fearful individuals in the

117  dopaminergic and serotonergic neurotransmitter profile in several brain regions [43]. In the present
118  study, we have analyzed the changes in monoamine NT profile during road transport stress in pigs
119 living totally indoors and partially outdoors. Secondly, we have determined several brain molecular
120 markers, serum catecholamines and serum biochemical parameters related to physical damage and
121 stress. The goal is to understand the neurological response to different management conditions and
122 to ascertain whether pigs living partially outdoors cope differently with road transport stress than
123 pigsin intensive conditions.

124

125

126 Materials and methods

127
128 Experimental design
129 In this study, 24 female pigs ((Landrace x Large White) x Piétrain) were used. At 9 weeks of age, pigs

130  were transferred from a commercial farm to the experimental facilities of IRTA (Institut de Recerca i

131  Tecnologia Agroalimentaries, Monells, Spain) and housed in 2 pens of 12 pigs each. Pens (5 x 2.7 m)
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had fully slatted floor and were under natural light conditions at a constant environmental
temperature (22 £ 3 °C). Each pen was provided with one steel drinker bowl (15 x 16 cm) connected
to a nipple and a concrete feeder (58 x 34 cm) with four feeding places. Pigs had water and food ad
libitum. Pigs were inspected daily and no health problems were observed during the experimental
period. At 22 weeks of age, one group remained in the conditions previously described (indoor-
group, ID group, n = 12). The second group (outdoor-group, OD group, n = 12) was housed combining
indoor conditions with 4 hours (from 9:00 until 13:00) of outdoor pasture. The outdoor pasture
consisted in 250 m” of unpaved ground with mud and grass surrounded by a fence, with covered area
to protect pigs from sun and access to a drinking point.

At 26 weeks of age, one set of animals (n = 12) from each housing condition (ID/OD, n = 6 for each
group) were loaded in a truck and driven softly during 5 min to the experimental slaughterhouse 1.2
km far away (short transport group, ST). The remaining animals (n=12, 6 of each ID/OD group) were
taken to the slaughterhouse in a 2 hours drive by a winding road (long transport group, LT group). On
arrival, all pigs were unloaded and immediately moved to a gas stunning system and exposed to 90 %
CO; for 3 min before exsanguination. An outline of the experiment giving 4 groups in a 2x2 factorial
design (IDST, ODST, IDLT and ODLT) is shown in Fig 1.

The study was approved by the Institutional Animal Care and Use Committee (IACUC) of IRTA.

Fig 1. Outline of the experimental design. Twenty four pigs at 22-week of age were divided in two
groups: one group (ID, n=12) were housed indoors and the other group (OD, n=12) were left
outdoors four hours per day. One month later, pigs were taken to the slaughterhouse by road
transport in a short drive (ST, 5 min) or long drive (LT, 2 hours). At sacrifice, blood, saliva and brain

regions were collected.

Blood, saliva and brain sampling
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Just before the slaughter, saliva samples were collected by allowing pigs chew a cotton swab during
approximately 30 s. The saliva was stored in Salivette tubes (Sarstedt, Nimbrecht, Germany) and
later centrifuged at 3000 x g for 10 min. Saliva samples were then collected and stored at -80°C until
analysis.

Blood samples were collected at exsanguination from each pig in 10-mL tubes without anticoagulant.
Blood was allowed to clot and serum was obtained by centrifugation at 2000 x g for 10 min and it
was frozen at -80 °C until analysis.

Immediately, 5 min maximum after the slaughter, the skull was opened. The brain was removed and
the HC and PFC were excised, collected as quickly as possible (90 s maximum) in liquid N2 and kept
frozen at -80 °C.

All analytical procedures were performed in samples from all the individuals included in the study.

Serum and saliva biochemistry

Haptoglobin (Hp) was determined spectrophotometrically (Phase Haptoglobin, Tridelta Ltd, County
Kildare, Ireland). Creatine kinase (CK) was determined with the IFCC method (OSR# 6179). Both
techniques were adapted to the Olympus AU400 analyser. Pig-MAP was measured by ELISA
(PigChamp ProEuropa, Segovia, Spain). Cortisol concentrations were determined by ELISA: DRG
Cortisol ELISA for serum samples and DRG Salivary Cortisol ELISA for salivary samples (both from DRG

Diagnostics, Marburg, Germany).

Brain extracts preparation

Brain samples (PFC and HC) were weighted and homogenized in ice-cold 0.15 M NaCl, 0.05 M Tris-HCI
pH 8.0 and 1.0 % Triton X-100 buffer with protease inhibitors (protease inhibitors cocktail, Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO) and dihydroxybenzylamine (DHBA) as internal standard (0.3 g of tissue/mL).
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The mixtures were homogenized by sonication (Branson Digital Sonifier, model 250, Branson

Ultrasonics Corp., Danbury, CT) and the brain extracts were kept frozen in aliquots at -80 °C.

Monoamine neurotransmitter quantification

Brain extracts were homogenized (1:2) in ice-cold 0.25 M perchloric acid containing 0.1 M NaS,0s
and 0.25 M ethylenediaminetetraacetate (EDTA) and kept frozen. After centrifugation at 12000 x g
for 10 min at 4 °C, the concentration of catecholamines (NA, DA, DOPAC and HVA) and indoleamines
(5-HT and 5-HIAA) were determined in 20 pl aliquots using HPLC (Elite LaCHrom, Merck, Hitachi,
Japan) equipped with a Chromolith Rp-18e 100 x 4.6 mm column (Merck KgaA, Darmstadt, Germany)
with electrochemical detection (ESA Coulochem 1l 5200, Bedford, MA). The mobile phase consisted
of 0.5 M citrate buffer pH 2.8, 0.05 mM EDTA, 1.2 mM sodium octyl sulphate (SOS) and 1 %
acetonitrile. The applied voltage was set at 400 mV and the flow rate was 1 mL/min [44]. Validation
of the methodology is described in Arroyo et al. [43] The internal control DHBA allowed the
comparison between runs. Dopaminergic total system (DA-system) and serotonergic total system (5-
HT-system) are calculated as the sum of all metabolites in the pathway (DA, DOPAC and DA; and 5-HT

and 5-HIAA; respectively). Noradrenergic system (NA-system) is only composed by NA concentration.

Serum catecholamines

Serum catecholamines were extracted following the procedure described by Caroldi et al. (1985).
Approximately 10 mg of activated and acid washed alumina was added to 0.1 mL of serum with
DHBA as an internal standard, followed by 0.5 ml of 1.5 M Tris buffer (pH 8.6 containing 0.07 M
EDTA). Samples were shaken vigorously for 30 min, the alumina was precipitated by centrifugation at
300 x g for 1 minute, washed by centrifugation two times with 1 mL of water. Catecholamines were

eluted from the alumina by the addition of 100 pL of 0.25 M perchloric acid containing 0.1 M NaS,0s
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and 0.25 M EDTA and centrifugation at 300 x g for 1 minute. NA and A concentrations were

determined in 20 uL aliquots using HPLC as described above.

Immunoblotting

Antibodies: anti-c-Fos and anti-B-actin antibodies were from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz,
CA, USA), anti-ERK1/2 was from Cell Signaling (Danvers, MA, USA) and Anti-dinitrophenyl (DNP) was
from Sigma (St. Louis, MO, USA). Goat anti-rabbit IgG (H+L) HRP-linked antibody was from Cell
Signaling (Danvers, MA, USA) and sheep anti-mouse IgG HRP-linked whole antibody was from GE
Healthcare (Buckinghamshire, UK).

Total protein concentration of brain samples was determined using the colorimetric Bio-Rad protein
assay, based on the Bradford dye-binding method, according to kit instructions (Bio-Rad, Miinchen,
Germany).

For Western Blot, 40 pg of protein from HC and PFC extracts were resolved under reducing
conditions in SDS-PAGE (12 % acrylamide) and transferred onto polyvinylidene fluoride (PVDF)
membranes (Immun-Blot PDVF, Bio-Rad, Hercules, CA, USA) for 45 min at 300 mA in a semidry
transferring system. Since several gels were run to process all samples, a unique brain sample was
resolved in all SDS- PAGE as internal control to allow inter-gel comparison. Membranes were then
blocked for 1 h at room temperature with 5 % fat-free milk in TBS-0.05 % Tween-20 (TBS-T).
Membranes were incubated with the diluted antibodies (1/200 for c-Fos detection and 1/2000 for
ERK1/2, 1/10000 for B-actin) for 16 h at 4 °C (1 h at room temperature for B-actin), washed and
further probed with horseradish peroxidise (HRP)-conjugated immunoglobulin for 1 h at room
temperature. Antibody binding was visualized by chemiluminescence (ECL, GE Healthcare,
Buckinghamshire, UK). Densitometry was performed in a LAS-3000 Luminiscent Image Analyzer with
the Multi Gauge software (Fujifilm Corporation, Tokyo, Japan). Standardization was performed
against B-actin densitometry to correct for the protein content of the samples and against a control

brain sample to correct inter-gel variation.
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For protein carbonylation content (PC) detection, a Slot Blot was performed, as described in [46] with
some modifications. Lysates from HC and PFC (5 pg) were applied to each slot. After an incubation of
20 min, vacuum was applied until all the liquid above the PVDF membrane disappeared. Sequentially,
the membrane was incubated for 1 min in MeOH, in Transfer Buffer (0.25 M Tris, 0.19 M glycine and
20 % MeOH) and then in 2 N HCI. Samples were derivatized by incubating the membrane in a
solution of 2,4-dinitrophenylhydrazine (DNPH, 100 mg/mL) in 2 N HCl for exactly 5 min. Sequentially,
the membrane was washed for 5 min twice in 100 % MeOH, twice in Transfer Buffer and then twice
in TBS-T. Membranes were incubated overnight at 4 °C with the primary antibody (diluted 1/25000
for DNP and 1/10000 for B-actin) and washed and further probed with horseradish peroxidise (HRP)-
conjugated immunoglobulin for 1 h at room temperature. Antibody binding was visualized by
chemiluminescence (ECL, GE Healthcare, Buckinghamshire, UK). Densitometry was performed in a
LAS-3000 Luminiscent Image Analyzer with the Multi Gauge software (Fujifilm Corporation, Tokyo,
Japan). Standardization was performed against B-actin densitometry to correct for the protein

content of the samples. Samples were assayed by duplicate in two different membranes.

BDNF determination in the HC

HC extracts were diluted 1:5 with DPBS (2.68 mM KCl, 137 mM NacCl, 1.47 mM KH,PQO,, 8.1 mM
Na,HPQ,, 0.9 mM CaCl, 2H,0 and 0.49 mM MgCl, 6H,0) and analyzed by ELISA according to the
manufacturer’s instructions (Promega, Madison, WI1). BDNF concentrations were interpolated from

the standard curve (pg/mL) and calculated as pg of BDNF/mg of protein.

Statistical analysis

All statistical analysis were performed in SPSS 22.0 software (IBM, Chicago, IL, USA). The significance
level was established at P < 0.05 and a tendency was considered at 0.05 < P < 0.1. Descriptive data

are presented with the means and the standard error (mean + SE).

11



256

257

258

259

260

261

262

263

264

265

266

267

268

269

270

271

272

273

274

275

276

277

278

279

280

281

Univariate analysis

Whenever possible, data were log transformed to correct the distribution and hence permit use of
parametric statistics. Normality test of data and residuals was performed for each measure. Normally
distributed measures were analyzed using the UNIANOVA procedure of SPSS with Tukey adjustment.
HVA in the PFC did not show normal distribution and no parametric GENLIN procedure was
performed. In all models, each pig was introduced as the experimental unit, the fixed effects included
were transport (short (ST) and long (LT), housing conditions (outdoor (OD) and indoor (ID)) and their
interaction), and pairwise comparison with Bonferroni adjustment was performed.

Correlations between variables were analysed with Pearson procedure for normal distributed
variables and Spearman procedure for HVA in the PFC. Network visualization of the correlations

among all the variables was performed using the R statistical programming language.

Data preprocessing and multivariate analysis

NA in the PFC had > 20 % of missing data and was therefore removed from further analysis. For the
other variables, all missing data including removed outliers and missing samples were imputed using
the SPSS multiple imputation package.

Differences between ODLT, IDLT, ODST and IDST pigs were investigated applying the multivariate
approach Fisher Discriminant Analysis. Initially, 23 variables (serum Pig-MAP, Hp, CK, NA, A and
cortisol; saliva cortisol; HC c-Fos, ERK1/2, BDNF, PC, NA, DA, total DA-system, 5-HT and total 5-HT-
system; PFC c-Fos, ERK1/2, PC, DA, total DA-system, 5-HT, total 5-HT-system) were included in the
Discriminant Analysis model, and then, the stepwise method selected the discriminant variables on
basis of Wilks’ lambda statistic. The F value was set at Fentry = 3.84 and Fremoval = 2.71. Only
functions with eigenvalues > 1 were selected. Internal cross-validation using leave-one-out method
was performed to measure the robustness and accuracy of the discriminant analysis. A discriminant

score was assigned to each subject for each discriminant function.
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Results

Serum and saliva biochemistry and serum catecholamines

Numerical values are presented in Table 1 and significant differences shown in Fig 2. There was an
effect of housing for the acute phase protein Hp (higher in ID pigs, P = 0.003). The same tendency
was observed for another acute phase protein, Pig-MAP (P = 0.066). In this case there was also an
effect of transport (P = 0.006) and an interaction of both factors (P = 0.035). Bonferroni test showed
that the Pig-MAP level was significantly higher in IDST pigs than in IDLT pigs (P = 0.001) and ODST pigs
(P =0.007). CK, a widely used marker for skeletal muscle damage, was increased by LT (P < 0.001),
whereas no effect of housing nor interaction between both factors was observed. Cortisol in serum
and saliva did not show differences by any of the factors.

Neither housing conditions nor transport to slaughterhouse had any effect on serum NA and A levels.
An interaction of transport and housing was observed for NA serum concentration (P < 0.001).
Bonferroni test showed higher levels of NA in ODLT and IDST pigs than in IDLT (P =0.002 and P =

0.018, respectively) and ODST (P < 0.001 and P = 0.001, respectively) pigs.

Table 1. Serum CK, Hp, Pig-MAP, catecholamines (NA and A) and cortisol (serum and saliva) in pigs
raised indoors (ID) or partially outdoors (OD) and submitted to short (ST) or long (LT) road
transport. Data are presented as means and SE. P values from univariate statistical analysis including
Housing, Transport and their interaction Housing*Transport (H*T) are shown. Statistical significant P
values are in bold. Bonferroni test represent pair-wise comparisons: a= IDST vs IDLT, b = ODST vs

IDST, c = ODLT vs IDLT, d = ODST vs ODLT.

13
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308 Fig 2. Serum CK, Hp, Pig-MAP and NA concentration in pigs raised indoors (ID) or outdoors (OD)
309 and transported to the slaughterhouse in a 5 min drive (ST) or in a 2 hours drive (LT). Data is shown
310 as mean + SE.

311

312 Brain monoamine NT profiles in PFC and HC
313  The concentrations of brain monoamines and their metabolites in PFC and HC are presented in Table
314 2 and significant differences are represented in Fig 3.

315 Table 2. Monoamine neurotransmitter profile in PFC and HC in pigs raised indoors (ID) or partially

316  outdoors (OD) and submitted to short (ST) or long (LT) road transport. DA and 5-HT systems

14
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ODST vs IDST, ¢ = ODLT vs IDLT, d = ODST vs ODLT. ND: not detectable.

respectively). Data are presented as means and SE. P values from univariate statistical analysis
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Fig 3. Monoamine neurotransmitter profile in pigs raised indoors (ID) or outdoors (OD) and
transported to the slaughterhouse in a 5 min drive (ST) or in a 2 hours drive (LT) in the PFC (A) and
HC (B). DA and 5-HT -systems represent the sum of total metabolites in each pathway (DA, DOPAC
and HVA, and 5-HT and 5-HIAA, respectively). Only significant differences are included. Data is shown

as mean + SE.

In the PFC, living indoors or partially outdoors does have a significant effect on DA and HVA
concentration, being higher in OD animals (P = 0.001 and P = 0.004, respectively), leading to an
increase in total DA-system (P < 0.001). Levels of 5-HIAA are also affected by housing conditions (P =
0.002), showing OD animals higher levels of the 5-HT catabolite.

The PFC was extremely sensitive to long transport, being the NA, the DA and the 5-HT pathways
altered. The PFC showed an elevated catecholamine pathway with higher concentration of NA (P <
0.001), and DA (P =0.001) and HVA (P < 0.001) with a concomitant important increase in DA-system

in LT pigs (P < 0.001). In contrast, the concentration of 5-HT decreased slightly (P = 0.046).

16



337 In the HC, DA and its metabolites DOPAC and HVA were increased in LT group (P < 0.001 for DOPAC
338 and HVA, and P = 0.005 for DA), and as a consequence total DA-system was increased as well (P <
339 0.001). An interaction between both factors was observed for DA (P = 0.043). Bonferroni test

340 revealed DA significantly increased in ODLT compared to ODST (P = 0.001) and showed a tendency
341 when compared to IDLT (P = 0.056). For indoleamines, a slight decrease in 5-HIAA concentration is
342 observed in OD pigs versus ID pigs (P=0.037). A slight increase in 5-HIAA was observed in LT group
343 compared to ST group (P=0.014). There was an interaction effect of housing conditions and road
344  transport for 5-HT and total indoleamines (P = 0.017). Bonferroni test showed that there was a

345 reduction of 5-HT and total indoleamines in ODLT pigs compared to IDLT pigs (P =0.029 and P =
346  0.022 respectively) and compared to ODST (P = 0.025 only for 5-HT).

347

348 Molecular markers of stress in PFC and HC: c-Fos, ERK1/2 and

349 protein carbonylation (PC)

350 The abundance of protein corresponding to two well-established stress markers in brain was

351  analyzed in HC and PFC by western blot (Table 3 and Fig 4).

352

353  Table 3. Brain molecular and oxidative stress markers in PFC and HC in pigs raised indoors (ID) or
354  partially outdoors (OD) and submitted to short (ST) or long (LT) road transport. Data are presented
355 as means and SE. P values from univariate statistical analysis including Housing, Transport and their
356 interaction Housing*Transport (H*T) are shown. Statistical significant P values are in bold. Bonferroni
357 test represent pair-wise comparisons: a= IDST vs IDLT, b = ODST vs IDST, ¢ = ODLT vs IDLT, d = ODST
358  vs ODLT. PC: Protein Carbonylation.

359

Transport Statistics (P values)

Housing
it ST Lr Bonferroni
Condition Housing  Transport — H*T f !
Mean SE Mean SE test

Sample Parameter
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373

374

0.060

ID 0.845 0.093 0.595 0.072 E 0.106

PC 0.135 0.076 0.353 Cj 0'656

oD 0.623 0.087 0.541 0.098 d: 0.520

ID 0749 0206 0764 0.124 Z 832;

PEC c-Fos 0.257 0.887 0.942 c_' 0'390
oD 0.987 0.279 1.034 0.151 d: 0879

ID 0.563 0.150 0.582 0.194 E 8‘§f§

ERK1/2 0.693 0.400 0.458 Cj 0'386

oD 0.498 0.076 0.794 0.215 d: 0.252

ID 1527 0.750 1352 0.125 Z 2'?,32

PC 0.001 0.025 0.097 c_' 0'152

oD 2943 0.299 1.886 0.348 d: 0.008

ID 1.147 0.113  1.344 0.098 z 8'22

HC c-Fos 0.351 0.036 0.424 C_' 0'923
oD 0.907 0.143 1325 0.173 d: 0.043

ID 1.154 0.157 152 0172 z 8';11(2)

ERK1/2 0.933 0.055 0.842 C_‘ 0'935

oD 1.097 0.169 1.543 0.276 4 0129

Fig 4. Molecular markers in the HC of pigs raised indoors (ID) or outdoors (OD) and transported to
the slaughterhouse in a 5 min drive (ST) or in a 2 hours drive (LT). (A) Representative Western blot
of c-Fos and ERK1/2 and densitometry of all individual samples (n=24). A sample brain was used as
internal control (C) to allow inter-gel comparison. Actin was used as loading control. Results are
presented as ratios of absorbance units (AU) of protein band to AU of B-actin. (B) Protein
carbonylation (PC) represented as AU of DNP groups to AU of B-actin ratio. Data is shown as mean +

SE.

In the PFC, there was no difference neither in c-Fos nor ERK1/2 due to housing conditions or road
transport. In the HC, the level of c-Fos and ERK1/2 was similar in animals in both housing conditions
(ID, OD). Nevertheless, an increase in the intensity of the band corresponding to these proteins was
observed after a long road transport for both proteins (Fig 4A). Statistical analysis showed an effect
of transport for c-Fos (P = 0.036) and a tendency for ERK1/2 (P = 0.055), with no interaction between
both factors.

18



375  The degree of PC was determined as a marker of oxidative stress by slot blot (Table 3). In the PFC,
376  there was no housing effect, but a tendency was observed for transport (P = 0.076) being lower in LT
377 pigs. In the HC, the level of carbonyl groups was affected by housing conditions (lower levels in ID
378 pigs, P = 0.001) and transport (lower in LT pigs, P = 0.025) (Fig 4B).

379

380 Hippocampal BDNF

381 BDNF was measured in the HC (Table 4). As shown in Fig 5, a decrease in the neurotrophic factor

382  concentration was observed in LT animals (P = 0.012). No effect of housing and no interaction

383  between both factors were shown.

384

385 Table 4. BDNF in HC in pigs raised indoors (ID) or partially outdoors (OD) and submitted to short
386  (ST) or long (LT) road transport. Data are presented as means and SE. P values from univariate

387 statistical analysis including Housing, Transport and their interaction Housing*Transport (H*T) are
388 shown. Statistical significant P values are in bold. Bonferroni test represent pair-wise comparisons: a=

389 IDST vs IDLT, b = ODST vs IDST, ¢ = ODLT vs IDLT, d = ODST vs ODLT.

Transport Statistics (P values)
Housing
Parameter . ST LT i
Condition Housing  Transport H*T Bonferroni
Mean SE Mean SE test
a: 0.201
HC BDNF ID 22.53 1842 17.312 2.358 b: 0.676
(pg/mg 0.804 0.012 0.397
protein) c: 0.428
oD 24,202 3.737 14.27 2.236
d: 0.016
390
391

392 Fig 5. BDNF concentration in the HC of pigs raised indoors (ID) or outdoors (OD) and transported to
393  the slaughterhouse in a 5 min drive (ST) or in a 2 hours drive (LT). Data is presented as mean of
394  pg/mg of protein + SE.

395
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Multivariate analysis

Stepwise discriminant analysis of 23 variables of HC, PFC and serum samples selected 4 variables and
3 discriminant functions that were significantly associated with housing*transport treatments: DA-
system in the PFC, NA in serum, PC in HC and 5-HT in HC. The discriminant analysis showed that
Wilk’s Lambda, as a test of the discriminant functions, were significant (Function 1: lambda = 0.021, P
< 0.001; Function 2: lambda = 0.178, P < 0.001; Function 3: lambda = 0.639, P = 0.014), but only
Discriminant functions 1 (DF1) and 2 (DF2) had eigenvalues > 1 and were included in the posterior
analysis. Coefficients of the selected variables on the discriminant functions are show in Table 5. The
self-verification using internal cross-variation (leaving-one-out method) revealed high accuracy (83.3
%) with only 4 variables (Table 6). DF1 clearly discriminated ODLT pigs from the other groups. DF2
was able to discriminate IDST and ODST groups, the two groups with higher intra-group variability.
There was low overlapping of confident ellipse of IDLT-group with ODST and IDST groups, as also
showed in the internal cross-validation that classified correctly all the individuals, except for one IDST
and two ODST pigs that were included in IDLT group, and one IDLT that was included in IDST group
(Fig 6).

Table 5. Wilks Lambda, Eigenvalues, cumulative proportions and standardized canonical

discriminant function coefficients of the discriminant analysis.

DF1 DF2
Wilks' Lambda 0.021 0.178
Significance <0.001 <0.001
Eigenvalue 7.604 2.586
Cumulative proportion 70.7 94.7
Variables
PC (HC) -0.273 0.702
NA (serum) 0.671 -0.641
DA-system (PFC) 0.975 0.413
5-HT (HC) -0.677 0.357

Table 6. Classification results of self-verification of the discriminant analysis.
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431

432
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434

435

436

Actual Predicted group membership

classification  |psT(%)  IDLT(%)  ODST(%)  ODLT (%)
IDST 5(83.3) 1(167) O 0

IDLT 1(167)  5(833) 0 0

OoDST 0 2(333)  4(66.7) 0

oDLT 0 0 0 6 (100)

There were 21 individuals correctly classified (83.3%)

Fig 6. Score plot from a discriminant analysis. Each subject is represented according the score
obtained for discriminant functions 1 and 2. The colour of these points and of the grouped oval

indicates the experimental groups (IDST, IDLT, ODST and ODLT).

Correlation between all parameters

Network visualization of the correlations among all the variables is represented in Fig 7 and complete
data is presented as S1 Table. In all cases, metabolites in the same pathway were highly correlated in
each region (i.e. DA, DOPAC, HVA; 5-HT, 5-HIAA). In consequence and for simplicity, “DA-system” and

“5-HT-system” terms are used to refer to any of the metabolites in those pathways.

Fig 7. Graphical representation of correlations between parameters. Circle nodes represent NT
parameters, square nodes represent molecular and oxidative stress markers and rectangle nodes
represent general biochemistry parameters. The colour of nodes indicates the sample of origin (red:
PFC; blue: HC; green: serum and purple: saliva). The size of nodes is proportional to the sum of the
correlations (in absolute value) of that parameter with all others. Positively correlated parameters
are connected with a green line and negatively correlated parameters are connected with a red line.
Statistical significance correlations (R > 0.4 and P < 0.05) are represented by thick lines, whereas

correlations with R < 0.4 and P > 0.05 are represented by transparent lines.

Positive correlations: The DA-system is correlated with the NA-system in the PFC and in the HC. Both

systems are also correlated between areas (DA-system in PFC vs HC, and NA-system in PFC vs HC).
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The DA-system in the HC is also correlated to the NA-system in the PFC. Both the DA and NA -systems
in the HC are also correlated to serum catecholamine concentration. c-Fos is correlated to ERK1/2
and DA-system in the HC. Serum CK is correlated to the DA and NA -systems in the PFC and to the
DA-system and c-Fos in the HC. PCis correlated to 5-HT-system in the PFC.

Negative correlations: BDNF is correlated to the NA and DA-systems, c-Fos and ERK1/2 in the HC and
with NA-system in the PFC. The NA and DA -systems are correlated to PC in the PFC, and to serum
acute phase proteins (Hp and Pig-MAP). Serum CK is correlated to BDNF in the HC, to PC in the PFC
and to serum acute phase proteins. 5-HT-system in the HC is correlated to ERK1/2 and PC in the HC
and to serum and saliva cortisol (P = 0.076 for saliva cortisol). c-Fos in the PFC is correlated to c-Fos

and ERK1/2 in the HC.

Discussion

The main objective of the present work was to assess the molecular changes in the HC and the PFC
combining two factors: housing conditions and road transport. In this experiment animals housed
indoors (ID), which is the normal condition in intensive production systems, were compared to
animals spending 4 hours per day outdoors (OD) in a large space during the last month before
slaughter. Animals from both groups were then subjected to both types of road transport: short
transport (ST) consisted in 5 min quiet drive whereas long transport (LT) was 2 hours in a truck
driving by uncomfortable roads. Results are summarized in Fig 8. It has to be taken into account that
the present experiment has been carried out in female pigs, and that several authors have reported
gender-dependent effects in environmental enrichment studies in rodents [25,47,48]. Thus, further
research is needed to test whether there are sex differences in the animal’s response in the porcine

specie.
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Fig 8. Schematic representation of the significant changes in NTs, molecular biomarkers and serum
parameters provoked by living style and road transport. Square nodes are originating tissues and
circle nodes are featured parameters. Size of circle nodes indicates size of ratios between housing
groups or transport groups (ratios were always calculated between higher and lower numerical
values). Orange nodes represent parameters lower in OD versus ID pigs or in LT versus ST pigs. Green
nodes represent parameters higher in OD versus ID pigs or in LT versus ST pigs. Featured parameters
are connected to originating tissues with a grey line. Continuous line represents significant effects of
housing or road transport. Discontinuous line represents significant interaction between both

factors.

Outdoors systems have been claimed to provide the animals with an EE [2,3]. Our results indicate
that pigs raised in this environment four hours per day had lower levels of the acute phase proteins
Hp and Pig-MAP. These proteins are well-accepted markers for infection or inflammation, but they
are also considered indicators of stress [49-52], probably indicating that outdoors rearing
contributes to a better degree of welfare. Serum and saliva cortisol were not altered but blood
samples were taken at slaughter, thus the acute stress due to this procedure should be similar for all
the individuals.

In the CNS, the main pathway reacting to housing conditions was the DA system in the PFC, showing
an important activation indicated by an increase in DA, HVA and total DA-system. DA is known for its
main role in reward seeking behaviour and low levels of DA are associated to impulsive behaviours,
since DA in the brain is linked to feelings of pleasure and general well-being [53,54]. A higher
dopaminergic neurotransmission in the PFC has been described in rats subjected to EE [28]. In
contrast, even though the role of 5-HT in stress and welfare is acknowledged [55], this pathway is
slightly affected in the present study. 5-HIAA, the metabolite of 5-HT, is slightly but significantly
increased in the PFC and slightly decreased in the HC in pigs raised outdoors. This situation may be

similar to that described in rats, where EE conditions reduce the concentration of 5-HT in the HC [30].
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Altogether, our results suggest that having outdoors access, even only four hours per day, increases
the well-being of the pigs. There were no changes associated to housing neither in molecular stress
markers as c-Fos or ERK1/2 in any of the brain areas. It has been reported that EE enhances the levels
of BDNF in the HC [25,31,32], but living indoors or having partial outdoors access does not modify
the levels of this factor in the present study. Nevertheless, an increase in PC in the HC was observed,
but not in the PFC. PC is widely used as an index of the molecular consequences of oxidative stress,
which may lead to deleterious consequences in many biological systems and organs. The higher
oxidation level in the HC in animals living outdoors may be consequence of an effect of sunlight [56],

probably through an indirect mechanism.

Long road transport affected many aspects of the pigs’ biology. In serum, a large increase in CK
concentration was observed, indicating the existence of muscular damage probably associated to a
higher proportion of injuries in a 2-hour transport compared to a 5-min drive. Interestingly, there
was an interaction between housing and transport in serum NA concentration, a marker of acute
stress, suggesting that animals living outdoors were more sensible to long road transport than
animals living indoors.

The DA pathway is largely affected by long road transport. In comparison to short transport, DA, HVA
and DOPAC are increased in the HC and DA and HVA in the PFC. Although, as stated above, DA has
been mainly associated to reward pathways, neurochemical studies have demonstrated that the DA
system is activated also by stressful stimuli [57]. This stress-induced hyperdopaminergic state is
driven by the HC (specifically at the ventral subiculum region, vSub, the primary output of the area)
in a way that, if a threat or specific situation requiring high vigilance is present, the HC will set the DA
system to a higher level of activity, rendering it more reactive to deliver the appropriate response or
facilitating escape [58]. The mechanism may be driven by glucocorticoids (GC) since HC neurons
express GC receptors, may be damaged by stress and have been related to the plasticity of the brain

to adapt to stress [59]. The evolutive meaning is stress being helpful for memory consolidation,
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which is mediated by the HC [60]. Memories are then transferred to the cortex, important for the
executive, cognitive and emotional control of behaviour [12]. Indeed, our results show that the DA
pathway is also activated in the PFC after long transport. Likewise, changes in DA in the PFC during
stress have been associated to a state of vigilance, leading to a better control of locomotion and
increasing neuronal information processing [61]. In laboratory animals, exposure to a variety of
stressors results in an increase of DA as measured by postmortem neurochemistry [62]. This
coincidence of DA being associated to well-being as well as stressful situations is probably linked to
the highly polemic discussion about DA’s role in pleasure and pain [63].

An increase in NA is observed in the PFC after long road transport. The PFC is a crucial component in
the responses to stressful stimuli and it has been suggested that it is selectively activated by social or
psychological stressors [58], which should be the case in pigs transported in a truck. Previous studies
in laboratory animals have shown that both NA turnover and release increase with stress in brain
regions mediating stress responses such as the cortex [64], similar to the situation observed in the
present study in long road transport. This noradrenergic signalling has been linked to the HPA axis
responses [64].

Regarding the serotonergic system, long road transport decreases 5-HT in the PFC and increases 5-
HIAA in the HC but these effects are mild.

Exposure to long transport induced higher levels of c-Fos expression and a tendency for ERK1/2 in
the HC. It is generally accepted that c-Fos induction reflects the functional activity of neurons in
stress-related neuronal circuitries [21,65,66]. For example, c-FOS mRNA concentration was increased
in piglets born from sows subjected to reallocation during late pregnancy, indicating a greater
neuronal activation of the HC and increased perception of a stressful situation [38]. It is well-known
that induction of c-Fos occurs in a wide range of brain structures after exposure of experimental
animals to various acute stressors, including the PFC and the HC [22,67]. In our case, activation of
these pathways occurs after road transport for 2h, in agreement with the reports about c-Fos

expression occurring rapidly, usually within a few minutes with maximal levels at 60-90 min after the
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stressor [14]. Accordingly with this mechanism, c-Fos and ERK1/2 appear to be highly correlated in
the HC (R=0.629, P = 0.002). c-Fos is also correlated to the HC DA-system (R = 0.503 and P = 0.020)
and NA in the PFC (R = 0.541 and P = 0.030). Globally, there is a positive correlation between the DA
and NA systems in both brain areas, and also to serum catecholamines, thus indicating an induction
of these mechanisms during stress, as already reported [68,69]. Interestingly, serum CK is highly
correlated to these NT systemes, linking physical damage to stress-associated neurochemical
pathways.

BDNF is a neurotrophin that plays an important role in synaptic plasticity, neuronal survival,
neurogenesis and neuronal activity [57,70]. Indeed, many different types of acute and chronic
stressors decrease BDNF expression in the HC [19,33] and low hippocampal BDNF expression is
consistently associated with depressive-like behaviour [20,57].In our study, hippocampal BDNF is
decreased to a 60 % after long road transport in pigs, suggesting that this decrease may be one cause
of the negative consequences of road transport stress. Furthermore, BDNF is negatively correlated to
stress-linked brain NT pathways and also to serum CK.

The multivariate discriminant analysis gave interesting conclusions. Animals raised outdoors and
submitted to a long transport (Fig 6, ODLT group, violet oval) were clearly differentiated from the
other groups in an analysis that was based in a combination of DA-system in the PFC, 5-HT in the HC,
NA in the serum and PC in the HC. The inclusion of other parameters does not improve the
discrimination ability of the test. Animals living indoors and outdoors subjected to a short transport
(IDST and ODST groups, blue and red oval, respectively) were also clearly discriminated, indicating
that even a relatively short time in the open air clearly has an effect on the physiology of these
animals.

In conclusion, our work showed that housing conditions and road transport modify the
neurophysiology of pigs, shedding some light about the molecular mechanisms underlying these
changes. Altogether, our results indicate that the animals raised partially outdoors are more affected

by long transport than animals raised indoors, suggesting that they cope differently with unknown
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environments. A plausible explanation would be that those animals, living in a more natural
environment and being more able to express species-specific behaviours, remain more alert to

external stimuli and thus they may be more sensible to novel challenges.
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ABSTRACT

Cognitive bias (CB) has been recently proposed as a tool to study emotions by assessing the cognitive
function through behaviour observation. It is based on the premise that subjects in a negative affective
state perform more negative judgements about ambiguous stimuli than subjects in positive affective state.
This study aimed at investigating if halothane genotype (homozygous Hal-free, NN vs. heterozygous Hal
carrier, Nn) and gender (gilts, G vs. entire males, EM) affect the CB in pigs. Moreover, the results of the
CB test (CBT) were compared with the results of a novel object test (NOT) in order to assess the influence
of fear in the decision taken by pigs during the CBT. The results of both tests were contrasted with the
concentration of brain neurotransmitters in four different brain areas in order to analyse the involvement
of the dopaminergic and serotonergic pathways on the pigs’ affective state and fear. A total of 48 pigs,
in terms of 12Hal-free gilts (NNG), 12Hal carrier gilts (NnG), and 12Hal-free entire males (NNEM) and
12Hal carrier entire males (NnEM) were put on the CBT at the age of 20 weeks and on the NOT four
days later. After two days, pigs were slaughtered and four brain structures (amygdala, prefrontal cortex,
hippocampus and hypothalamus) were dissected for the analysis of brain neurotransmitters. The CBT and
NOT results did not show any effect of the genotype and gender or their interaction on pigs’ emotional
response (p >0.10). However, the CBT correlated positively with the NOT (r=0.49; p=0.0005), with pigs
classified with a negative CB tending to be more fearful in front of the novel object than those with
a positive CB (p=0.05). Moreover, the pigs that took longer to get in contact with the novel object in
the NOT also had lower (p=0.013) concentration of dopamine in the prefrontal cortex and increased
DOPAC/dopamine ratio in the hypothalamus (p=0.003). These results suggest that fear level plays an
important role in the decision taken by the pig dealing with ambiguous stimuli.

© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

bias in animals, refers to the predisposition of an individual to show
behaviours indicating anticipation of relatively either positive or

The assessment of the affective state in non-human animals is a
crucial goal in the study of animal welfare which has to be unequiv-
ocally achieved through behavioural and physiological measures.
Several authors have reported a relationship between cognition
and emotional state in animals (Boissy and Lee, 2014; Dantzer,
2002; Paul et al., 2005). The concept of cognitive bias (CB) refers to
the influence of emotional state on cognition. Whereas, judgement
bias, which is the most widely used technique to assess cognitive

* Corresponding author. Fax: +34 972 630533.
E-mail address: antonio.velarde@irta.cat (A. Velarde).

http://dx.doi.org/10.1016/j.applanim.2016.01.019
0168-1591/© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.

negative outcomes in response to ambiguous stimuli (Mendl et al.,
2009).Individuals in a negative affective state tend to perform more
negative judgements about ambiguous stimuli than individuals in
a positive affective state (Eysenck et al., 1991).

Comparing the CB test (CBT) with other techniques used for
the assessment of the emotional state it provides a better measure
of the valence of the emotion and allows distinguishing between
positive and negative emotional states. Moreover, helps avoid the
confounding effects of the novel environment on animal behaviour
during the test as animals are habituated in a test arena before
being tested, and is not invasive (Mendl et al., 2009; Murphy et al.,
2014b). However, the CBT is not easily repeatable over time since its

Please cite this article in press as: Carreras, R., et al., Effect of gender and halothane genotype on cognitive bias and its relationship with
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ambiguity for pigs is short-lived (Doyle etal.,2011), is time consum-
ing and is difficult to perform in non-experimental, uncontrolled
conditions (Murphy et al., 2014b; Seehuus et al., 2013).

Alarge number of studies have been carried out on CB in several
species (Gygax, 2014) based on the methodology for its assessment
in non-human animals developed by Harding et al. (2004). As yet,
the CB has been used to assess the affective state of farm animals
in response to extrinsic factors, such us environmental enrichment
(Douglasetal.,2012; Wichman et al., 2012), isolation (Diipjan et al.,
2013; Salmeto et al., 2011), restraint (Doyle et al., 2011; Murphy
et al., 2013) and handling practices (Daros et al., 2014; Neave et al.,
2013; Sangeretal., 2011), and to intrinsic factors, such as genotype,
breed or gender.

Several studies have assessed if genotype that is related to anx-
iety or depression like behaviour have an effect in the response to
CBT in rodents (Boleij et al., 2012; Enkel et al., 2010; Kloke et al.,
2014; Richter et al., 2012). Other studies assessed the response to
CBT between different genders of goats (Briefer and McElligott,
2013) and dogs (Miiller et al., 2012). In pigs, the CBT was used
to assess the effects of breed and birth weight on their emotional
response (Murphy et al., 2013, 2014a). However, to our knowledge,
the effects of the gender and the Hal gene on the pigs’ response to
the CBT are unknown.

The Halothane gene, referred to as the porcine stress syndrome
gene, causes malignant hyperthermia, which is usually triggered
by stress being more sever in pigs both Nn (heterozygous Hal car-
rier) and nn (homozygous Hal carrier) than in NN (homozygous
Hal-free) (Rosenvold and Andersen, 2003). Indeed, the Hal carrier
genotypes have been associated with greater stress sensitiveness
in pigs. Moreover, Fabrega et al. (2004) studied the effect of the
Hal genotype in an open field test and demonstrated that Nn pigs
performed more locomotive activity compared with NN pigs.

Regarding the gender, van Erp-van der Kooij et al. (2000) found
that female piglets were more active than males in a backtest.
Moreover other studies have related the gender with differences
in emotional behaviour (Gray, 1971) and in the propensity to take
risks (Felton et al., 2003).

According to Wichman et al. (2012) and Seehuus et al. (2013),
CBT results should be interpreted with caution as they may be con-
founded by individual parameters, such as fearfulness. Fearfulness
may, in fact, have an effect on the perception of the individual ani-
mal towards the test, thus influencing the final result of the CBT.
An individual in an anxiety or fear-inducing situation may bene-
fit from making ‘safety first’ judgements when facing ambiguous
stimuli (Mendl et al., 2009), which may lead to the interpretation
that the response of fearful and anxious individuals to such stimuli
may be excessive.

The novel object test (NOT) is commonly used to assess fear
or anxiety responses to unfamiliarity (Murphy et al., 2014b).
Wichman et al. (2012) found a positive correlation between the
results of the CBT and the level of fear assessed with a NOT in lay-
ing hens. To our knowledge, such a comparison was never made in
pigs.

Brain areas, such as the prefrontal cortex and the amygdala, and
the dopaminergic and serotonergic activities are involved in the
judgement of ambiguous stimuli (Berridge, 2007; Schultz, 1997)
and in the fear response (D’Angio et al., 1988; Davis etal., 1994). The
animal’s affective state or mood may modulate some or all activi-
ties of these brain areas (Mendl et al., 2009; Ruhé et al., 2007). For
example, in mice studies, high brain dopamine levels have been
associated with positive affective state (Ashby et al., 1999; Burgdorf
and Panksepp, 2006), while the absence of D4Rs, a dopamine recep-
tor, has been related to increased avoidance behaviour to novel
stimuli (Dulawa et al., 1999; Falzone et al., 2002). To our knowl-
edge, the involvement of brain neurotransmitters (NT) in the pigs’

emotional state in response to the CBT or NOT has never been stud-
ied.

The overall objective of this study was to determine the CB in
pigs of different gender and carrying or not carrying the Hal gene.
In addition, the study aimed to assess to what extent pigs con-
sider ambiguous the stimulus triggered by the contact with a novel
object (known object but situated in a new location) in the CBT and
the relationship between affective state and fear. Another goal was
to assess the involvement of the dopaminergic and serotonergic
pathways in the response to judgement and fear.

2. Material and methods
2.1. Animals and housing conditions

In this study, 48 crossbred pigs (Landrace x Large White sows
sired with Piétrain boars) were divided into four groups of 12 pigs
each. Each group either consisted of Hal-free gilts, Hal-free entire
males (NNG and NNEM), Hal carrier gilts and Hal carrier entire
males (NnG and NnEM).

At 9 weeks of age, pigs were transported from a commercial
farm to the experimental facilities of IRTA (Monells, Spain) and
housed separately by gender and genotype in 8 pens (6 pigs per
pen). Pigs were kept in pens (5 x 2.7 m) on fully slatted floor under
natural light conditions and at a constant environmental temper-
ature of 22 +3°C. Each pen was provided with one steel drinker
bowl (15 x 16 cm) connected to a nipple and with a concrete feeder
(58 x 34 cm) with four feeding places. Pigs had water and feed ad
libitum. Pigs were inspected daily and no health problems were
observed during the experimental period. The study was approved
by the Institutional Animal Care and Use Committee (IACUC) of
IRTA.

2.2. Cognitive bias test

At 19 weeks of age, pigs were trained and tested individually
for the CB according to the methodology described by Carreras
et al. (2015). Twelve training sessions were performed, 6 with
access and 6 without access to chopped apples (A and NA sessions,
respectively). During the first training session all pigs had access to
chopped apples for 10 min. If the pig did not eat them during the
first and second A sessions, the apples were put 0.5m in front of
the bucket for 2 min in order to encourage the pig to eat them and
learn the association between the bucket and the food. The remain-
ing sessions finished 30 s after the pig ate (in the A sessions) or tried
to eat the chopped apples, i.e., contacted the wire mesh with the
snout (in the NA sessions) or 90s after entering the test pen if the
pig did not eat or try to eat. Pigs were subjected to two training
sessions per day (from 07:00 a.m. to 04:00 p.m.) during 6 consec-
utive days. During the following two days, two additional A and
NA reminder sessions were performed before the test session. The
latency to contact the bucket, defined as the time pigs took from
entering the test pen to the contact with the bucket, was recorded
in all sessions. The pigs that did not learn to discriminate between
the two cues after the reminder sessions were excluded from the
CBT. The criterion used to exclude pigs from the CBT is described in
Carreras et al. (2015). Briefly, pigs were excluded from the study if
the mean time during the two A sessions was higher or equal than
in the two NA sessions.

After the reminder sessions, each pig was individually subjected
to a CBT that finished when the pig ate the chopped apples or 90 s
after the pig had entered the test pen. At the end of the CBT, the test
pen door was opened and the pig returned to the housing pen. The
latency to contact the bucket was also recorded as in the previous
sessions.

Please cite this article in press as: Carreras, R., et al., Effect of gender and halothane genotype on cognitive bias and its relationship with
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Pigs were classified according to the latency to contact the
bucket during the CBT in relation to the reminder sessions accord-
ing to the following formula (adapted from Carreras et al., 2015):

x/[(y+2z)/2] x 100 = adjusted score

where x=latency to contact the bucket during the CBT.y =mean
latency to contact the bucket during the A reminder ses-
sions.z=mean latency to contact the bucket during the NA
reminder sessions.

If the adjusted score was <75%, the animal was classified with
a positive CB (PosCB); if the score was between 75 and 125%, the
animal was classified with a neutral CB (NeuCB); and if the score
was >125% the animal was classified with a negative CB (NegCB).

2.3. Novel object test

The novel object test (NOT) was performed in the same test pen
four days after the CBT. In this test the novel object was represented
by a traffic cone located in the centre of the pen. The traffic cone
was filled with concrete in order to prevent pigs from knocking it
down for the contact. Each pig was individually kept in the test pen
during 5 min. The latency to contact the novel object, defined as
the time pigs took from entering the test pen to contact the traffic
cone, was recorded. The number of times the pig contacting the
novel object (maximum of five times), vocalizations and reluctant
to move events (maximum of 20) were also counted. A reluctant to
move event was defined as a pig stopping for at least 2 s without
showing exploratory behaviour (Dalmau et al., 2009).

These behaviours were both directly noted by one trained
observer and video recorded to ensure consistency in the results.

2.4. Brain neurotransmitters

Two days after the NOT pigs were fasted for 8 h, transported
to the experimental slaughterhouse of IRTA (1.2 km trip), stunned
by exposure to 90% CO, at atmospheric air for 3 min and exsan-
guinated. Immediately after slaughter, the brain was removed and
the selected brain structures (amygdala, hippocampus, hypothala-
mus and prefrontal cortex) were dissected and frozen immediately
at —80°C until analysis.

Samples were weighed and homogenized (1:10w/w) in
an ice-cold 0.25M perchloric acid containing 0.1 M Na,;S,05
and 0.25M ethylenediaminetetraacetate (EDTA). Dihydroxyben-
zylamine (DHBA) and Nw—metil-5-hydroxytryptamine (Nw) were
added as internal standards for catecholamines and indolamines,
respectively. The mixture was homogenized by sonication (Bran-
son Digital Sonifier, model 250, Branson Ultrasonics Corp., Danbury,
CT) followed by centrifugation at 3000 x g for 10 min at 4°C and
the supernatant was kept frozen at —80 °C. After centrifugation at
12,000 x g for 10 min at 4°C, the concentrations of noradrenaline,
dopamine and its metabolites 3,4-dihydroxyphenylacetic acid
(DOPAC), homovanillic acid (HVA) and serotonin and its metabolite
5-hydroxyindole-3-acetic acid (5-HIAA) were determined in 20 L
aliquots using high performance liquid chromatography (HPLC;
Elite LaCHrom, Merck, Hitachi, Japan) equipped with a Chromolith
Rp-18e 100 x 4.6 mm column (Merck KgaA, Darmstadt, Germany)
with electrochemical detection (ESA Coulochem II 5200, Bedford,
MA). The mobile phase consisted of 0.5M citrate buffer pH 2.8,
0.05mM EDTA, 1.2 mM sodium octyl sulphate (SOS) and 1% ace-
tonitrile. The applied voltage was set at 0.4 mV and the flow rate
was 1 mL/min.

2.5. Statistical analyses

The statistical analysis was carried out with the Statistical Anal-
yses System (SAS V9.2; SAS Institute Inc., Cary, NC, 2002-2008).
The significance level was established at p<0.05 and a tendency
was considered at 0.05 <p <0.10. Descriptive data are presented
with the means of time in s and the standard error (mean =+ SE).

Normality test of data and residuals was performed for each
measure. If data were not parametric, they were log transformed
to correct the distribution and when possible parametric statistics
were used. The latency to contact the novel object was normally dis-
tributed after a log transformation, whereas the latency to contact
the bucket during the CBT and the latency to contact the bucket
during the training sessions showed a Poisson distribution. The
CB classification showed a multinomial distribution. Normally dis-
tributed measures were analyzed using the MIXED procedure with
Tukey adjustment. Measures with Poisson or multinomial distribu-
tions were analyzed using the GENMOD procedure. In all models,
each pig was considered as the experimental unit. The fixed effects
included in the models were gender (entire male and gilt), geno-
type (NN and Nn) and their interaction. When the latency to contact
the bucket during the training sessions was analyzed, the accessi-
bility to the food (A and NA sessions), the session order (from 2 to
12) and their interaction were also treated as fixed effects. The first
training session was not included in the analyses because in this
session pigs had access to chopped apples. In the MIXED models,
the housing pen was considered as a random effect.

The correlation between the latency to contact the novel object
and the latency to contact the bucket during the CBT and the
latency to contact the bucket during the A and NA reminder ses-
sions was analysed with the CORR Spearman procedure. The effect
of the CB classification (PosCB, NegCB and NeuCB) regarding the
latency to contact the novel object was analyzed using the MIXED
procedure. The numbers of contacts of the novel object (which fol-
lowed a multinomial distribution) and the number of vocalizations
and reluctant to move events during the NOT (which followed a
negative binomial distribution) were analyzed using the GENMOD
procedure. Each pig was the experimental unit and in the MIXED
model the housing pen was considered as a random effect.

The levels of the NT in each brain area, expressed in ng of NT
per g of tissue, were correlated with the latency to contact the
bucket during the CBT using the CORR Spearman procedure. The
correlations between the NT concentrations and the latency to con-
tact the novel object during the NOT were calculated using the
CORR Pearson procedure when NT concentrations followed a nor-
mal distribution, before or after a log transformation, and a CORR
Spearman procedure when they were not parametric. The MIXED
procedure was used to compare the NT concentrations between
pigs classified as PosCB, NeuCB and NegCB when they followed a
normal distribution. Whereas, the GENMOD procedure was used
when NT concentrations did not follow a normal distribution and
followed a negative binomial distribution.

3. Results
3.1. Cognitive bias test

The latency to contact the bucket during the A training sessions
was lower (p <0.0001) than in the NA sessions starting from train-
ing session 10 (30.38 £2.58s vs. 58.4142.38s; data not shown)
meaning that pigs had learned to discriminate between A and NA
at the end of the training programme. However, 9 pigs (3 NNG, 1
NnG, 2 NNEM and 3 NnEM) were not able to discriminate between A
and NA positions during the reminder sessions and were, therefore,
excluded from the CBT. No differences between genders (p=0.384)
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Fig. 1. Percentage of pigs classified as negative (NegCB), neutral (NeuCB) and pos-
itive (PosCB) to cognitive bias according to gender (G=gilts and EM = entire males)
and Hal genotype (NN = halothane-free, Nn = halothane carrier genotype).

and Hal genotypes (p=0.950), and no effect of their interaction
(p=0.456) were found regarding the latency to contact the bucket
during the training and reminder sessions.

The proportion of pigs classified as PosCB, NeuCB and NegCB
for each treatment group is shown in Fig. 1. The proportion of CB
classes was not affected by gender (p=0.278), genotype (p=0.358)
and their interaction (p = 0.560).

The mean latency to contact the bucket during the CBT was
19.08 +3.23 s and was neither affected by gender (p=0.610) nor
genotype (p=0.789). No significant interaction between these two
factors was found either (p=0.701). This latency was not different
from the mean latency to contact the bucket during the A reminder
sessions either (19.05+3.64s; p=0.994), whereas it was differ-
ent from the mean latency to contact the bucket during the NA
reminder sessions (53.55 +4.34s; p<0.0001).

3.2. Novel object test

The mean latency to contact the novel object during the NOT was
26.10 +2.98 s and was neither affected by the gender (p=0.611) nor
genotype (p=0.228), no significant interaction between them was
found either (p=0.614).

The latency to contact the novel object during the NOT was pos-
itively correlated with the latency to contact the bucket during
the CBT (r=0.49; p=0.0005). However, there was neither corre-
lation between the latency to contact the novel object and the
mean latency to contact the bucket during the A reminder sessions
(r=0.244; p=0.1) nor with the mean latency to contact the bucket
during the NA reminder sessions (r=0.167; p=0.256).

Regarding the CB classification, NegCB pigs tended to take longer
(p=0.05) to contact the novel object than PosCB pigs. Pigs of the
NeuCB class did not differ in the latency to contact the novel object
compared with NegCB and PosCB pigs (Fig. 2). Moreover, no dif-
ferences were found in relation to the number of times that pigs
contacted the novel object, the number of vocalizations and the
number of reluctant to move events during the NOT (Table 1).

3.3. Brain neurotransmitters

The NT levels did not vary between CB classes (Table 2).
Moreover, there was no significant correlation between the time
to contact the bucket in the CBT and any NT in any of the four brain
areas (amygdala, prefrontal cortex, hippocampus and hypothala-
mus; p>0.10). Whereas, in the NOT, significant correlations were
found between the latency to contact the novel object and some
brain NT, with pigs showing a longer latency to contact the novel
object presenting lower concentration of dopamine in the

70
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30 - ab

20 1 I

10 A

time to contact the novel object (s)

O T T 1
NegCB NeuCB PosCB

Fig. 2. The mean time =+ Standard Error in s of the latency to contact the novel object
during the novel object test of the animals classified as negative (NegCB), neutral
(NeuCB) and positive (PosCB) to cognitive bias. Different letters show significant
differences (p <0.05).

prefrontal  cortex (r=-0.374; p=0.013) and higher
DOPAC/dopamine ratio in the hypothalamus (r=0.466; p =0.003).

4. Discussion

A positive correlation between the latency to contact the bucket
during the CBT and the latency to contact the novel object dur-
ing the NOT was found in this study. Wichman et al. (2012) also
observed a similar correlation between the latency to peck at the
bowl near a rewarded ambiguous cue in the CBT and the latency to
contact the novel objectinlaying hens. In agreement with Wichman
et al. (2012), our results suggest that fear plays an important role
in the CBT outcomes. The pigs classified as NegCB in this study took
more time to contact the novel object during the NOT, which indi-
cates that they were more fearful in front of a novel stimulus than
PosCB pigs.

Although CBT and the NOT results are correlated, no correlation
was found between the latency to contact the novel object during
the NOT and the latency to contact the bucket during the A and
NA reminder sessions of the CBT. These results suggest that the
ambiguous stimulus during the CBT is perceived by pigs as more
novel than the known rewarded and unrewarded stimuli during
the reminder sessions (Mendl et al., 2009). This correlation, thus,
can be explained by the individual differences in the fear state while
judging the ambiguous stimuli. Therefore, our results suggest that
responses in front of ambiguous stimuli are more affected by the
level of fear rather than other intrinsic factors, such as gender or
genotype.

Interestingly, pigs showing a longer latency to contact the novel
object in the NOT also presented decreased dopamine concentra-
tion in the prefrontal cortex and increased DOPAC/dopamine ratio
in the hypothalamus. This physiological response may be associ-
ated with the greater level of fear in front of the unknown in these
pigs. The greater DOPAC/dopamine ratio results from the relatively
decreased dopamine levels with respect to its metabolite DOPAC
may suggest that the dopamine degradation pathway to DOPAC and
HVA is more active than the degradation pathway to noradrenaline
(Kandel et al., 2013). Dopamine is involved in the mechanisms
modulating states of fear and anxiety (Espejo, 2003), and, more
specifically, dopaminergic activity plays arole in fear development,
expression and extinction. Dopamine activity in the prefrontal cor-
tex is involved in the neuromodulation of cognitive functions and
its role is critical for fear extinction (Abraham et al., 2014). Indeed,
prefrontal cortex dopamine is increased following fear extinc-
tion (Espejo, 2003). Dulawa et al. (1999) found similar results in
mice comparing the behavioural response in front a NOT between
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Table 1

Variation of behaviours (mean + S.E; in s) between pigs classified as negative (NegCB), neutral (NeuCB) and positive (PosCB) to the cognitive bias test during the novel object

test.

NegCB NeuCB PosCB Pvalue
Contacts to the novel object, n 3.25 + 048 4.60 + 0.24 3.63 +£0.24 0.704
Vocalizations, n 5.75 + 3.33 6.4 + 3.66 5.63 + 1.27 0.839
Reluctant to move events, n 1.75 £ 0.63 1.00 £ 0.77 2.20 £ 0.63 0.470

Table 2
Concentrations of the neurotransmitters (mean + S.E.; in ng/g tissue)) in each brain region of negative (NegCB), neutral (NeuCB) and positive (PosCB) to cognitive bias test
pigs.
Variable? NegCB NeuCB PosCB p value
Amygdala NA 213.7 + 23.09 146.8 + 9.60 2109 + 11.71 0.106
DA 416.7 + 66.42 366.3 + 39.77 464.1 + 27.79 0.673
DOPAC 416.7 + 66.42 84.3 £ 7.69 90.2 + 4.97 0.718
HVA 294.5 + 28.44 364.4 + 26.07 358.9 + 16.02 0.445
5-HT 12294 + 226.41 942.0 + 80.78 1153.1 + 57.46 0.532
5-HIAA 315.3 + 226.42 294.4 + 80.78 316.8 + 57.46 0.866
Prefrontal NA 174.1 £ 14.95 164.1 + 17.29 161.4 + 4.78 0.531
cor- DA 13.0 +£1.18 18.7 +£ 6.39 254 +4.10 0.337
tex DOPAC 8.2+ 214 15.2 + 4.82 153 + 1.77 0.266
HVA 28.6 +4.58 67.1 £+ 20.26 71.1 £ 6.99 0.112
5-HT 343.9 + 28.05 310.1 + 60.57 323.0+£8.13 0.264
5-HIAA 108.9 + 28.05 111.7 £ 60.57 114.8 £ 8.13 0.636
Hippocampus NA 170.2 + 20.57 193.2 + 20.57 1779 £ 7.10 0.621
DA 28,5 +5.25 27.9 + 4.07 27.2 + 1.08 0.984
DOPAC 3.1+ 136 4.0 + 0.90 34+ 0.29 0.641
HVA 26.8 +£2.26 30.8 £ 5.09 31.1 +1.87 0.747
5-HT 355.8 + 39.07 388.6 + 18.80 336.3 + 13.18 0.396
5-HIAA 126.6 + 39.07 150.2 + 18.80 133.0 + 13.18 0.548
Hypothalamus NA 2092.9 + 559.29 2268.4 + 524.60 24959 + 182.75 0.669
DA 695.1 + 59.69 537.9 + 158.12 540.7 + 57.62 0.687
DOPAC 130.7 + 50.95 77.0 + 26.57 93.6 + 9.87 0.636
HVA 429.6 + 55.01 382.3 + 75.76 419.9 + 36.91 0.894
5-HT 821.8 + 151.80 6204 + 131.74 771.2 £ 60.97 0.601
5-HIAA 647.7 £ 151.79 3044 + 131.74 447.5 + 60.98 0.299

2 NA: noradrenaline; DA: dopamine; DOPAC: 3,4-dihydroxyphenylacetic acid; HVA: homovanillic acid; 5-HT: serotonin; 5-HIAA: 5-hydroxyindole-3-acetic acid.

D4R-knock-out (inhibition of a dopamine receptor) and wild-type
mice. They found that D4R-knock-out mice showed decrease explo-
ration in front novelty. Moreover, Falzone et al. (2002) also found
that D4R-knock-out mice showed heightened avoidance to the
more fear-provoking areas of the elevated plus maze and the
light/dark preference exploration test compared with the control
group.

Likewise Carreras et al. (2015), at the end of the training period
of this study, pigs were able to learn to discriminate between a posi-
tive and a negative cue based on its location. However, this learning
capability was independent from their gender and genetic back-
ground. Miiller et al. (2012) also failed to find an effect of the gender
on the learning process of dogs in the CBT. Whereas, Briefer and
McElligott (2013) reported a faster learning skill in female than in
male goats during the training for the judgement bias task. Sex dif-
ferences in spatial abilities have been also largely reported in rodent
species, with males giving better results than females (Roof, 1993;
Williams and Meck, 1991). Furthermore, the lack of difference of
learning capability between NN and Nn pigs was also reported by
Dantzer and Mormede (1978). The low level of handling stress dur-
ing the training sessions and the habituation of the pigs to the test
conditions during the first training sessions of the CBT may have
levelled the differences between the two genotypes in this study.

No difference was found between genotypes and genders in CB
during the CBT in this study. Murphy et al. (2013) did not find dif-
ferences in judgement bias between pigs and minipigs either. The
lack of the effect of the Hal gene on pigs’ CB as assessed in the
CBT is surprising based on the results of a number of behaviour
studies indicating a greater locomotive activity and exploratory
behaviour in pigs carrying the Hal gene (nn or Nn) compared with
non-carrier genotypes (Fabrega et al., 2004; Robert and Dallaire,

1986; Schaefer et al., 1989). These results either suggest that Nn
and NN pigs do not differ in the affective state or that the CBT
efficiency is species-specific and thus may not be an appropriate
method for the assessment of CB in pigs. Indeed, the CBT success-
fully showed differences between genotypes in rat studies. Enkel
et al. (2010) and Richter et al. (2012) using the “learned helpless-
ness” genetic rat model of depression in which the experience of
uncontrollable stress leads to a helpless state with depression-like
symptoms found a more negative response in front of an ambiguous
stimulus in helpless rats than non-helpless rats.

The lack of difference in the affective state as assessed by the CBT
between entire males and gilts found in this study agrees with other
previous behavioural studies involving these two genders of pigs
(Hessing et al., 1993; van Erp-van der Kooij et al., 2000). Studies on
dogs and goats using CB techniques did not find gender differences
either (Briefer and McElligott, 2013; Miiller et al., 2012).

In this study, 76.9% of pigs responded positively in front of the
ambiguous cue. Moreover, the mean latency to contact the bucket
during the CBT did not differ from the mean latency to contact
the bucket during the A reminder sessions, while it did during NA
reminder sessions. These results suggest that the mild severity of
the unrewarded reinforcer may predispose the pig to assume lit-
tle risk when exposed to the ambiguous cue (Mendl et al., 2009).
Therefore, the motivation for exploration exceeds the potential fear
aversion of the stimulus (Asano, 1986).1f a more severe unrewarded
reinforcer, such as an air puff (Brajon et al., 2015; Svendsen et al.,
2012) or an electric shock (Enkel et al., 2010; Rygula et al., 2013),
was applied fewer pigs may have been classified as PosCB in this
study.

In agreement with the results of the behavioural tests, pigs
showing different CB classification did not present differences in
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NT in any of the brain areas analysed. These results are opposite
to the results of Doyle et al. (2011) that showed that sheep with
administration of serotonin inhibitor (p-chlorophenylalanine) had
a more negative CB compared with the control group. Moreover,
Sharot et al. (2012) showed that the administration of a drug that
enhances dopaminergic function (dihydroxy-L-phenylalanine; L-
DOPA) increased the positive bias in humans, reducing negative
expectations regarding the future. The lack of consistency between
the CBT and NT levels in the present study may indicate that, as
stated above, the mild severity of the unrewarded reinforcer or the
overlapping effect of the slaughter could mask or prevent conspic-
uous changes in NT.

5. Conclusions

The results of this study showed that pigs’ emotional response
as assessed using the cognitive bias and the novel object tests is
neither affected by the gender nor by the halothane genotype.
A positive correlation was found between CBT and NOT suggest-
ing that fear level plays an important role in the decision taken
by the pig in dealing with an ambiguous stimuli. Pigs showing
longer latency to contact the novel object also presented decreased
dopamine concentration in the prefrontal cortex, supporting the
evidence of the paper of dopamine in the fear response. However
further research on both behaviour and related brain NT activity is
necessary to confirm this interpretation.
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Measures of animal emotions are essential to assess animal welfare. Recently, the cognitive bias tech-
nique has been proposed as a measure of animal affective state. This technique is based on the premise
that subjects in negative affective states make more negative judgements about ambiguous stimuli than
subjects in positive affective states. In the present study, 44 female pigs were divided into two groups of
equal size (22 pigs each): one group was allocated in enriched housing conditions (more space allowance,
presence of straw and solid floor) and the other in barren housing conditions (lower space allowance and

g?é ‘r/lvizirg::bias slatted floor) in order to induce differences in the affective state. Three cognitive bias tests (CBT) based
Pigs on spatial discrimination were performed: 1 week before starting the housing conditions (CBT1) and

1 and 5 weeks (CBT2 and CBT3, respectively) after it. Moreover, 3 and 4 days after each CBT, a quali-
tative behaviour assessment (QBA) and a serum sampling for the assessment of cortisol concentration
were carried out. Finally, the number of wounds was counted on the pig carcass at slaughter. The results
showed that the cognitive bias did not differ between treatment groups in any of the two CBT carried
out after starting the housing conditions (p > 0.05). However, during the CBT2 and CBT3 when compared
with the barren group the enriched group presented a lower concentration of serum cortisol (p=0.008
and p=0.011, respectively), a higher QBA score (p=0.022 and p=0.027, respectively) and a lower number
of wounds on the carcass (p=0.05). Considering the QBA, serum cortisol and carcass wounds results, the
CBT used in this study was not valid or not sensitive enough to assess the variation in the affective state
between pigs raised in different housing conditions.

Housing conditions

Qualitative behaviour assessment
Cortisol

Carcass wounds

© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Assessing the affective state in animals has become one of the
most important challenges for the animal welfare scientific com-
munity during the last decades. As animals cannot report their
feelings, scientists have developed and tested several behavioural
and physiological measures in order to assess animal emotions.
Although these measures offer a great deal of information, to fully
understand animals’ affective state the cognitive component must
be also considered (Paul et al., 2005). The term cognitive bias has
been used as a general label for the effects of the affective state
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E-mail address: antonio.velarde@irta.cat (A. Velarde).

http://dx.doi.org/10.1016/j.applanim.2016.09.006
0168-1591/© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.

on the cognitive processes (Mendl et al., 2009). A large number of
studies in humans have reported how emotional states can bias
different cognition processes, such as attention, memory or judge-
ment (Bradley et al.,, 1997; Mineka et al., 1998). Based on these
findings, Harding et al. (2004) first reported the effect of the affec-
tive state on judgement in rats being exposed to unpredictable
housing using a cognitive bias test (CBT). Their results showed that
rats exposed to unpredictable housing, widely demonstrated to
induce a mild stress/depression-like state, perceived the ambigu-
ous stimulus as more negative than rats exposed to predictable
housing. Since this first experiment, a large number of studies have
been carried out in different species (for a review see Baciadonna
and McElligott, 2015; Gygax, 2014; Mendl et al., 2009). Among the
different treatments that have been performed to induce changes
in affective state, the manipulation of housing conditions is one of
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the most used. Indeed, the effect of different housing conditions
on the cognitive bias has been assessed in several species, such
as rats (Brydges et al,, 2011; Burman et al., 2008), European star-
lings (Bateson and Matheson, 2007; Matheson et al., 2008), sheep
(Vogeli et al., 2014), laying hens (Wichman et al., 2012), horses
(Lockener et al., 2016) and pigs (Douglas et al., 2012; Scollo et al.,
2014).Some of these studies confirmed the hypothesis that animals
raised in better housing conditions have a more positive cognitive
bias (Bateson and Matheson, 2007; Brydges et al., 2011; Douglas
et al., 2012; Lockener et al., 2016; Matheson et al., 2008), while
others failed to report so (Burman et al., 2008; Scollo et al., 2014;
Wichman et al., 2012).

Providing the housing pen with enrichment, and particularly
with rooting material, such as straw, is known to have a positive
effect on pigs’ welfare (De Jong et al., 1998; Scott et al., 2006).
Indeed, straw offers a recreational and nutritional stimulus, and
bedding (Fraser et al., 1991). Moreover, floor characteristics are
known to have an effect on some behavioural patterns, the type
and the prevalence of body lesions, and the health of pigs (Kilbride
et al., 2009). For example, pigs housed on slatted floor reduced sig-
nificantly the time devoted to floor exploration, redirecting this
behaviour towards other pen features and their pen mates (Averos
et al,, 2010a). Higher stocking density also has a negative effect
on pigs based on both behavioural and physiological indicators
(Aver6s et al.,, 2010a,b; Jensen et al., 2010). Indeed, stocking den-
sity is known to be an important risk factor for tail-biting (Moinard
et al., 2003).

Scientific evidences on the effects of stocking density on cogni-
tive bias in pigs are unclear, ranging from no effect (Scollo et al.,
2014) to a more positive cognitive bias in pigs provided with more
space, solid floor, straw and objects to manipulate compared with
those raised at lower space allowance and on partially slatted floor
(Douglas et al., 2012). Some authors suggest that changing hous-
ing conditions may have an immediate effect on affective state,
although this effect appears to disappear over time (Lockener et al.,
2016). Whereas, other authors suggest that to alter the affective
state through the housing conditions, animals must experience a
drop or animprovement in the environmental quality (Bateson and
Matheson, 2007).

The qualitative behaviour assessment (QBA) is a method based
on the ability of human observers to integrate perceived animal
behaviours using 20 descriptors such as ‘relaxed’, ‘tense’, ‘frus-
trated’ or ‘active’. Previous research has shown that this technique
has high inter- and intra- observer reliability and is coherent with
other behaviour and welfare measures (Rousing and Wemelsfelder,
2006; Wemelsfelder et al., 2001). Temple et al. (2011) found that
Iberian pigs raised in extensive conditions were in more positive
mood than Iberian pigs raised in intensive conditions according to
the QBA results.

Animals raised in barren housing conditions are might be
expected to have higher concentrations of serum cortisol since
they are potentially exposed to more stressful situations (Mostl and
Palme, 2002). However, the results about the effects of the environ-
mental enrichment in the pen on serum cortisol concentration in
pigs are rather inconclusive, ranging from a positive effect (Janssens
etal., 1994), to none (Pearce and Paterson, 1993; Scollo et al., 2014)
or negative (De Jong et al., 1998). Indeed, there are a number of fac-
tors which can influence the concentration of this indicator such as
the time of day/night, physical activity, health, feeding or tempera-
ture and humidity, hindering the assessment of a specific treatment
effect on this hormone.

Barren housing conditions are known to promote harmful social
behaviour, aggressions and higher stress levels in pigs, leading to
altered carcass and meat quality (van de Weerd and Day, 2009).
One of the measures that can be used to assess such effects is the
number of wounds on the carcass, however other factors, such as,

the way pigs are transported from the farm to the slaughterhouse
and the mixing of pigs during the lairage at the slaughterhouse can
mask the effects caused by the type of housing conditions.

The aim of the present study was to assess if pigs raised in
enriched housing conditions, i.e. lower stocking density, solid floor
and presence of straw, showed a more positive affective state as
assessed by the CBT and QBA and had lower serum cortisol concen-
tration and number of wounds on the carcass than those raised in
more barren housing conditions, i.e. higher stocking density, slatted
floor and no provision of enrichment material.

2. Material and methods
2.1. Animals and housing conditions

A total of 44 female pigs aged 8 weeks originating from the
same commercial farm were housed in four pens of 11 animals
each at the experimental facilities of IRTA (Monells, Spain). Pigs
were crosses of Large White x Landrace with Piétrain heterozygous.
During 7 weeks, pigs were kept in the same housing conditions,
which consisted in a fully slatted floor with a space allowance of
1.2m?/pig. During the following 8 weeks, in two pens this den-
sity was maintained (enriched treatment), but the floor changed
to concrete and 700 g of chopped straw/pig were provided every 2-
3 days, while in the other two pens space allowance was reduced to
0.7 m?/pig (barren treatment). Pedersen et al. (2014) found that the
straw amount identified to meet the pigs’ need to explore was close
to 400 g per pig and day. During the experiment, pigs were housed
under natural light conditions at an environmental range temper-
ature of 22 +3°C. Each pen was provided with one steel drinker
bowl (15 x 16cm) connected to a nipple and a concrete feeder
(58 x 34 cm) with four feeding places. Pigs had water and food ad
libitum and were inspected daily. At 23 weeks of age, pigs were
transported to the experimental slaughterhouse of IRTA (1.2 km
trip) in pen groups. Afterwards, a 1 h lairage was carried out main-
taining the housing pen groups and pigs were stunned by exposure
to 90% CO, at atmospheric air for 3 min and exsanguinated after-
wards. The study was approved by the Institutional Animal Care
and Use Committee (IACUC) of IRTA.

2.2. Cognitive bias test

Three cognitive bias tests (CBT) were carried out: one 2 weeks
before changing the housing conditions (CBT1) and the other two
after 1 and 5 weeks (CBT2 and CBT3, respectively) while pigs were
in the new housing conditions. Pigs were trained and tested indi-
vidually for the CBT according to the methodology described by
Carreras et al. (2016).

2.2.1. Habituation and training sessions

Before carrying out the training and the test sessions, pigs were
habituated to the test pen (habituation sessions), first in groups,
that is, all the pigs of each pen were moved from the housing pen
toa31.5m? test pen (4.7 length x 6.7 m width) and remained there
for 1 h during 2 consecutive days. During the 2 following days, pigs
were habituated to the test pen individually, that is, each pig was
moved from the housing pen to the test pen and remained there
for 5 min. During the individual habituation sessions, a bucket with
chopped apples was presented in front of one side (left or right)
of the wall opposite to the pen door. The bucket was presented
on the left side for half of the pigs and on the right side for the
other half, following a balanced pattern for each housing pen. If the
pig did not eat the chopped apples after the 5min of habituation
an experimenter entered the pen and put three apple chops half
meter in front of the bucket. Later on, the experimenter left the pen
and 3 more min were provided. After the habituation sessions, pigs
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performed 44 training sessions, 22 with access to chopped apples
(rewarded session; R) and 22 without access to chopped apples
(punishment session; P). A line was drawn on the floor 1 m around
each bucket location. During the P sessions, when the front legs
of a pig crossed back over the line, an air puff was blown from
the wall just over the bucket to the pig’s face until it escaped (i.e.
crossed back the line). Half of the pigs had the Rlocation on the right
and the other half had it on the left side according to the position
of the bucket during the habituation sessions. Each pig performed
two R and two P sessions per day. The training sessions finished
305 after the pig crossed the line around the bucket with the front
legs or 90s after entering the test pen if the pig did not cross it.
The latency to cross the line around the bucket, defined as the time
taken by the pigs from the entrance into the test pen to cross the line
around the bucket with the front legs, was recorded in all sessions.
At the completion of the training sessions, the CBT1 was performed.
Twelve training sessions (6 R and 6 P) were carried out before both
the CBT2 and CBT3. Pigs that did not learn to discriminate between
R and P after the end of each training sessions were excluded from
the CBT. Following the criterion described by Carreras et al. (2015),
pigs were excluded from the CBT if the mean time taken to cross
the line around the bucket in the last two R sessions was equal or
longer than in the last two P sessions.

2.2.2. Cognitive bias test (CBT)

The three CBT were performed following the same procedures.
Two R, two P and one test session were performed each day during
5days. Those R and P sessions were defined as reminder sessions.
The order of these five sessions was random for each day. There
were three test locations, one in the middle between R and P (M
test) that was presented for 3 days, one between the R and the mid-
dle (R test) and the other between the P and the middle (P test) that
were presented one day each. An M test was presented to all pigs
during the first day, the other two M tests and the P test and R test
were randomly distributed during the other 4 days. In all tests the
bucket was empty. The sessions finished 30 s after the pig crossed
the line around the bucket with the front legs or 90 s after entering
the test pen if the pig did not cross it. As in the training sessions,
the latency to cross the line around the bucket was recorded in all
sessions.

2.3. Qualitative behaviour assessment (QBA)

Three QBA were carried out during the experiment, 3 days after
each CBT (QBA1, QBA2 and QBA3). The QBA was performed follow-
ing the Welfare Quality® protocol (Welfare Quality®, 2009) using
descriptive terms with an expressive connotation to reflect ani-
mals’ experience of a situation (Wemelsfelder, 2007). Each pen
was observed for 10 min by a trained observer and a rating scale
of 125mm was used to score the pigs in each pen based on 20
behaviour terms, namely active, relaxed, fearful, agitated, calm,
content, tense, enjoying, frustrated, sociable, bored, playful, posi-
tively occupied, listless, lively, indifferent, irritable, aimless, happy
and distressed. A global score for each pen was obtained introduc-
ing all term scores in a formula described in the Welfare Quality®
Assessment protocol for pigs (Welfare Quality®, 2009). Based on
this formula, the higher the score obtained, the higher is the pos-
itive emotional state. More detailed information about the overall
methodology of assessment and score obtained can be found in the
Welfare Quality® Assessment protocol for pigs (2009).

2.4. Serum cortisol concentration analysis
Serum samples were collected on farm at three different times,

4 days after each CBT (S1, S2 and S3) and at the time of slaugh-
ter (S4) in all pigs at 9:00 a.m. blood samples were collected in

10 mL tubes without anticoagulant by cava venepuncture using a
vacutainer needle at the farm and during exsanguination at the
slaughterhouse. Blood was allowed to clot and serum was obtained
by centrifugation at 2,000 x g for 10 min and it was frozen at —80°C
until analysis. Cortisol concentrations were determined using com-
mercial ELISA kits (DRG Diagnostics, Marburg, Germany).

2.5. Wounds on the carcass

The number of wounds on the carcass in each pig was assessed
using the Welfare Quality® protocol for pigs (Dalmau et al., 2009)
considering five anatomical regions (ears, front, middle, hind-
quarters and legs) on one side of each carcass. No distinction was
made between old and fresh wounds. Scores of 0 (<2 lesions in all
regions), 1 (2-10 lesions in at least one region) and 2 (>10 lesions
in at least one region) were given for each carcass by a trained
observer on the slaughter line after scalding.

2.6. Statistical analyses

The Statistical Analyses System (SAS V9.2; software SAS Insti-
tute Inc., Cary, NC; 2002-2008) was used to analyse data and the
significance threshold was <0.05. Descriptive data are presented
with the mean and the standard error (mean =+ SE).

Normality test of data and residuals was performed for each
measure. If data were not parametric, they were log transformed
to correct the distribution and, when possible, parametric statistics
were used. The latency to cross the line around the bucket dur-
ing the CBT showed a Poisson distribution and was analyzed using
a GLIMMIX procedure (nonlinear model), whereas serum cortisol
concentration and the QBA score were normally distributed after
a log transformation and was analyzed using a MIXED procedure
(general linear mixed model). The score obtained from the number
of wounds on the carcass showed a multinomial distribution and
was analyzed using a GLIMMIX procedure. Each pig was considered
as the experimental unit in all models, except for the QBA, whose
data were analyzed considering the housing pen as the experimen-
tal unit. When the latency to cross the line around the bucket during
the training sessions was analyzed, the accessibility to the food (R
and P sessions), the session order and their interaction were treated
as fixed effects. In the analysis of the latency to cross the line around
the bucket during each reminder (R and P) and test sessions (R test,
P test and M test), the treatment (enriched vs. barren housing), the
CBT (CBT2 and CBT3) and their interaction were included as fixed
effects and the latency to contact the bucket during the CBT1 was
considered as a co-variable. In the analysis of the serum cortisol
concentrations, the treatment (enriched vs. barren housing), the
sampling order (S2, S3 and S4) and their interaction were included
as fixed effects and the serum cortisol concentrations during S1
were considered as a co-variable. When the QBA scores were ana-
lyzed, the treatment (enriched vs. barren housing), the QBA (QBA2
and QBA3) and their interaction were included as fixed effects and
the QBAT1 as a co-variable.

3. Results

During the CBT1, when compared with P training sessions, the
latency to cross the line around the bucket during R training ses-
sions was lower starting from training session 4 (36.26+7.30s
vs. 58.90 £ 6.93 s; p=0.014), meaning that the pigs learned to dis-
criminate between the two reinforcers from this session onwards.
However, after the 44 training sessions three pigs (6.82%) were not
able to discriminate between R and P, therefore the outputs of the
CBT1 of those pigs were excluded from the analyses. Regarding the
training sessions of the CBT2 and CBT3, pigs were able to discrim-
inate between R and P from training session 1 (p<0.0001 in both



42 R. Carreras et al. / Applied Animal Behaviour Science 185 (2016) 39-44

Table 1
Latency to cross the line around the bucket (mean +S.E.; in s) in each cognitive bias
test (CBT) for the two treatment groups (enriched vs. barren housing).

Table 2
Qualitative behaviour assessment scores (QBA) (mean +S.E.) in the two treatment
groups (enriched vs. barren housing).

Housing conditions

Session Enriched Barren P—value
(n=22) (n=22)
CBT1? R reminder® 16.51+1.95 9.24+1.35 -
(co-variable) R test? 16.14+568 11.95+5.17 -
M test? 14.88 +3.32 20.50+4.08 -
P test® 44.09 +8.44 37.18+8.18 -
P reminder® 79.42+1.61 82.76+1.42 -
CBT2? R reminder 15.24+1.82 6.37+0.85 0.007
R test 17.71 £6.45 6.14+0.73 0.060
M test 16.83+£3.13 20.38+3.54 0.579
P test 40.90+7.29 49.27 +8.54 0.394
P reminder 77.90+1.79 85.90+1.05 0.029
CBT3? R reminder 11.64+1.41 7.90+1.06 0.778
R test 10.24 +2.53 19.10+6.28 0.119
M test 22.11+3.60 24.58 £3.76 0.822
P test 53.95+8.26 57.95+8.42 0.664
P reminder 82.74+1.41 86.51+0.92 0.096

2 Cognitive bias test 1 (CBT1) was carried out 2 weeks before changing the housing
conditions and cognitive bias test 2 (CBT2) and cognitive bias test 3 (CBT3) were
carried out 1 and 5 weeks after.

b R reminder: rewarded reminder; R test: rewarded test, between the rewarded
reminder and the middle test positions; M test: middle test, between the rewarded
and the punishment reminder positions; P test: punishment test, between the pun-
ishment reminder and the middle test positions; P reminder: punishment reminder.

trials) and in this case, two (4.55%) and one (2.27%) pigs were not
able to discriminate between the two reinforcers, respectively, and
therefore were excluded from the analyses.

The mean latencies to cross the line around the bucket for each
session during the three CBT for each treatment group are pre-
sented in Table 1. When the CBT2 and CBT3 results are compared,
the latency to cross the line around the bucket was only lower
in the barren group for the R test in the CBT2 (6.14+0.73s vs.
19.10+6.28s; p=0.03).

The means of the QBA scores of the two pens of each treatment
and the means of the serum cortisol concentrations of all pigs of
each treatment are presented in Table 2 and in Table 3, respectively.
No difference in the serum cortisol concentration and the QBA score
was found between S2, S3 and S4 and between QBA2 and QBA3
for each treatment group (p>0.05; data not shown). Inter-assay
coefficient of variation of cortisol samples was 8.6%.

Pigs in the enriched group presented a lower score obtained
from the number of wounds on the carcass than pigs in the barren
group (0.82+0.12 vs. 1.18 £ 0.12; p=0.05).

4. Discussion

In this study, the latency to cross the line around the bucket did
not differ between the enriched and the barren group for any test
session (R test, M test and P test) in any CBT (CBT2 and CBT3). These
results are in contrast with those reported by Douglas et al. (2012)
who found that pigs housed in enriched conditions (1.9 m2 of space
per pig, solid floor, straw and several objects to manipulate) had a
more positive cognitive bias compared with pigs housed in barren
conditions (1.2 m?2 of space per pig, partially slatted floor and some
wood to manipulate) may be due to the use of different forms of CBT
and different timescales. The lack of differences between groups in
the present study may suggest that the CBT is not valid or sensitive
(as defined by Martin and Bateson, 1993) enough to assess varia-
tion of the affective state between pigs raised in different housing
conditions. Indeed, Scollo et al. (2014) also failed to find differences
in the latency to reach the bucket between groups of pigs raised at
different densities.

Housing conditions

Enriched Barren P— value
(n=2) (n=2)
QBA1? (co-variable) 44.50+7.50 47.50+8.42 -
QBA2° 67.60+11.30 23.90+2.45 0.022
QBA3*? 77.40+4.10 31.80+1.50 0.027

2 QBAT1: score obtained 2 weeks before changing the housing conditions; QBA2:
1 week after changing the housing conditions; QBA3: score obtained 5 weeks after
changing the housing conditions.

In this study, when compared with the barren group, the
enriched group took longer time during the R reminder sessions
and shorter time during the P reminder sessions of the CBT2 to cross
the line around the bucket. These results are surprising as pigs of
both groups were trained to differentiate these stimuli in the same
way and contrast with the common thinking about the beneficial
effect of the environmental enrichment on animals’ learning abili-
ties(vanPraagetal.,2000; Young, 2003). Thus, these results suggest
that pigs raised in barren housing conditions had better abilities to
learn about the reinforcement of both R and P stimuli compared
with pigs raised in enriched conditions. An explanation may be the
greater motivation of barren pigs to compete for resources they are
not used to (Pedersen et al., 2002), resulting in a greater stimulation
to discriminate between the two stimuli more accurately compared
with pigs raised in an enriched environment.

Interestingly, the time taken by the pigs in the barren group to
cross the line around the bucket in the R test was lower in the CBT2
compared with the CBT3. This result suggests that raising pigs in
barren housing conditions may alter their cognitive bias after a cer-
tain period of time (i.e. 5 weeks). Those results are opposite to the
ones reported by Lockener et al. (2016) that suggested that cogni-
tive bias differences between horses housed in different conditions
were only found just after changing those conditions but disappear
after a certain period of time. Indeed, during the CBT3 pigs were 20
weeks old and heavier than during the CBT2, making the reduced
space allowance a resource to compete for. It is known that the
competition for space in the pen results in stress in pigs (Turner
et al., 2000) and may have a negative effect on the affective state of
the pigs in the barren group.

In this study, pigs learned to discriminate between R and P stim-
uli after four training sessions, that are faster (10 training sessions)
than in previous studies carried out at the same research facili-
ties (Carreras et al., 2015, 2016). The introduction of the air puff
in the P sessions aiming at increasing the severity of the negative
reinforcer and balance the value between the negative and the pos-
itive reinforcers (Mendl et al., 2009) may have helped to speed up
the learning process and discriminate between the positive and the
negative stimuli, increasing the efficiency of the CBT (Murphy et al.,
2014).Moreover, similarly to Carreras et al.(2015), during CBT2 and

Table 3
Serum cortisol concentrations (mean =+ S.E.; in ng/mL) in the two treatment groups
(enriched vs. barren housing).

Housing conditions

Enriched Barren P—value
(n=2) (n=2)
S1° (co-variable) 23.16+2.88 24.69 +£3.45 -
S2° 18.32+2.64 27.98 +£3.07 0.008
S3¢ 16.06 + 2.06 25.25+3.43 0.011
S4° 18.06 +2.36 20.52+2.29 0.527

2 S1: sampling 1, carried out 2 weeks before changing the housing conditions;
S2: sampling 2, carried out 1 week after changing the housing conditions; S3: sam-
pling 3, carried out 5 weeks after changing the housing conditions; S4: sampling at
slaughter.
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CBT3 pigs were able to remember the discrimination task from the
first training session, while the percentage of pigs excluded from
the CBT due to their incapacity to discriminate between R and P ses-
sions was lower than that reported in previous studies (Carreras
et al., 2015, 2016). A reason may be the larger number of train-
ing sessions (44) carried out before performing the CBT1 compared
with previous studies (12-14; Carreras et al., 2015, 2016).

As expected, when compared with the barren group, pigs from
the enriched group showed greater QBA scores in both QBA2 and
QBA3. Temple et al. (2011) also found that Iberian pigs raised in
extensive conditions had more positive mood than Iberian pigs
raised in intensive conditions, suggesting that in both studies the
QBA distinguished the type of housing conditions on the basis of
expression of natural behaviour. Moreover, it has been suggested
that housing conditions may have an effect on the observer’s per-
ception of welfare that would systematically associate pigs housed
in enriched conditions to a more positive affective state. However,
Wemelsfelder et al. (2009) have shown that QBA in pigs are sensi-
tive to contextual bias, but that this sensitivity does not seriously
distort observer characterizations of pig expression.

The enriched group had lower serum cortisol concentration than
the barren group in both S2 and S3 according to our hypothesis. Pigs
with more space are supposed to suffer less stress as they have to
compete less for space (Anil et al., 2007) and therefore reduce the
incidence of aggressive behaviour. Moreover the access to straw,
allow them rooting, which is known to be a natural behaviour
(Fraser et al., 1991), and also reduces the incidence of tail biting
(EFSA, 2007). The results are in accordance with Janssens et al.
(1994) that demonstrated that pigs in enriched housing conditions
had lower serum cortisol concentration compared with the pigs
in barren housing conditions. Even though experimenters were
very careful when taking samples, there is still the possibility that
the sampling procedure stressed the animals, raising their cortisol
levels and masking cortisol differences due to housing conditions.

The number of wounds on the body was also higher in pigs in
the barren group compared with pigs in the enriched group. Other
authors have reported more number of lesions in pigs confined in
higher densities (e.g. Janssens et al., 1994; Turner et al., 2000). Anil
et al. (2007) described two probable reasons for higher number
of lesions when space is reduced: competition for resting space
and competition to gain access to a feeder and maintain it even if
feeding is ad libitum. The short distance between the experimental
farm and the slaughterhouse and the maintenance of the housing
groups during the lairage probably allowed that those factors did
not mask the effect of housing conditions on the number of wound
on the carcass of those pigs. So all lesions, old and fresh ones, were
considered, assuming they mainly took place in the pens.

5. Conclusions

The enriched housing conditions applied in this study produced
amore positive affective state in pigs than the barren ones as shown
by better QBA scores, lower serum cortisol concentration and lower
number of skin lesions on the carcass. However, the CBT failed to
support these results suggesting that as carried out in this exper-
iment it was not a valid or not a sufficiently sensitive measure
to detect emotional variation in pigs raised in different housing
conditions.
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