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RESUMEN

Se evalud el efecto del destete sobre la expresion de enzimas relacionadas con el
metabolismo de arginina y sintesis de poliaminas, arginina succinato sintasa (ASS), ornitina
descarboxilasa (ODC), espermidina/espermina-N'-acetiltrasferasa (SSAT), en mucosa
intestinal de lechones. Se utilizaron 24 lechones (12 machos y 12 hembras), de cruza York-
Landrace-Duroc, seleccionados de diferentes camadas. Con un peso vivo promedio al
nacimiento de 1.55 kg y 7.43 kg al destete. Los lechones fueron sacrificados en grupos de
seis animales a los 0, 3, 7 y 14 dias postdestete, se les tomaron muestras de mucosa
intestinal de duodeno, yeyuno e ileon, y se evalu6 su efecto en la expresién de ASS, ODC y
SSAT. La expresion de ASS se incrementd (P=0.051) el dia 3 postdestete; sin embargo en
yeyuno e ileon no fue afectada (P >0.05). La expresion de SSAT no fue afectada por el
destete (P>0.05), ni fue diferente en las porciones analizadas de intestino delgado. La baja
eficiencia para determinar la expresion de ODC no permitié un andlisis preciso de la
expresion de su ARNm. En conclusion la expresion de ASS se incrementa a los tres dias
del destete en mucosa duodenal de los lechones, pero ODC y SSAT no muestran cambios

en su expresion en intestino delgado.
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1. INTRODUCCION

El crecimiento del cerdo es un proceso complejo que involucra diferentes cambios
fisiologicos, sociales, sanitarios, nutricionales, y ambientales; los cambios en el tracto
gastrointestinal del lechon durante la lactancia, asi como durante el periodo postdestete,
involucra actividad enzimética, desarrollo de la mucosa intestinal, dafio y regeneracion de
la mucosa intestinal asociado al destete; determinan en parte este crecimiento del cerdo por

la capacidad del intestino delgado en la digestion y absorcion de los nutrientes del alimento.

El desarrollo y maduracion intestinal determina la capacidad de digestion y
absorcion de nutrientes, asociado a la tasa de renovacion del epitelio intestinal, el cual se
mantiene de manera proporcional de acuerdo a su nivel de descamacion y a su tasa de
renovacion y regeneracion, lo anterior causado por diferentes factores ya sean cuadros

clinicos, nutricionales, asi como por efecto de estrés asociado a la etapa del destete.

El destete de los lechones se realiza de manera cotidiana entre los 14 a 28 dias de
edad en las porcicolas de acuerdo a las necesidades de la explotacion. Al momento del
destete la edad, el estado nutricional y de salud, juegan un papel importante que determina
la capacidad del lechdon para adaptarse al cambio social y fisioldgico. Los cambios
fisiolégicos en el lechén durante el destete implican una alteracion en las funciones del
intestino del lechon, asi como dafios fisicos de la mucosa epitelial, lo cual altera la

homeostasis intestinal.



Para mantener la homeostasis en el intestino es necesario que estén disponibles
todos los nutrientes que requieren las células intestinales y especificamente el enterocito,
tales como proteinas, energia, iones, y poliaminas. Las poliaminas, son compuestos
derivadas del metabolismo de algunos aminoécidos que estan involucradas en la
proliferacion y migracion celular. Ademas, en esos procesos metabolicos para la sintesis y
degradacion de poliaminas participan varias enzimas como son la arginina succinato sintasa
que sintetiza arginina a partir de citrulina, ornitina descarboxilasa para la sintesis de la
poliamina putrescina a partir de ornitina; pirrolina-5-carboxilato sintasa para la sintesis de
ornitina a partir de glutamina via glutamato; y espermina/espermidina acetiltrasferasa que
participa en la degradacion de las poliaminas espermidina y espermina; entre otras (figura

1).

En resumen el destete de los lechones modifica la expresion de enzimas
involucradas en la biosintesis de metabolitos asociados a la proliferaciéon y migracion
celular en el intestino delgado durante los primeros dias posdestete. Por lo tanto el objetivo
de este estudio es evaluar los cambios en la expresion de las enzimas arginina succinato
sintasa, ornitina descarboxilasa y espermina/espermidina acetiltransferasa en intestino

delgado durante los primeros dias posdestete del lechon.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Intestino delgado en lechones pre y posdestete

El grado de desarrollo y maduracion fetal en el ultimo tercio de gestacion son
importantes, ya que influyen en la mortalidad de los lechones antes del destete. El grado de
desarrollo fetal toma en cuenta el funcionamiento de la placenta, la madurez de los 6rganos
vitales, como el intestino, y la disponibilidad de las reservas de energia del cuerpo (Van
Res et al., 2005). En este sentido, el desarrollo prenatal del tracto gastrointestinal del lechon
es un proceso paulatino, y es especialmente importante el desarrollo del tejido epitelial que
va adquiriendo su especializacion en la digestion y absorcion de nutrientes, funcion

endocrina e inmunolégica (Barszcz y Skomial, 2010).

Otra etapa critica en el desarrollo del tracto gastrointestinal de los animales jovenes
es el periodo de destete (Barszcz y Skomial, 2010). Después del destete el ambiente
intestinal cambia drasticamente debido a la sustitucion de la leche de la cerda, altamente
digestible, por alimento solido principalmente de origen vegetal. El intestino delgado tiene
que adaptarse al nuevo tipo de alimento, lo que conduce a cambios en la motilidad
intestinal, reduccion en la secrecién y actividad de las enzimas digestivas, y aumento en la
poblacion bacteriana (Skrzypek et al., 2005). Lo anterior puede ocasionar diarrea mecanica
o infecciosa usualmente durante los primeros tres dias posdestete, y atrofia de las
vellosidades intestinales, profundidad de las criptas y por lo tanto reduccion de la capacidad

de absorcion de nutrientes (Pluske et al., 1997).



2.1.1. Morfologia

El intestino delgado se divide anatdbmicamente en tres porciones duodeno, yeyuno e
ileon, e histologicamente, el intestino estd constituido por mucosa, submucosa, muscular y
serosa (Ferrufino et al., 1996). La mucosa en el lumen intestinal se compone de pequefias
proyecciones en forma de dedos llamados vellosidades que se extienden hacia la luz
intestinal (Kitt et al., 2001). La vellosidad esta recubierta principalmente por células de
absorcion llamados enterocitos y células caliciformes productoras de moco. Las
microvellosidades se encuentran sobre la superficie de los enterocitos y proporcionan la
mayor amplificacion de la superficie epitelial. Las microvellosidades son proyecciones de
los enterocitos que se encuentran densamente agrupados por célula, confiriéndoles la
caracteristica de borde de cepillo. La importancia de las vellosidades y microvellosidades
es que aumentan la superficie de contacto de la mucosa y asi hacen mas eficiente la
absorcion (Kitt et al., 2001). Parte de la digestion y el total de la absorcion de los nutrientes

se da alrededor de las vellosidades (Kitt et al., 2001; Baba et al., 2005).

Las criptas de Lieberkuhn (o simplemente “criptas™) son depresiones tubulares que
se encuentran entre las vellosidades, en éstas se originan nuevas células que migran a las
vellosidades (Kitt et al., 2001). Una mayor proliferacion celular en el area de la cripta se
asocia con la estructura y la remodelacion del tejido epitelial (Barszcz y Skomial, 2010).
Kitt et al., (2001) menciona que este fendbmeno de regeneracién causa una temporal

disminucion de la capacidad de digestidn y absorcion del intestino.



2.1.2. Mecanismos de defensa

La respuestas inmune del lechon puede ser adquirida e innata (Moreto y Perez-
Bosque, 2009; Kiyono y Fukuyama, 2004), el lechdn es inmunodeficiente al nacer y
depende de una fuente de factores inmunes especificos y no especificos presentes en el
calostro y la leche materna para su desarrollo y sobrevivencia. Las inmunoglobulinas del
calostro de la cerda son absorbidas por el recién nacido a través de los enterocitos dentro de
las 24 y 48 horas después del nacimiento (Stokes et al., 2004). En lo que respecta a la
respuesta innata, ésta ocurre principalmente mediante la accion de las células membranosas
(M) presentes en el epitelio intestinal entre el lumen y las células linfoides de las Placas de
Peyer (Vega, 2004; Miller et al. 2007). Las células M transportan los antigenos del lumen
intestinal a las células del sistema inmune los linfocitos T y B (Kiyono y Fukuyama, 2004).
La mucosa del intestino juega un papel importante como mecanismo de defensa debido a
que existe una interaccion entre esta y la microbiota intestinal benéfica (Moreto y Perez-
Bosque, 2009), la cual participa en el mantenimiento de la salud intestinal al formar una
barrera que protege al organismo contra los microorganismos patdgenos (Stokes et al.,
2004). El primer mecanismo de defensa ante agentes patdgenos o alimentos abrasivos es el
moco que cubre al intestino delgado y que estd constituida de glucoproteinas como la
mucina (Barszcz y Skomial, 2010). La mucina tiene una gran importancia debido a que
mantiene la regulacién de la permeabilidad y funcién de barrera intestinal durante el
desarrollo del lechon (Lambert, 2009). La barrera intestinal esta formada por las
membranas de enterocitos, uniones estrechas entre los enterocitos del epitelio intestinal,

moco Yy factores inmunoldgicos, tales como los macrdfagos del tejido (Lambert, 2009). Las



mucinas por su gran cantidad de hidratos de carbono crean un ambiente deseable para la

proliferacion de bacterias especificas (Barszcz y Skomial, 2010).

2.1.3. Actividad enzimatica

La actividad de las enzimas tiene una papel muy importante al ser estas las
responsables de la digestion de los ingredientes consumidos por el lechon ya sea lactante o
bien de destete. Las enzimas pancreéticas son las principales enzimas digestivas secretadas
en el intestino delgado (duodeno). La secrecion pancreatica se ven mayormente afectada

durante los primeros dias después del destete (Rantzer et al., 1997).

Las células de la mucosa del intestino delgado tienen bordes en forma de cepillo que
poseen hidrolasas que juegan un papel crucial en los pasos finales de la digestion (King et
al., 2000). La actividad de las enzimas digestivas de la mucosa intestinal se produce en la
superficie del borde de cepillo de los enterocitos en comparacion con las enzimas
pancreaticas, cuya actividad digestiva tiene lugar en el lumen intestinal (Adeola y King,
2006). La secrecion y actividad enzimatica se ve afectada por efecto del cambio de la
alimentacion del lechon que es marcado principalmente por el destete. Rnantzer et al.
(1997), mencionan que este cambio ocurre por la sustitucion de la leche del tracto
gastrointestinal por alimento sélido; lo que lleva al cambio en las enzimas secretadas por el
epitelio intestinal, como la lactasa producida durante el amamantamiento que es sustituida
por la sacarasa que se incrementa a medida que la necesidad de lactasa disminuye (Elnif et

al., 2005).



2.1.4. Absorcion

Los enterocitos son las células del epitelio intestinal especializadas en la absorcion
de nutrientes. Los carbohidratos, aminoacidos y péptidos, incluyendo aminoacidos libres,
son transportados por los enterocitos del lumen intestinal al interior de la célula por
sistemas de transporte presentes en la membrana (Wood y Trayhurn, 2003, Baba et al.,

2005; Broer, 2008).

En la etapa de lactancia, las células de absorcion del intestino delgado absorben
macromoléculas de la leche y los digieren en los lisosomas, por el contrario, los enterocitos
en los adultos absorben las pequefias moléculas que se digieren en el tracto digestivo y en la

superficie de las micro vellosidades (Baba et al., 2005).

El crecimiento intestinal postnatal, la activacion de la hidrolasa digestiva y la
capacidad del intestino para absorber los nutrientes, son factores que determinan la
capacidad de los lechones para digerir los nutrientes consumidos (King et al., 2000). En un
estudio por Adeola y King (2006), mencionan que el crecimiento de un animal depende en
parte de su capacidad para digerir y asimilar macromoléculas por la mucosa intestinal, y
cualquier alteracién de la misma, por atrofia de las vellosidades e hiperplasia de las criptas,
limita el crecimiento (Kitt et al., 2001). Barszcz y Skomial (2010), mencionan que el grado
de madurez intestinal afecta la digestibilidad de los nutrientes, la eficiencia alimenticia y la

resistencia a enfermedades.



2.2. Destete

El destete de los lechones por lo general se lleva a cabo entre la 3% y 42 semana de
vida, este destete se asocia con la homogeneizacion de lechones de diferentes camadas y, a
veces, también con el transporte de animales desde el lugar de nacimiento a los corrales o
naves especiales de destete; esta practica da lugar a profundas tensiones sociales y
ambientales (Laelles et al., 2004), y se agudiza por los cambios en la dieta (Barszcz y
Skomial, 2010). El destete induce cambios, que pueden ser agudos y de larga duracion, en
el intestino de los lechones (Boudry et al., 2004). A continuacion se mencionan algunos de

los factores que tienen un efecto importante durante el destete.

2.2.1. Edad

Uno de los objetivos principales para decidir la edad de destete de los lechones es
mejorar los parametros productivos como el niamero de partos por afio de la hembra, y por
tanto aumento de la produccién. Si bien en granjas de tipo comercial el destete se realiza
entre los 21 y 28 dias de edad, el destete precoz, a los 14 dias, tiene un mayor impacto en la
morfologia y funcién del tracto gastrointestinal del lechdn (Zhan et al., 2008). Esto ocurre
porque el intestino del lechén no ha madurado completamente, ni estd preparado para los
cambios que implica, teniendo por consecuencia lesiones y disfuncion de la mucosa
intestinal, infeccidn e inflamacion, diarrea, disminucién del crecimiento, y en consecuencia

pérdidas econémicas.



2.2.2. Estrés

El destete es conocido como uno de los factores més estresantes para los lechones
(Moeser, et al., 2006), tiene implicaciones de desarrollo y salud; y se ve reflejado en su
comportamiento productivo. El lechon tiende a enfrentarse a cambios en el entorno social
que implica la separacion de la madre y el establecimiento del orden jerarquico en el corral.
El estrés del destete y la disminucion de la estimulacion enteral comprometen su integridad
con atrofia de las vellosidades y aumento en la profundidad de las criptas (Spreeuwenberg
et al., 2001). El estrés postdestete se asocia con incremento en los niveles de cortisol
circulante en sangre el cual media cambios en la expresion de la enzima ODC para la
sintesis poliaminas, por tanto tiene un papel benéfico en la adaptacion y remodelacion

intestinal durante el destete (Wu et al., 2000a).

2.2.3. Consumo de alimento

Laelles et al. (2004), describen gue el efecto inmediato del destete es una reduccién
en el consumo de alimento (energia) que conduce a la desnutricion y una reduccién
transitoria en el crecimiento (Spreeuwenberg et al., 2001). EI promover un mayor consumo
de alimento en el periodo posterior al destete temprano podria ayudar a reducir los
desdrdenes funcionales y estructurales del intestino, y la diarrea posdestete (Boudry et al.,
2004). Kim et al. (2004), mencionan que el proporcionar sustituto de leche liquido (crianza
artificial) a los lechones tiene importantes ventajas, dado que mantiene el nivel de
nutrientes proporcionados, reduce el estrés posdestete, y mantiene buen consumo de

alimento y desarrollo de los lechones.



2.2.4. Diarreas

El destete es un periodo critico importante en la cria de cerdos, debido a que en esta
etapa son mas susceptibles a trastornos intestinales, infecciones y diarrea (Lalles et al.,
2004). En un estudio realizado por Zahn et al. (2008), observaron que los lechones que
mostraron una disminucion en la altura de las vellosidades por efecto del destete,
presentaron una mayor incidencia de diarreas; el dafio de la mucosa intestinal (vellosidades
y criptas), lleva consigo la alteracién de la funcion permeable de la mucosa intestinal por
dafio de las células epiteliales, como se menciond anteriormente. Al ser esta la primera
linea de defensa contra agentes patdgenos es importante que se mantenga esa
permeabilidad. En un estudio realizado por Boudry et al. (2004), se encontr6 que la
permeabilidad del intestino se afecta durante los primeros dos dias posdestete, pero para el
dia 5 esta reduccidn ya no es significativa. El rompimiento de esta barrera se caracteriza por
aumento de la permeabilidad, lo que lleva a que algunos agentes presentes en el lumen
intestinal, por ejemplo, bacterias y toxinas puedan filtrarse a través del tejido epitelial
desencadenando asi alteraciones fisiologicas en el lechon que puede verse reflejada en
enfermedades entéricas como la diarrea infecciosa (Moeser et al., 2006). Las bacterias
también pueden alojarse en el tejido epitelial. La aparicion de diarrea en lechones
comunmente se asocia a infecciones causadas por Salmonella spp. y E. coli.; sin embargo
pueden existir otros factores que provoquen la incidencia de diarrea como son los factores

ambientales y el manejo (Hong et al., 2006).
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2.2.5. Dano intestinal

La descamacion del tejido epitelial es un fendmeno fisioldgico natural, por lo que la
relacion entre descamacion y regeneracion de las células epiteliales es continua,
manteniéndose asi la homeostasis del tejido. Esta homeostasis se ve alterada cuando la
descamacion es mayor que la regeneracion de las células epiteliales, por lo que el equilibrio
entre vellosidad y profundidad de la cripta se pierde (Spreeuwenberg et al., 2001). Boudry
et al. (2004) encontraron que en los primeros 8 dias posdestete hay una reduccion en el
tamafio de la vellosidad y una mayor profundidad de las criptas en la porcién del yeyuno,

asociado al efecto propio del destete.

2.3. Renovacioén intestinal

Dentro de las criptas intestinales, las células proliferan y migran hacia las
vellosidades o a las bases de las criptas donde se diferencian en enterocitos, células
caliciformes, enteroendocrinas y células de Paneth (Crosnier et al., 2006; Braga-Neto et al.,
2008). La migracion y proliferacion en las células intestinales son las responsables de la
reparacion de lesiones, y regeneracion de tejido epitelial que esta en constante descamacion
(Crosnier et al., 2006). En general, las células intestinales se regeneran cada 3 dias, y el
equilibrio entre su proliferacién y renovacion es mediado, parcialmente, por la apoptosis

(Braga-Neto et al., 2008).
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2.3.1. Migracion celular

La migracion celular es el movimiento activo de las células nuevas del sitio de su
division a otro lugar que este en desarrollo o regeneracion; este proceso es importante para
mantener adecuadamente la defensa inmunoldgica del intestino y su regeneracion después
de algun dafio fisico al tejido (Banan et al., 1998). El epitelio intestinal se mantiene en
constante renovacion, de tal manera que toma a las células de dos a siete dias para viajar
desde la cripta hasta la punta de las vellosidades (Crosnier et al., 2006). Después de una
lesion en la mucosa intestinal, la velocidad de restauracion del epitelio depende de la
continuidad de la migracion de células epiteliales nuevas para cubrir las secciones desnudas
de la membrana. La migracién del enterocito para el tejido epitelial dafiado es un proceso
independiente de la division celular por mitosis, donde esta division mitotica se efectia de

6-12 horas (Rhoads et al., 2004).

2.3.2. Proliferacién celular

La proliferacion celular es el aumento en nimero de células que son necesarias para
la renovacion y regeneracion del epitelio intestinal; y al igual que la migracion celular es
necesaria para el buen funcionamiento y salud intestinal, dado que normalmente la
proliferacion de enterocitos es un proceso activo. Leanaerts et al. (2007) encontraron que la
disponibilidad del aminoacido arginina en las células regula la actividad de las proteinas
implicadas en la proliferacion celular apoptosis y la respuesta de choque térmico. Rhoads y
Wu (2009), mencionan que tanto in vitro como en estudios en animales in vivo, los
aminoacidos como la glutamina y arginina, promueven la proliferacion celular y ejercen

efectos citoprotectores diferentes en respuesta a la privacion de nutrientes, dafio oxidativo,
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estrés y desafio inmunoldgico. Ademas, cuando el 6xido nitrico esta disponible, leucina
aumenta la migracion de las células intestinales (Rhoads y Wu, 2009). Por lo tanto, a través
de mecanismos de sefializacion celular, la arginina, glutamina y leucina juegan un papel

crucial en el crecimiento, la integridad y funcion intestinal, (Rhoads y Wu, 2009).

2.4. Poliaminas

Las poliaminas (putrescina, espermidina y espermina) son moléculas policatidnicas
nitrogenadas presentes en todos los organismos vivos. En mamiferos, particularmente en la
leche, tienen concentraciones altas de poliaminas que son resultado del catabolismo de
aminoacidos como arginina y ornitina (Flynn et al., 2009). Este hallazgo ha llevado a
estudiar el papel de las poliaminas en el desarrollo intestinal, bajo este contexto, algunos
estudios han demostrado la importancia de las poliaminas en las funciones del tejido

epitelial (Flynn et al., 2009; Banan et al., 1998).

2.4.1. Importancia

Las poliaminas se encuentran en todos los tejidos y son esenciales para la
proliferacion, diferenciacion, migracion y reparacion del epitelio intestinal (Wang, 2005;
Wu et al., 2000a), aunque su mecanismo de accién aun no se conoce con exactitud
(Johnson y McCormack, 1994). Ademas, las poliaminas estan involucradas en una amplia
variedad de funciones bioldgicas, como en la estabilizacion del ADN, modulan la expresion
génica y regulan la sintesis de proteinas a traves de la sefializacion de la transduccion, y

ademas su papel en crecimiento y diferenciacion celular (Wang, 2005; Wang et al., 2004).
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Banan y colaboradores (1998) mencionan que las poliaminas son utilizadas como sustrato
de la enzima transglutaminasa la cual puede tener actividad en la sintesis de proteinas para

la posterior reparacion de dafios en la mucosa.

2.4.2. Precursores

Las poliaminas son producto del catabolismo de aminoacidos (e.g. arginina,
ornitina, prolina). Aungue arginina, posee otras funciones celulares, como ser precursor de
importantes metabolitos como el 6xido nitrico, se le reconoce como el principal sustrato
fisiolégico para la sintesis de poliaminas (Mateo et al., 2007; Rhoads y Wu, 2009; Ma et
al., 2010). Flynn et al. (2009) menciona que los trabajos de Wu y colaboradores han
demostrado que arginina no es precursor importante de poliaminas en enterocitos de
lechones lactantes debido a la falta de actividad de la enzima arginasa, esto puede deberse a
que la leche materna es abundante en poliaminas y no es necesaria la sintesis en las células
epiteliales del lactante; por otro lado el aminoacido prolina, (abundante en la leche) es la
mejor fuente de ornitina para la sintesis de poliaminas en intestino de recién nacidos

lactantes (Wu et al., 2000b).

2.5. Enzimas claves en la sintesis de poliaminas

2.5.1. Arginina succinato sintasa

La enzima arginina sucinato sintasa (ASS) metaboliza citrulina para producir

arginina succinato sustrato que es metabolizado por arginina succinato liasa (ASL) (figura
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1); tanto ASS y ASL son clave en la sintesis de arginina y el reciclado de la misma (Brasse-
Lagnel et al., 2003). La disponibilidad del amino&cido arginina o de sus metabolitos, afecta
la actividad de las enzimas ASS y ASL (Leanerts et al., 2007). Estudio realizado por
Brasse-Lagnel et al. (2003) en células Caco-2 encontraron que glutamina estimula la
expresion del gen de ASS, tanto en el nivel de actividad de la enzima como la expresion del
ARNmM de la enzima; ademéas Flynn et al. (2009) determinaron que la actividad de las
enzimas arginina succinato liasa y arginasa incrementan su actividad al administrar cortisol

a lechones lactantes de 21 dias de edad.

2.5.2. Pirrolina-5-carboxilato deshidrogenasa

La enzima pirrolina-5-carboxilato sintasa (P5CS) metaboliza glutamina via
glutamato y pirrolina-5-carboxilato para formar prolina (figura 1), la actividad sintasa de
P5CS se localiza principalmente en intestino, asi mismo en el intestino delgado la enzima
pirrolina-5-carboxilato deshidrogenasa (P5CH) participa en la sintesis de prolina, y ademas
existen otras enzimas involucradas en la sintesis de citrulina (Bertolo y Burrin, 2008). En el
intestino de neonatos la actividad de P5CS es baja, al igual que la actividad de P5CH,
probablemente debido a que el glutamato y glutamina estan disponibles para el intestino y
la sintesis de prolina no es necesaria (Bertolo y Burrin, 2008). La induccién P5CS es
importante ya que promueve la sintesis de citrulina y arginina (aminoacido esencial para

cerdos jovenes) de glutamina y glutamato en el intestino delgado (Flynn et al., 2009).
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2.5.3. Ornitina descarboxilasa

La sintesis de poliaminas depende de la activacion o la inhibicién de la enzima
ornitina descarboxilasa (ODC), que cataliza el primer paso de la sintesis de poliaminas a
partir de ornitina (Banan et al., 1998; Wang, 2005). La ODC descarboxila el aminoacido
ornitina para formar putrescina (figura 1), donde grupos de propilamina se afiaden a uno o
ambos grupos amino de putrescina para formar espermidina y espermina (Wang, 2005). La
actividad de ODC se incrementa cuando existe dafio de la mucosa para la sintesis de
poliaminas y, en consecuencia favorece la regeneracion del tejido epitelial dafiado (Hirano
et al., 1995), ademas del efecto del cortisol producido por efecto del destete (Wu et al.,

2000a).

2.5.4. Espermina/espermidina acetiltransferasa

Esta enzima es clave en el metabolismo de poliaminas en células del intestino
delgado (Pegg, 2008), dado que existe evidencia de que la enzima espermidina/espermina-
N'-acetiltransferasa (SSAT), es factor limitante en la tasa degradacién de poliaminas
(Wang, 2005), y por lo tanto, esta enzima participa en la regulacion de la concentracion
intracelular de las poliaminas espermina, espermidina y putrescina (Murray-Stewart et al.,
2003; Wang et al., 2004). La accion de esta enzima consiste en acetilar los grupos
aminopropilos de espermidina y espermina (figura 1), esta acetilacion reduce las cargas de
las poliaminas modificando sus funciones, para interactuar con diferentes regiones de
moléculas cargadas negativamente como el ADN, ARN, en la regulacion de canales ionicos

(Pegg, 2008; Wang et al., 2004).
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Figura 1. Ruta metabdlica para la sintesis de poliaminas. ASS, argininina succinato sintasa;

ASL, argininina succinato liasa; CP, carbamilfosfato; CPS-1, carbamil fosfato sintasa-1; NAG, N-

acetilglutamato; OAT, ornitina aminotransfersa; ODC, ornitina descarboxilasa; ON, oxido nitrico;

P5DH, pirrolina-5-carboxilato deshidrogenasa; P5CS, pirrolina-5-carboxilato sintasa;; SSAT,

espermidina/espermina-N'-acetiltransferasa. Adaptado de Wu et al. (2009).
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3. HIPOTESIS

El destete de los lechones modifica la expresion de enzimas involucradas en la
biosintesis de metabolitos asociados a la proliferacion y migracion celular en el intestino

delgado durante los primeros dias posdestete.

4. OBJETIVO

Analizar el efecto del destete la expresion de las enzimas relacionadas con el
metabolismo de arginina y poliaminas, especificamente arginina succinato sintasa, ornitina
descarboxilasa y espermina/espermidina acetiltransferasa en la mucosa del intestino

delgado de lechones.
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5. MATERIALES Y METODO

5.1. Trabajo de campo

El experimento se realizd en la Granja Experimental Porcina del Instituto de
Ciencias Agricolas de la Universidad Autdnoma de Baja California, ubicada en el Ejido
Nuevo Ledn, Mexicali, B. C. Se utilizaron 24 lechones (12 machos y 12 hembras), de cruza
de la raza York-Landrace-Duroc, seleccionados de diferentes camadas. Al tercer dia de
nacidos los lechones se les realizo el siguiente manejo: aplicacion de hierro, descolmillado,
descole, tatuaje y castracion en el caso de los machos. A los 10 dias de nacidos se les
ofreci6 alimento solido el cual consistié en una dieta de alimento preiniciador a base pasta
de soya y trigo molido. Para cada dia de muestreo (un dia antes del destete, 3, 7 y 14 dias
postdestete) se utilizaron 6 lechones (machos y hembras), los cuales fueron sacrificados
para tomar muestras de las tres porciones de intestino delgado (duodeno, yeyuno e ileon).
Los lechones tenian un peso vivo promedio al nacimiento de 1.555 kg y peso al destete de
7.431 kg. Los lechones sacrificados un dia antes del destete tenian un peso promedio de
7.438 kg, los lechones sacrificados el dia 3, 7 y 14 dias pos destete tenian un peso vivo

promedio de 7.939, 6.316 y 9.456 kg respectivamente.

Las muestras de intestino delgado (duodeno, yeyuno e ileon) fueron tomadas
inmediatamente después del sacrificio, de los lechones. Se colectaron tres muestras de 0.50
g de raspado de mucosa de cada porcion intestinal (previamente lavado con solucion salina)
en tubos de 2 ml, los cuales se depositaron en un termo con nitrogeno liquido para

posteriormente ser almacenados a -86 °C.
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5.2. Trabajo de laboratorio

5.2.1. Extraccién de ARN

Las muestras fueron procesadas para su extraccion de ARN total, mediante la
técnica de Trizol Reagent (Chomczynski and Sacchi, 1987). El procedimiento utilizado es
el siguiente: la muestra colectada de tejido atn congelado se colocé en un mortero frio y se
le adiciond nitrégeno liquido para macerarlo hasta obtener un polvo fino. El polvo fue
recuperado en un microtubo y se le adicionaron 1000 pl de Trizol Reagent (Invitrogen,
USA), se homogenizé y centrifugd la muestra durante 10 minutos a 10000 rpm a 4 °C en
una centrifuga refrigerada (Eppendorf). Posteriormente se recuperd la fase liquida en
microtubo de 1.5 ml y se incub6 en hielo durante 5 minutos, después se le agregaron 200 pl
de cloroformo frio, se agitd vigorosamente e incubd en hielo por 2 minutos y luego se
centrifugo (15 minutos a 10000 rpm a 4 °C). Se recuperd la fase acuosa en un tubo nuevo y
se adicionaron 500 pl de isopropanol, se mezcld por inversion y se dejo reposar en hielo
durante 10 minutos para volver a centrifugar (10000 rpm a 4 °C). Se decant6 el
sobrenadante y la pastilla de ARN queda adherida al tubo, para lavar la pastilla se le agregd
1000 pl de etanol frio al 100%, y se volvid a centrifugar (5 minutos a 8500 rpm a 4 °C).
Finalmente se decantd el etanol y se dejo secar la pastilla durante 10 min a temperatura
ambiente. La pastilla fue resuspendida con 30 ul de agua DEPC. La presencia y calidad del

ARN total se confirmo mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.2%.
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5.2.2. Retrotranscripcion (RT)

En un microtubo de 500 pl se colocaron 5 pul de ARN, 6 ul de buffer 5x, 0.75 ul de
DNAsa de 0.1 U/ul (Invitrogen), y 18.25 ul de agua tratada con DEPC (agua libre de
ADNsa/ARNsa), se centrifugo por 10 segundos, y la reaccion se incubd a temperatura
ambiente 15 min y después 5 min a 70 °C en un bafio seco, después se agrego a la reaccion
1 ul de random primer con una concentracion de 0.15 pg/ml (Invitrogen) y 1 ul de DNTP's
10 uM, se centrifugo 10 s, se incubd a temperatura ambiente 5 min, después se volvio a
colocar en hielo y se le afiadié 2 pl de buffer 5x, 3 pl de DTT 0.1 M y 1 pl de inhibidor de
ARNsa 10 U/ul, se homogenizé y centrifugd (10 s). La reaccidn se incub6 a 42 °C 2 min,
posteriormente nuevamente en hielo se afiadié la enzima transcriptasa reversa 200 U/ul
(RT-Superscript 111, Invitrogen) y se procedio a incubar a 42 °C por 50 min y a 70°C
durante 15 min, al finalizar la reaccion el ADNc fue guardado a -20°C para posteriormente

realizar PCR y PCR cuantitativo.

5.2.3. Reaccidn en cadena de la Polimerasa (PCR)

Para la estandarizacion de los oligonucleétidos especificos (Cuadro 1) de los ARNm
de las enzimas arginina succinato sintasa (ASS, GenBank AY550053.1), ornitina
descarboxlasa (ODC, Gen Bank NM _001122983), y espermina/espermedina
acetiltransferasa (SSAT, Gen Bank NM_214358.1), y del RNA ribosomal 18s (RIB, Gen
Bank AY265350). EI RNA ribosomal se empleé como gen constitutivo. Se realizaron
pruebas de PCR punto final para verificar la expresion de los ARNm en los productos de
RT (ADNCc). El protocolo utilizado fue el siguiente: en un microtubo de 0.2 ml se agregaron

3 ul de MgCl (Fermentas), 5 ul buffer 5X, 1 ul DNTP’s, 1 ul de oligo sentido, 1ul de oligo
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antisentido, 3 pl de cDNA, 35.5 de agua tratada con DEPC, y 0.5 pl de enzima ADN
polimerasa, terminado esto se centrifugo por 10 segundos para homogeneizar y se

colocaron en un termociclador (Eppendorf) de punto final por 45 ciclos (Cuadro 2).

Cuadro 1. Oligonucledtidos utilizados para la expresion de los ARNm de las enzimas
arginina succinato sintasa (ASS), ornitina descarboxlasa (ODC), y espermina/espermedina
acetiltransferasa (SSAT), y ARN ribosomal 18s (RIB).

Secuencia del fragmento

Gen Sentido: Antisentido Tamafio
ASS GCTGGTGTACCGGGTTTCT TCTGGAGGCGATGATATTCC 262 pb
oDC GTCTGTCGCCTCAGTGTCAA CTGGCTCCGCTATGATTCTC 340 pb
SSAT AGTGCCAAGGAGCATCTAA CCTCTGCTGCCATTTTTAGC 338 pb

ARN ribosomal GGCCTCACTAAACCATCCAA TAGAGGGACAAGTGGCGTTC 295 pb

Cuadro 2. Programa utilizado para la técnica de PCR punto final.

Tiempo Temperatura
Etapa
hh:mm:ss °C
Desnaturalizacion inicial 00:05:00 94
40 ciclos :
Desnaturalizacion 00:00:45 94
Alineacion 00:00:45 56
Elongacion 00:01:00 72
Elongacion final 00:05:00 10
Incubacion indefinido 10
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5.2.4. Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (PCR cuantitativo,

gPCR)

En un espectrofotometro se leyd a 260 nm la concentracion de los ADNc obtenidos
mediante el procedimiento de retrotranscripcion descrito anteriormente. Con los valores de
concentracion obtenidos se realizaron diluciones de los ADNc para homogenizarlos a una

concentracion de 50 ng de ADNc/ul.

Para las reacciones de qPCR se emplearon 75 ng de ADNc de cada tejido
especifico; 1.5 pl de cada oligonucle6tido especifico (Cuadro 2) a una concentracion inicial
de 0.5 uM; se agregaron 12.5 pl de SYBR Green Supermix (MaximaTM SYBR Green/Rox
gPCR Master Mix 2X, fermentas), esta mezcla contiene a la enzima ADN polimerasa, un
buffer con MgCl y el fluor6foro SYBR-Green; y finalmente la reaccion fue completada a
un volumen total de 25 pl con agua tratada con DEPC. Las temperaturas de alineacion para
la amplificacion de los fragmentos de los ARNm fueron de 56°C para ASS y SSAT y de
57°C para ODC y P5C, se realizaron con 45 ciclos de amplificacion. Las condiciones de
amplificacion del gPCR fueron; 95°C por 1min, 45 ciclos [95°C por 30 segundos, 56°C por
15 segundos, 72 °C por 1minuto], se leyé la fluorescencia al final de cada ciclo;
posteriormente se realizd una curva de desnaturalizacion 60°C a 90°C con lectura de
fluorescencia cada 0.2 °C; y una incubacién final de las muestras a 10 °C por tiempo
indefinido. El equipo empleado para los analisis de qPCR fue un Cromo 4 (Bio Rad)
adaptado a un termociclador ADN Engine (Bio Rad) y el software utilizado para el analisis

de resultados fue MJ Opticom Monitor, version 3.1.
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5.3. Anadlisis estadistico

El analisis, se realizd con el programa estadistico Statistix 9.0, mediante la
aplicacion de un andlisis de varianza (ANOVA) y contrastes polinomiales: Dia 0 vs dia 3,

dia 0 vs dia 7, dia 0 vs dia 14.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

La actividad de las poliaminas y de las enzimas que participan en la sintesis de estas
durante el estado fisioldgico normal y ademas durante un estado de dafio de la mucosa
epitelial, es importante para la renovacion y regeneracion de las células epiteliales que se
ven afectadas por la descamacion epitelial (Crosnier et al., 2006), ademas el dafio asociado
al efecto del estrés por destete, cambio de la alimentacién, cambios en la secrecion
enzimatica; la ocurrencia de estos dafios incrementan la necesidad de estas poliaminas y por
tanto la actividad de las enzimas para la rapida regeneracién de la mucosa (Rhoads y Wu,

2009).

6.1. Expresion relativa de ARNm para la enzima ornitina descarboxilasa (ODC)

En este trabajo se estudio la expresion de los ARNm de las enzimas ODC, ASS y
SSAT. En el caso de la enzima ornitina descarboxilasa se obtuvo amplificacion de ARNm
en las tres diferentes porciones duodeno, yeyuno e ileon, pero la eficiencia de amplificacién

fue muy baja y no permiti6 un analisis preciso de la expresion de su ARNm.

La enzima ODC sintetiza putrescina a partir de ornitina, proceso que es irreversible,
esta enzima es considerada como regulador de la tasa de sintesis de poliaminas
(Bejelakovic et al., 2010), caso contrario de SSAT a la cual se le considera como
reguladora de la tasa de degradacion de las poliaminas (espermina y espermidina)

(Bejelakovic et al., 2010; Pegg, 2008). Ornitina es sintetizado a partir de arginina y
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glutamina, aminoécidos que se encuentran en suficiente cantidad en las dietas tipicas de

cerdos (Araiza et al., 2003).

En procesos infecciosos o dafio de la mucosa intestinal se requiere de proteccion
contra estos agentes, como mecanismo de defensa la respuesta inmune del animal tiene un
papel primordial, durante esta respuesta los macr6fagos sintetizan citosinas
antinflamatorias, estas citosinas asi como el oxido nitrico pueden regular la biosintesis y
transporte de poliaminas (Bejelakovic et al., 2010). Bauer et al. (2001) soportan esta
hipétesis de que el oxido nitrico inhibe la actividad de ODC via S-nitrosilacion sobre el
residuo de cisteina de ODC, dado que ODC requiere del centro activo de cisteina para su
maxima actividad enzimatica. Bajo estados de respuesta inmune, dafios inflamatorios, y
procesos neoplasticos (e. g. tuberculosis, neumonia, céncer) las concentraciones de
espermidina aumentan significativamente lo que sugiere el papel directo de espermidina en
la salud. En datos presentados por Espinosa (2010) las concentraciones de espermidina
incrementaron en la porcion de yeyuno con la adicién de glutamina, debido quizas a una
mayor disponibilidad de ornitina por el metabolismo de glutamina por accion de ODC y

ademas asociado a la respuesta inmune del lechén causado por el estrés posdestete.

Bajo condiciones de estrés se producen glucocorticoides como es el cortisol el cual
se ha visto que tiene un efecto positivo sobre la actividad de ODC, llegandose a
incrementar en un 230%, ademas de un incremento de poliaminas a partir de ornitina y
prolina (Wu et al., 2000a); sin embargo falta identificar la relacion que existe entre un
incremento en la actividad de ODC y la expresion de ARNm de ODC, ya que en este

experimento no se pudo determinar si hubo algiin cambio en la expresion de esta enzima
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debido al estrés provocado por el destete en los lechones. A pesar de ello no se han
demostrado cambios en la concentracion de poliaminas en enterocitos de lechones
destetados en comparacion con lechones sin destetar de la misma edad, aunque al
administrar un blogueador de receptores de glucocorticoides (RU-486) se observé una
disminucion en la concentracion de putrescina, espermidina y espermina en enterocitos

comparado con lechones destetados sin tratar y lechones sin destetar (Wu et al., 2000a).

6.2. Expresion relativa de ARNm para la enzima arginina succinato sintasa (ASS)

Arginina es un aminoacido importante en el mecanismo de reparacion intestinal,
proceso durante el cual la proliferacién y la migracién celular son eventos fisioldgicos
esenciales para la homeostasis de la mucosa intestinal (Leanaerts et al. 2007; Crosnier et
al., 2006), ademas este aminoacido es el principal sustrato para la sintesis de poliaminas por
lo que su metabolismo juega un papel importante para la produccion de los metabolitos

asociados a la salud intestinal (Wu et al., 2009).

En el cuadro 3 se presentan los resultados de la expresion de ARNm para el gen de
ASS en el intestino delgado (duodeno, yeyuno e ileon). La expresion de ASS en duodeno
tuvo una tendencia a incrementarse al 108 % el dia 3 posdestete (P=0.0514; cuadro 3 y
figura 2) comparado con la expresion del dia 0; para el dia 7 y 14 se observo la expresién
fue semejante a las obtenidas para el dia 0, y menor con respecto al dia 3 (P=0.0514). En
las porciones de yeyuno e ileon no se encontraron diferencias en los dias posdestete

estudiados (P=0.8833 y P=0.3884), respectivamente.

27



La actividad de la enzima ASS es clave en la sintesis de arginina a partir de
citrulina, por tanto la presencia de este aminoacido o uno de sus metabolitos pueden actuar
como moléculas de sefializacion sobre genes especificos, y especialmente sobre los que
estan involucrados en el metabolismo de arginina (Leanerts et al. 2007). Ademas, la
deficiencia de arginina en células epiteliales se puede corregir al ser sintetizada a partir de
citrulina y glutamina por accion de las enzimas ASS y arginina succinato liasa, de tal modo
que arginina pueda ser reciclada para la sintesis de ornitina (Leanerts et al. 2007, Mori,
2007, Wu et al., 1997). Sin embargo, la sintesis de citrulina en intestino es regulada por tres
enzimas claves, la prirrolina-5-carboxilato sintasa (P5CS), prolina oxidasa (PO) y N-
acetilglutamato (NAG), las cuales, juntas solo son encontradas en enterocitos de
mamiferos, incluido el cerdo y humano, lo que indica el papel esencial para el intestino
(Flynn y Wu, 1996); NAG funciona como activador alosterico para P5C y carbamil fosfato
sintasa-1 (figura 1), teniendo efecto regulador de la produccion de citrulina en enterocitos

(Wu et al., 2007; Wu et al, 2004).

Se conocen dos isoformas de P5C una corta expresada en células del intestino
delgado y otra forma larga expresada en otros tipos de células, la forma corta es inhibida
por ornitina, lo que sugiere menor sintesis de citrulina en intestino (Hu et al., 2008; W); si
la sintesis de arginina a partir de otros sustratos es ampliamente regulado para mantener la
homeostasis de la célula, nos podria sugerir que el no encontrar diferencias en su expresion
en este experimento, con respecto al dia 0, podria deberse a la regulacion que existe en la

rutas metabolicas antes de la reaccion final de ASS y ASL.
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Cuadro 3. Expresion relativa del gen de arginina succinato sintasa (ASS), en las tres
porciones de intestino delgado (nimero de moléculas de ARNm de ASS/nimero de

moléculas de ARN ribosomal).

Dias posdestete P

Porcion 0 3 7 14 E.E. C1 C2 C3

Duodeno 1.57E-3° 3.28E-3° 8.0E-4° 8.08E-4° 5.862E-04 0.0514 0.3642 0.3685
Yeyuno  1.04E-3 6.95E-4 1.09E-3 9.25E-4 3.725E-04 0.5290 0.9184 0.8382

fleon 9.47E-3 7.96E-3 8.48E-3 2.38E-2 7.393E-03 0.8869 0.9259 0.1854

Valores con letra diferente sobre en la misma fila son diferentes (P < 0.05)
Contrastes: C1, dia 0 vs dia 3 (P=0.0514); C2, dia 0 vs dia 7; C3, dia vs dia 14.

Arginina es precursor de oxido nitrico (ON) el cual esti relacionado con un
incremento en la proliferacion y migracién de células del tejido epitelial. Esto sugiere una
mayor actividad de la enzima oxido nitrico sintasa asi como de ASS y ASL cuando existe
mayor dafio en la mucosa intestinal (Mori, 2007), lo cual ocurriria los primeros tres a cuatro
dias posdestete de lechones (Boudry et al., 2004). Estos datos concuerdan con los obtenidos
en este experimento en el que se encontrd un aumento en la expresion de ASS en duodeno
para el dia 3 posdestete (Figura 2), y que podria asociarse con una mayor actividad de la
misma en intestino delgado. Pero, para los dias posteriores (7 y 14 posdestete) en los cuales
se observo una disminucion de la expresion relativa de ASS a niveles similares a los
observados el dia 0. En yeyuno e ileon no se encontro una diferencia significativa en el la
expresion de ASS en ninguna de las fechas de muestreo, a pesar de que otros autores

(Boudry et al., 2004) han observado una recuperacion de la morfologia intestinal en
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lechones entre los dias 5 y 14 posdestete. En un estudio por Brasse-Lagnel et al. (2003), en
células Caco-2 de epitelio intestinal, encontraron que la expresion y actividad de ASS
aumenta por la presencia de glutamina en el medio. Ademas, se menciona que la mayor
actividad de sintesis de arginina por actividad de ASS y ASL es en células del higado
(hepatocitos), debido a que en éstos la concentracion de arginina es baja (Wu et al., 2009), a
diferencia de células epiteliales y células del rifidén, donde el aumento de la actividad de

ASS para sintesis de arginina a partir de citrulina (Granik, 2003, Wu et al., 1997).

Duodeno

5.00E-03 -
S 4.00E-03 - a
+—
e
O 3.00E-03
S b
‘% 2.00E-03 -
ot b b
o
25 1.00E-03 -

0.00E+00 -

0 3 7 14

Dias posdestete

Figura 2. Expresion relativa de arginina succinato sintasa (ASS) en duodeno de lechones
destetados. Los valores son medias de los tratamientos. Dia 0 vs dia 3 (P = 0.0514), dia o vs

dia 7 y dia 0 vs dia 14 (P>0.05).
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El primer efecto causado por el destete es el estrés, el cual esta asociado a un
incremento en los niveles de cortisol en sangre (Wu et al., 2000b). En enterocitos de
lechones de destete se ha observado que el cortisol incrementa la actividad de ASSL y P5C,
pero no asi sobre la actividad de ASS (Flynn y Wu, 1997). Esto sugiere que al no haber un
incremento en la actividad de ASS, tampoco habria necesidad de incrementar expresion, lo

que coincide con los resultados obtenidos en este experimento.

6.3. Expresion relativa de espermina/espermidina acetiltransferasa (SSAT).

Las poliaminas putrescina, espermidina, y espermina son cationes alifaticos
derivado de ornitina por la actividad de enzimas como ODC y las espermidina/espermina
sintasa, respectivamente; estas poliaminas tienen importante papel en la regulacién celular
por su participacién en procesos de crecimiento, proliferacion y apoptosis, por consiguiente
la regulacion de su concentracion a nivel celular es importante para mantener la

homeostasis celular (Butcher et al., 2007; Lee et al., 2010).

En el cuadro 4 se presentan los resultados de la expresién de SSAT en intestino
delgado (duodeno, yeyuno e ileon). Los resultados obtenidos demuestran que el destete no
afecta significativamente (P >0.05) la expresion de SSAT en duodeno, yeyuno e ileon,

analizada en los dias 0, 3, 7 y 14 posdestete.
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Cuadro 4. Expresion relativa del gen de espermina/espermidina acetiltransferasa (SSAT),

en las tres porciones de intestino delgado (numero de moléculas de ARNmM

SSAT/numero de moléculas de ARN ribosomal).

de

Dias posdestete P

Porcion 0 3 7 14 E.E. Cl C2 C3

Duodeno 1.37E-03 4.77E-03 1.59E-03 1.21E-03 7.56E-04 0.1353 0.8351 0.8901
Yeyuno  9.39E-04 1.03E-03 1.01E-03 6.21E-04 2.845E-04 0.8224 0.8497 0.4381

fleon 1.80E-03 4.99E-03 2.19E-03 4.58E-03 1.534E-03 0.1579 0.8583 0.2147

El paso inicial para la biosintesis de poliaminas es la produccién de putrescina a

partir de ornitina por la regulacién de la enzima ODC. Espermidina es formada a partir de

putrescina y espermina desde espermidina por la adicion de grupos aminopropilos, esta

sintesis es mediada por la enzima espermidina sintasa y espermina sintasa, respectivamente

(Pegg, 2008). La biosintesis de espermina y espermidina es un proceso reversible a

putrescina, regulado o limitado por la actividad de SSAT. Ademas, las mismas poliaminas

regulan e inducen la actividad de SSAT, esto contribuye a mantener la homeostasis

poliaminas a nivel celular (Ivanov et al., 2009; Pegg, 2008; Butcher et al., 2007).

de
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En un estudio realizado por Wang et al. (2004) en cultivos celulares de higado de
rata, encontraron que la administracion de tetraciclina aumenta la actividad enzimatica de
SSAT 24 horas después de la aplicacion, ademés asociado a una reduccién en las
concentraciones de espermidina y espermina que se vio reflejado en un menor crecimiento
celular. Por otro lado, la disminucion de las poliaminas incrementd la concentracion de
putrescina 24 horas después de la aplicacién y cayé a niveles basales a las 96 horas post-
administracion. Estos datos confirman la relacion que hay entre la concentracion
intracelular de las poliaminas con la actividad de SSAT. Datos relacionados presentados
por Butcher et al. (2007) muestran que la actividad de SSAT puede ser inducida por
diferentes estimulos fisiologicos (e. g. estrés oxidativo, citotoxinas, choque térmico) pero
algunos de éstos no tienen efecto sobre la expresion de SSAT, lo cual podria explicar en
parte lo obtenido en este experimento en el que no se encontro diferencia en la expresion de

SSAT en duodeno, yeyuno e ileon, en las diferentes fechas analizadas.
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7. CONCLUSION

La expresion de arginina succinato sintasa se incrementa a los tres dias del destete
en mucosa duodenal de los lechones, sin embargo ornitina descarboxilasa vy
espermidina/espermina acetiltransferasa no muestran cambios en su expresion en intestino

delgado.
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