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RESUMEN

En el presente trabajo, se evalu6 el efecto de la inclusion de arginina,
glutamina y la combinacion de ambos aminoacidos a dietas para lechones recién
destetados sobre su comportamiento productivo, integridad del epitelio de intestino
delgado y la expresion de enzimas relacionadas con la sintesis de poliaminas,
ornitina  descarboxilasa (ODC) y espermidina/espermina-N*-acetiltrasferasa
(SSAT) en mucosa. Se utilizaron 100 lechones (Large White X Landrace X Duroc)
con un peso inicial de 6.03 = 0.12 kg al destete, la unidad experimental fue de 5
lechones, distribuidos en bloques completos al azar en cuatro tratamientos: T1,
Dieta base trigo-pasta de soya (TPS); T2, TPS + 0.8% de glutamina (GIn); T3, TPS
+0.8 de arginina (Arg); T4, TPS + 0.8% de GIn + 0.8% de Arg. En el
comportamiento productivo, la adicion de GIn, Arg y GIn + Arg, incrementaron
(P=0.055, P=0.006 y P=0.001, respectivamente) la ganancia diaria de peso (GDP)
al dia 7 posdestete; pero al dia 14, la dieta suplementada con glutamina, tuvo un
efecto negativo (P=0.054), con una GDP 33% menor al testigo. Se tomaron
muestras de duodeno y yeyuno, previa eutanasia de lechones seleccionados al
azar. En cada muestra de tejido se analizé la expresion de ODC y SSAT, asi como
los indices: altura de las vellosidades (AV) y profundidad de las criptas. La
expresion de ODC en duodeno, en la dieta con a Arg, tuvo una disminucién
(P=0.04) del 55.93%, en comparacién con la expresion con la dieta TSP. En el
andlisis histolégico, en duodeno, la dieta con GIn + Arg al dia 3, mostré una menor
pérdida (P<0.05) de la continuidad de las vellosidades (37%); al dia 7, se empieza
a observar la regeneracion de las vellosidades, siendo el tratamiento con GIn el
que tuvo una mejor (P<0.05) recuperacion en la longitud de vellosidades. En
conclusion, la expresion de ODC en duodeno se disminuye con la adicion de Arg;
la adicion de Arg mas GIn a la dieta, mejora la GDP en la primer semana
posdestete y con respecto a la morfologia de intestino delgado, se observa una
menor pérdida en la AV en duodeno al dia 3; mientras que al dia 7 con la adicion

de GIn se observa una pronta recuperacion de la altura de vellosidades.
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1. INTRODUCCION

Los lechones destetados antes de los 21 dias de nacidos, consumen poco
alimento durante la primera semana posdestete, ademas de que presentan
diarreas y pierden peso. Una de las causas de los efectos negativos del destete
precoz es la atrofia de las vellosidades de intestino delgado, presentandose una
mayor descamacion de las células intestinales en relacién a la renovacion del
intestino, la cual es insuficiente, dando como resultado una menor superficie de
absorcion y a la vez traduciéndose a un crecimiento retardado, aunado a esto los
agentes patdégenos pueden agravar el problema. El intestino delgado de lechones
es muy importante, ya que al mantenerlo integro, con el menor dafio por efectos
del destete brinda un 6ptimo desarrollo, reflejandose en la productividad de la

granja.

Las poliaminas participan en el crecimiento, divisién celular, y tienen un
papel muy importante en la maduracion y renovacion del intestino. La arginina
sirve de sustrato para la sintesis de poliaminas, ya que de esta se puede sintetizar
ornitina, de ella putrescina, y a partir de esta ultima las poliaminas espermidina y
espermina. La arginina es un aminoacido esencial para los lechones y su aporte
en el alimento puede ser deficiente. A partir de prolina y glutamina se puede
sintetizar arginina en las células del intestino delgado pudiendo satisfacer los
requerimientos de arginina. Glutamina modula la expresion de genes que regulan

el metabolismo de nutrientes y la supervivencia celular, en los cuales se incluye
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ornitina descarboxilasa (ODC), la cual es una enzima clave para la conversion de
ornitina en poliaminas, que estimulan la sintesis de ADN y proteinas. El objetivo de
este estudio fue evaluar la adicion de glutamina y arginina cristalinas y la
interaccion de ambos amino&cidos a dietas para lechones recién destetados, en
su comportamiento productivo, histologia de intestino delgado y la expresion de
genes que codifican las enzimas involucradas en la sintesis de arginina y

poliaminas en los enterocitos.
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2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Destete

El destete, es la etapa donde el lechon es retirado de su madre, dando por
terminada la etapa de lactancia; este también involucra el cambio a una sala de
destete o area de iniciacion. El desarrollo de la capacidad digestiva del lechén es
complejo y varia dependiendo de la edad cronolégica, edad al destete y
composiciéon de la dieta de iniciacion. La funcién digestiva y absorcién de
nutrientes tienden a desarrollarse de acuerdo a sefiales fisioldgicas y dietéticas.
Los cambios morfolégicos por el destete, en el intestino delgado, estan asociados
mas con la actividad enzimatica que con la absorcion de nutrientes (Miller et al.

1986).

2.1.1. Edad

El destete natural puede llegar a ocurrir cuando el lechén tiene de 10 a 12
semanas de edad, que es cuando la produccion de leche por parte de la marrana
disminuye y se vuelve insuficiente para el mantenimiento y desarrollo de los
lechones. Sin embargo, debido a la productividad en la industria porcina, los
lechones son destetados a las 3 60 4 semanas de edad, considerandose un destete

temprano, el cual requiere de una mayor atencién en el manejo y la nutricion;
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tomando en cuenta que los anticuerpos maternos estan presentes en niveles

Optimos hasta los 21 dias de edad (Fangman, 1997).

2.1.2. Estrés

El destete es una etapa critica del crecimiento posnatal y desarrollo
intestinal en los mamiferos, incluyendo a los cerdos (Fan, 2003). La transicién de
un destete temprano es comunmente asociado a un mayor cuidado de los
lechones hasta que pasan a la fase de crecimiento (Maxwell y Carter, 2001),
incrementa la aparicion de enfermedades entéricas y diarrea (Gaskins, 1995) y
disminuye la capacidad digestiva (Fan, 2003). También se asocia a un bajo
consumo de alimento, contribuyendo a las alteraciones en la estructura de la
mucosa intestinal y funciones de absorcién de nutrientes en los lechones (Kelly et

al., 1991, Pluske et al., 1997).

En adicion al tipo de dieta, los factores sociales, el estrés debido a la
separacién de la marrana y el cambio de instalaciones en un nuevo ambiente
colectivo, contribuyen a los cambios en la integridad de la mucosa intestinal
(Pluske et al., 1997; Bruininx et al., 2001). Ademas suele presentarse una pérdida

progresiva de peso en la primera semana posdestete.

2.1.3. Alimentacioén
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El almidon es la principal fuente de energia en las dietas de cerdos (Vicente
et al., 2009). El maiz es el cereal mas comiunmente usado en las dietas de destete
en el mundo porque es bajo en fibra y con un alto contenido de energia (Parera et
al., 2010). El trigo, también es usado en las dietas de cerdos predominantemente

como fuente de energia (Kim et al., 2005).

La pasta de soya es el ingrediente usado como una fuente de proteina en
dietas para especies norumiantes, porque es relativamente alta en proteina (44 a
49%), posee un excelente perfil de amino&cidos (AA) y es de suministro confiable
(Kim et al.,, 1999; Cromwell, 2000); sin embargo, la pasta de soya contiene
cantidades variadas de inhibidores de tripsina y otros factores antinutricionales
qgue reducen el desempefio productivo, especialmente en la etapa de inicio (Parera
et al., 2010). Las dietas comerciales para lechones en un destete temprano

actualmente contienen relativamente poca pasta de soya (Lenehan et al., 2007).

2.1.4. Cambio de dieta

Es comdn que en los lechones, varias horas después del destete, el
consumo de alimento sea poco o nulo. Una vez iniciado el destete, el sistema
digestivo tiene que irse adaptando a una dieta sélida, es por eso que las dietas
para lechones deben ser de alta digestibilidad para evitar la llegada de un exceso
de sustrato fermentable al intestino grueso y deben ir exentas de sustancias que

puedan agravar este hecho.
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El sabor juega un papel clave en el consumo de alimento, siendo
especialmente importante cuando el apetito esta en reprimido por alguna razén,
como lo es el destete (Hellekant y Danilova, 1999). El proveer un edulcorante en el
alimento antes y después del destete puede mejorar las visitas efectivas al
comedero, mejorando el consumo alimenticio y desempefio productivo en etapas

posteriores de crecimiento (Sterk, et al., 2008).

2.2. Intestino delgado de lechones

El intestino delgado se divide anatdmicamente en tres porciones duodeno,
yeyuno e ileon. Histolégicamente, el intestino esta constituido por mucosa,
submucosa, muscular y serosa (Ferrufino et al., 1996). Los cambios adversos en
la morfologia intestinal incluyen acortamiento y cambio en la forma de las
vellosidades, de tener la forma de dedos, pasa a forma de lengua, con una
hiperplasia de células en las criptas y el incremento en la mitosis de células

epiteliales (Nabuurrs, 1991; van Beers-Schreurs, 1996).

Los cambios morfoldgicos intestinales pueden provocar una disminucion de
las funciones intestinales, reflejandose en la actividad enzimatica (Pluske, 2001)
del borde de cepillo y en la habilidad de absorcion (Kenworthy y Allen, 1966;
Smith, 1984; Hampson y Kidder, 1986; Miller et al., 1986; Li et al.,, 1991b;
Nabuurrs, 1991; Vente Spreeuwenberg et al., 2003), que luego resulta en diarrea 'y

bajo rendimiento de los cerdos recién destetados.
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Varios estudios han demostrado una reduccion en la altura de las vellosidades
(atrofia de las vellosidades) y un aumento de la profundidad de las criptas
(hiperplasia de las criptas) después del destete (Hampson 1986; Miller et al, 1986;
Cera et al, 1988; Dunsford et al, 1989; Kelly et al, 1990, 1991a, b; Li et al, 1990,
1991a, b; Nabuurrs et al, 1993a, b; Markkink et al, 1994; van Beers-Schreurs,

1995; Pluske et al., 19964, b).

2.2.1. Histologia

El revestimiento del lumen de intestino delgado, esta compuesto de muchas
proyecciones en forma de dedos llamadas vellosidades, mientras que las
microvellosidades son proyecciones de las células del epitelio intesnila. La funcién
de las vellosidades y microvellosidades es aumentar la superficie de absorcion. La
vellosidad esta recubierta principalmente por células de la absorcién llamadas
enterocitos y células caliciformes productoras de moco. Las criptas de Lieberkuhn
(o simplemente “criptas”) son depresiones tubulares encontradas entre las
vellosidades (Figura 1) y son la fuente de nuevas células que migran a la
vellosidad (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).
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Microvellosidades

— Vellosidad

Células

caliciformes Cripta de

[ Lieberkuhn

Figura 1. Morfologia del epitelio intestinal.

Las vellosidades y parte de las criptas estan recubiertas por enterocitos
(células de absorcion) que constituyen arriba del 90% de las células epiteliales en
la cripta y méas del 95% de células de las vellosidades (Cheng y Leblond, 1974). El
estudio de la diferenciacion del enterocito en neonatos es complicado, debido a los
cambios en el desarrollo asociado con los efectos de la dieta y genética del
individuo (Henning et al.,, 1994). 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).

2.2.2. Barrera intestinal
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Las células del epitelio intestinal estan conectadas por estrechas uniones
que ayudan a bloquear la transferencia paracelular de materiales del lumen
intestinal. El incremento en la expresion de proteinas que forman las uniones
puede reforzar la barrera intestinal y mejorar la salud animal. Diferentes tipos de
estrés, como al calor (Hall et al.,, 2001; Lambert et al., 2002) y antigenos
bacterianos (Pérez-Bosque et al., 2006), debilitan estas uniones, permitiendo que

toxinas y patdégenos en el lumen entren al tejido (Liu et al., 2013).

La colonizacibn de diferentes porciones del tracto intestinal por
microorganismos probidticos es la primera barrera de defensa contra la invasion
de agentes patdégenos, esta colonizacién es considerada como una importante
caracteristica para la salud del hospedador (Lee et al.,, 2003). Las células
epiteliales del intestino estan cubiertas por una capa relativamente gruesa (400
Mm) de moco que consiste en mucina, que es una glicoproteina, ademas
participan un gran numero de pequefias glicoproteinas, proteinas, glicolipidos y

lipidos (Piel et al., 2004).

2.2.3. Dafos

El destete de los lechones a edad temprana, también se asocia a un menor
crecimiento o pérdida de peso, con cambios muy marcados en la histologia del
intestino delgado, principalmente atrofia de las vellosidades (Pluske et al., 1997).
La atrofia de las vellosidades es causada por el incremento en la pérdida de

células y/o por la tasa baja de renovacion celular en el intestino, esto causa una
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disminucién en la capacidad de digestidén y absorcién. Smith (1984), demostré que
los cambios histologicos son inducidos en la mucosa del intestino delgado de
cerdos sometidos a un destete temprano, ya que al destetar a las 2 semanas de
edad, se disminuye la longitud de las vellosidades e incrementa la profundidad de

las criptas.

2.2.4. Respuesta al dafio intestinal

Cuando se dafia la integridad de la mucosa del intestino delgado, esta tiene
la habilidad de repararse por si misma rapidamente. Una mayor proliferacion de
células en la cripta, reemplazaréa las células pérdidas y restaurara la arquitectura
de vellosidades, asi como la funcion de digestiébn y absorcién de nutrientes
(Blikslager et al., 1997; Ray et al., 2005; Blikslager et al., 2007). Se presenta
también un incremento en las actividades de biosintesis de citrulina y poliaminas
(Wu et al., 2000a; Wu et al., 2000b). Ademas, por efecto de la adaptacion a esta
nueva etapa, se originan cambios en la expresion génica de la mucosa intestinal

de manera Unica por individuo (Lackeyram et al., 2010).

2.3. Aminoacidos

Basandose en el crecimiento o balance de nitrégeno (es decir, sintesis neta
de proteinas en todo el cuerpo), los aminoacidos (AA) tradicionalmente han sido

clasificados como nutricionalmente esenciales (indispensables) o no esenciales
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(dispensables) para animales y humanos (Baker, 2009; Wu, 2009). Los AA
nutricionalmente esenciales (AAE) son aquellos que no son sintetizados por las
células animales, por lo tanto, deben ser suministrados a través de la dieta. La
esencialidad dietética de algunos AA (por ejemplo, arginina, glicina, prolina y
taurina) depende de la especie y la etapa de desarrollo (Wu, 2009). En contraste,
los AA no esenciales (AANE) son todos aquellos que son sintetizados de novo de

una manera dependiente de la especie (Watford, 2008; Wu et al., 2009).

Sin mucha evidencia, se supone que los animales o los seres humanos
podrian sintetizar cantidades suficientes de todos AANE y no se necesitan en la
dieta para la nutricion y salud 6ptima, sin embargo, la evidencia creciente en
cultivo celular y estudios en animales muestran que algunos AA clasificados
tradicionalmente como AANE (por ejemplo, glutamina, glutamato y arginina)
desempefian papeles importantes en mdultiples vias de sefalizacién, regulando la
expresion de genes, recambio proteico intracelular, metabolismo de nutrientes, y la
defensa oxidativa (Brasse-Lagnel et al., 2009; Bruhat et al., 2009; Yao et al.,

2008).

2.3.1. Aminoacidos esenciales condicionales

Los aminoacidos esenciales condicionales (AAEC), son los que
normalmente pueden estar sintetizados en cantidades adecuadas por el
organismo, pero deben incluirse en la dieta para satisfacer las necesidades en

condiciones donde son mayores los indices de utilizacion, a los indices de
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sintesis. Igualmente, las necesidades funcionales en la prevencion de
enfermedades deben ser un criterio importante para su clasificacion en esenciales
0 esenciales condicionales (Cynober, 2004; Wu, 2009). Glutamina y arginina son
considerados AAEC bajo estados hipermetabdlicos como ocurre en el destete

(Chamorro et al., 2010).

2.3.2. Funcionales

Aminoéacidos funcionales (AAF), son aquellos que regulan las vias
metabdlicas claves para mejorar la salud, supervivencia, crecimiento, desarrollo,
lactancia, y reproduccion de organismos (Wu, 2009). Una deficiencia de AAF (ya
sea AAE o AANE) no solo afecta la sintesis de proteinas, sino también la
homeostasis de todo el cuerpo. Cabe destacar, que al suplementar AAF
especificos (por ejemplo, glutamina o arginina) a una dieta convencional, que
tradicionalmente se pensaba aportaba los AA adecuados, puede maximizar el
potencial de crecimiento en animales jévenes (Wu, 2009; Wu, 2010; Wu et al.,
2004) y la prevencion de enfermedades (por ejemplo, la obesidad, diabetes y
enterocolitis necrosante) en animales y seres humanos (Wu et al.,, 2009). El
potencial de los AAF (ya sea AAE o AANE) para estimular la sintesis de proteinas
indica que juegan papeles reguladores importantes mas alld de servir como

blogues de construccion de proteinas (Wu, 2010).
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2.4. Glutamina

Los quimicos saben desde hace mas de un siglo sobre L-glutamina (GIn)
como un AA neutro que contiene 2 atomos de nitrégeno por molécula (peso
molecular = 146.15). Se obtuvo primero a partir de jugo de betabel en 1883, primer
aislado a partir de una proteina (edestina) en 1932 y por primera vez fue
sintetizada quimicamente en 1933 (Meister, 1965). Sin embargo, GIn
tradicionalmente no ha sido considerada como un nutriente esencial en las dietas

para ganado (Maynard et al, 1979; Bondi, 1987).

Se mencionan dos razones principales que explican el por qué GIn se ha
ignorado por mucho tiempo en la nutricion animal: primera, hay dificultades
técnicas en el andlisis de GIn en proteinas y alimentos para animales, porque GIn
esta completamente convertida en glutamato bajo las condiciones estandar de
hidrélisis acida (es decir, HClI 6 M, 110 ° C, y 24 h; Wu y Knabe, 1994); en
segunda, las generaciones de los nutricionistas de animales tenian poco
conocimiento sobre GIn porque no se les habia ensefiado acerca de este nutriente
(Wu et al.,, 2010). De acuerdo a los avances en los métodos de analisis y de
investigacion bioquimica, ahora se sabe que GlIn es particularmente abundante en
los fluidos fisiolégicos (por ejemplo, el plasma, el citoplasma, la leche, fluidos
fetales; Wu, 2009) y tanto las proteinas vegetales como animales (Li et al., 2010).
En efecto, GIn es un combustible metabdlico importante para la rapida division

celular (Rhoads y Wu, 2009).
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2.4.1. Funciones fisioldgicas

Las funciones fisioldgicas de GlIn incluyen su participacion en multiples vias
metabdlicas, asi como en la regulacidon de la expresion de genes y la transduccion
de sefiales. L-glutamina es un sustrato de energia, importante para una division
celular rapida de los enterocitos, linfocitos (inmunolégicamente desafiados) y otros
tipos celulares, proporciona ATP para el recambio proteico intracelular; el
transporte de nutrientes a través de la membrana plasmatica, crecimiento y
migracion celular, asi como el mantenimiento de la integridad de las células (Curi

et al., 2005).

Es importante tener en cuenta que GIn es un AA importante para la sintesis
enddgena de citrulina y Arg en la mayoria de los mamiferos, como los cerdos, a
través del eje intestinal-renal (Wu y Morris, 1998). Esta ruta sintética compensa: 1)
una deficiencia de Arg (un AA nutricionalmente esencial para cerdos jovenes) en
la leche durante el periodo de lactancia y 2) el extenso catabolismo de Arg

dietética por el intestino delgado de los animales destetados (Wu et al., 2009).

Glutamina modula la expresion de genes que regulan el metabolismo de
nutrientes y la supervivencia celular (Curi et al., 2005; Wang et al., 2008a; Brasse-
Lagnel et al., 2009). Estos genes incluyen los de ornitina descarboxilasa (ODC) y
el oxido nitrico (ON) sintasa (ONS) en mudltiples tipos de células (Kwon et al.,

2004; Rhoads y Wu, 2009). ODC es una enzima clave para la conversion de
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ornitina en poliaminas, que estimulan la sintesis de ADN y proteinas (Wu et al.,

2009).

2.4.2. Digestion y absorcion

Las proteinas de la dieta son hidrolizadas por las proteasas en los fluidos
luminales del estobmago (pepsina A, B, C y renina; pH éptimo de 2 a 3) y de
intestino delgado (tripsina, quimotripsina, elastasa, carboxipeptidasas A, B y
aminopeptidasa; pH optimo de 6 a 7.5) para formar dipéptidos, tripéptidos (que
contienen GIn) y glutamina libre. EI medio alcalino en el lumen de intestino
delgado resulta de las sales biliares, jugo pancreatico y las secreciones
duodenales. Prolidasa, una peptidasa derivada de la mucosa (en el caso de
péptidos que contienen tanto GIn como prolina) puede hidrolizar los péptidos
pequefios luminales para dejar Gin libre. Ademas, los dipéptidos o tripéptidos que
conteniene GIn en el lumen del intestino delgado pueden ser transportados
directamente a los enterocitos a través de su membrana apical por

transportadores de péptidos de gradiente de H* 1 (PepT1; Daniel, 2004).

Aproximadamente el 67% de GIn en la dieta es utilizado por el intestino
delgado (es decir, células de la mucosa, mas microorganismos luminales) en los
cerdos, la GIn restante entra en la circulacién portal (Stoll y Burrin, 2006; Wu et al.,

2010a).
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2.5. Arginina

La arginina (Arg) es clasificada como AA semiesencial o esencial
condicional en mamiferos porque la habilidad del cuerpo para sintetizar cantidades
suficientes que satisfagan sus necesidades, varia de acuerdo a la edad y a la
incidencia de diarrea (Morris, 2004). Es sintetizada a partir de citrulina por la
accion secuencial de las enzimas arginosuccinato sintasa y argiosuccinato liasa en
citoplasma. A su vez la citrulina puede ser derivada de fuentes como: prolina o
glutamina/glutamato (Morris, 2004). Ademas Arg se sintetiza via eje intestinal-
renal en humanos, cerdos, ovejas y ratas. La degradaciéon de arginina ocurre a
través de mdultiples rutas metabdlicas en las cuales se produce Oxido nitrico,
poliaminas, prolina, glutamato, creatina y agmatina, las cuales tienen una gran

importancia biolégica (Wu et al., 2009).

2.5.1. Metabolismo

La base metabdlica para el crecimiento submaximo de los lechones
amamantados es desconocida, pero puede ser debido a una ingesta inadecuada
de proteina (0 un aminoacido esencial) y/o energia. Curiosamente, se ha
demostrado recientemente que la arginina (un aminoacido esencial para los recién
nacidos) es notablemente deficiente en la leche de la cerda en base a la
proporcion lisina-arginina contenida en la leche y en el cuerpo lechén (Wu et al.,
1994; Lewis et al., 1994). Por ejemplo, en base al aporte de Arg a partir de leche

de la cerda (1.06 g/d) y el requerimiento de los lechones (2.7 g/d, con base a la
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acumulacion de arginina en proteinas mas su catabolismo), se estimé que la leche
de cerda proporciona 40% del requerimiento diario total de arginina en lechones

de 7 dias de edad (Wu y Knabe, 2000).

Los enterocitos son casi las células exclusivas para la sintesis de citrulina y
arginina a partir de glutamina y prolina en lechones (Wu et al., 1994; Wu y Knabe,
1995; Wu, 1997). Paraddjicamente, la sintesis intestinal de citrulina y arginina
disminuye de un 60 a 75% en cerdos de 7 dias de edad en comparacién con los
cerdos recién nacidos, y declina aiun més de los 14 a los 21 dias de edad (Flynn

et al., 2000).

2.5.2. Precursor de ornitina

Arginina, que es hidrolizada por la enzima arginasa, es la responsable de la
formacion de la ornitina y la urea. Lo cual desempefia un papel esencial en la
sintesis de urea hepética e intestinal a partir del amoniaco, asi como el
abastecimiento de la ornitina para la sintesis de prolina, glutamato y poliaminas
(Wu et al., 1998; Jobgent et al., 2006; Wu et al., 2009). Asi mismo, las poliaminas
(putrescina, espermidina, y espermina) son esenciales para la proliferacion, la
diferenciacion y la migracion de células en mamiferos, incluyendo las células del

epitelio intestinal (Cheng et al., 2006).
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2.6. Poliaminas

Las poliaminas son esenciales para el crecimiento y proliferacién de las
células epiteliales del intestino, tienen un rol muy importante en la maduracion y
renovacion del intestino (Johnson, 1988). El calostro y la leche de las cerdas
contienen las poliaminas: putrescina, espermidina y espermina, contribuyen en la
maduracién del intestino de los lechones mientras estan con la marrana (Cheng et
al., 2006). Al destete, la menor concentracion o la total ausencia de las poliaminas
en la dieta de lechones, puede ser la causa de los cambios observados en la

funcién y estructura del intestino posdestete (Wu et al., 2000).

Se considera a las poliaminas como moléculas policatiénicas nitrogenadas
presentes en todos los organismos vivos, son el 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).

2.6.1. Funciones e importancia

Las poliaminas son esenciales para la reparacion de dafios en las células
epiteliales de estdbmago e intestino delgado. Bajo condiciones de estrés, la
actividad de enzima Ornitina descarboxilasa aumenta y se inicia la sintesis de
poliaminas (Banan et al.,, 1998); Flynn et al. (2009), demuestran que en
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condiciones de estrés, el cortisol incrementa la sintesis de poliaminas a partir de
arginina, prolina y ornitina. Las poliaminas también se involucran en una amplia
variedad de funciones biolégicas como la estabilizacién del ADN, modulacién de la
expresion génica y la regulacion de sintesis de proteinas a través de la
sefalizacion para la transduccion, ademas su papel en el crecimiento y la

diferenciacion celular (Wang, 2005; Wang et al., 2004).

2.6.2. Precursores y sintesis

Arginina es un precursor para la sintesis, no sélo de las proteinas, sino
también de oOxido nitrico (ON), urea, creatina, glutamato, prolina, agmatina y

poliaminas (Wu y Morris, 1998; Tenenbaum et al., 1998).

2.7. Interaccidon e importancia de ornitina descarboxilasa y de espermina-

espermidina acetiltransferasa

Ornitina es descarboxilada por la ornitina descarboxilasa (ODC) para
producir putrescina (Figura 2), que se convierte secuencialmente en espermidina y
espermina por espermidina-espermina sintasa, utilizando los residuos de
aminopropilo con la acciéon de S-adenosil metionina descarboxilasa. Todas estas
reacciones son irreversibles en la practica. Sin embargo, otras enzimas pueden
convertir espermidina y espermina de nuevo a putrescina en células de

mamiferos. En esta via, citosélica espermina/espermidina N1-acetiltransferasa
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(SSAT) primero acetila a espermina o espermidina a sus derivados acetilo que,
oxidados por la poliamina oxidasa, pasan a espermidina de espermina y a
putrescina de espermidina (Figura 2; Wu y Morris, 1998; Pegg, 1986). Ademas, la
importacion de poliaminas celulares y de su exportacion hacia el espacio
extracelular contribuye, en caso necesario, a la regulacion de los niveles de

poliaminas individuales en los tejidos (Seiler et al., 1996).

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). La enzima SSAT, participa en la regulaciéon
de la concentracion intracelular de las poliaminas espermina, espermidina y
putrescina (Wang et al., 2004), y es un factor limitante en la tasa de degradacién

de poliaminas (Wang, 2005).
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Figura 2. Ruta metabdlica para la sintesis de poliaminas. ASS, argininina succinato
sintasa; ASL, argininina succinato liasa; OAT, ornitina aminotransfersa; ODC,
ornitina descarboxilasa; ON, Oxido nitrico; P5DH, pirrolina-5-carboxilato
deshidrogenasa,; P5CS, pirrolina-5-carboxilato sintasa; SSAT,

espermidina/espermina-N1-acetiltransferasa. (Fang et al., 2002).
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3. HIPOTESIS

La adicién de L-arginina y glutamina a dietas trigo-pasta se soya para
lechones destetados, modifica el comportamiento productivo de los mismos, la
morfologia intestinal (vellosidades y criptas) y la expresion de las enzimas ornitina

descarboxilasa y espermina/espermidina acetiltransferasa en enterocitos.

4. OBJETIVO

4.1 General

Evaluar el efecto de la inclusion de diferentes niveles dietéticos de arginina,
glutamina y la combinacion de ambos aminoacidos sobre el comportamiento
productivo, integridad del epitelio de intestino delgado y la expresion de enzimas

relacionadas con la sintesis de poliaminas en lechones recién destetados.

4.2 Especificos

Evaluar el comportamiento productivo de cerdos en etapa de destete
alimentados con dietas a base trigo-pasta de soya adicionadas con diferentes

niveles de arginina y glutamina.
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Comparar a nivel histolégico la respuesta a la adicion de arginina y
glutamina en intestino delgado (duodeno y yeyuno), a través de los indices: altura

de vellosidad y profundidad de criptas.

Determinar en cerdos de destete la expresion ARN mensajeros de enzimas

claves en el metabolismo de poliaminas ornitina descarboxilasa y espermina/

espermidina acetiltransferasa en enterocitos.
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5. MATERIALES Y METODOS

El trabajo se realiz6 en la Unidad Experimental Porcina en el area Fisiologia
y Metabolismo del Instituto de Ciencias Agricolas de la Universidad Autonoma de
Baja California, ubicada en el Ejido Nuevo Ledn, Mexicali, Baja California

(32°24'25.00" N, 115°12'04.14" W).

5.1 Animales y manejo

Se utilizaron 100 lechones Yorkshire x Landrace x Duroc (peso corporal de
6.03 £ 0.12 kg, media + E.E.) de la Unidad experimental porcina del Instituto de
Ciencias Agricolas; destetados a los 21 dias de edad distribuidos en bloques
completos al azar en cuatro tratamientos en base a su peso inicial (al destete),
sexo y camada. Estos animales se alojaron en corrales (1.2 X 1.1 m), equipados
con bebederos automaticos con agua y alimento ad libitum; cinco lechones por
corral y cinco corrales por tratamiento. Los efectos principales fueron la adicion de
arginina (0.8%), glutamina (0.8%) y arginina + glutamina (0.8 + 0.8%). La
temperatura de la sala se mantuvo a 26 + 5°C. Se monitore6 el consumo diario de

alimento (CDA), ganancia diaria de peso (GDP) y la eficiencia alimenticia (EA).

5.2. Dietas y disefio experimental
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Las dietas experimentales (cuadro 1) fueron formuladas a base TPS, para

cubrir los requerimientos para cerdos en la etapa de iniciacién con un rango de 5 a

10 kg de peso vivo (NRC, 1998). Los tratamientos fueron: dieta testigo de TPS;

dieta glutamina (TPS + 0.8% GlIn); dieta arginina (TPS + 0.8% Arg) y dieta GIn +

Arg (TPS + 0.8% GIn + 0.8% Arg).

Cuadro 1.- Composicién de las dietas experimentales.

Ingredientes (%) . I_I)letas —

Testigo Glutamina  Arginina GIn+ Arg
Trigo 63.90 63.90 63.90 63.90
Almidoén 1.60 0.80 0.80 0
Aceite 0.50 0.50 0.50 0.50
Pasta de soya 30.00 30.00 30.00 30.00
Glutamina 0 0.80 0 0.80
Arginina 0 0 0.80 0.80
Lisina 0.45 0.45 0.45 0.45
Treonina 0.18 0.18 0.18 0.18
Metionina 0.06 0.06 0.06 0.06
Carbonato de calcio 1.32 1.32 1.32 1.32
Ortofosfato 1.24 1.24 1.24 1.24
Sal yodatada 0.25 0.25 0.25 0.25
Premezcla vitaminas* 0.40 0.40 0.40 0.40
Antibidtico 0.10 0.10 0.10 0.10
Total 100.00 100.00 100.00 100.00

Analisis calculado

EM, Mcal/kg 3.19 3.19 3.19 3.19
Proteina, % 21.00 21.00 21.00 21.00
Lisina, % 1.43 1.43 1.43 1.43
Treonina, % 0.76 0.76 0.76 0.76
Metionina, % 0.32 0.32 0.32 0.32
Calcio, % 0.80 0.80 0.80 0.80
Fosforo, % 0.68 0.68 0.68 0.68
Fosforo disponible, % 0.40 0.40 0.40 0.40

*Premezcla de vitaminas compuesta por 3000 Ul de Vitamina A, 300 Ul de Vitamina D3, 30 Ul de Vitamina E,

2 mg de Vitamina K, 1.8 mg de Tiamina, 0.11 de Vitamina B12, 3.6 mg de Riboflavina, 0.55 mg de Ac. Fdlico,

0.15 mg de Biotina, 10 mg de Pantotenato de Ca y 35 mg de Niacina. Antibiotico (oxitetraciclina).
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5.3. Variables de respuesta

Los 100 cerdos se distribuyeron completamente al azar en cuatro
tratamientos previamente mencionados, formando cinco repeticiones (bloques).
Las variables de respuesta evaluadas fueron: GDP, CDA y EA. Las mediciones de
peso vivo se realizaron los dias 0, 3, 7 y 21; mientras que el consumo se

monitoreo diariamente. La duracion del experimento fue de 21 dias.

5.4. Eutanasiay toma de muestras

Se utilizaron 8 unidades experimentales, divididas en 2 repeticiones en
base a la distribucion de los 4 tratamientos; al dia 3 del experimento de campo, se
sacrificd por eutanasia un cerdo por unidad experimental, para la posterior toma
de muestras, al igual que para el dia 7; mientras que para el dia 0, se tomaron
muestras de duodeno y yeyuno por cerdo por repeticion. Para el analisis de
biologia molecular, la cantidad de la muestra fue de aproximadamente 0.5 g de
tejido (mucosa intestinal), que se coloco en tubos de 2 ml previamente
identificados, los cuales se guardaron inmediatamente en nitrégeno liquido y se
almacenaron a - 85°C. Para el andlisis de histologia, se tomaron secciones de

duodeno y yeyuno gue se conservaron en formol al 10%.

5.5. Andlisis de laboratorio
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5.5.1. Extraccion del ARN total

La extraccion del ARN, se realiz6 mediante la técnica de Trizol Reagent
(Chomczynski and Sacchi, 1987). Se pulveriz6 aproximadamente 0.1 g de tejido
en nitrogeno liquido, se agregd 1 ml de Trizol y se homogenizé, se prosiguié a
centrifugar por 10 min a 10,000 rpm a 4°C y se transfirid el sobrenadante a un tubo
de 2 ml dejando reposar en hielo por 5 minutos. Para después afiadir 0.2 ml de
cloroformo, se mezclé y se dejo reposar por 3 min. Después se centrifugd a
10,000 rpm durante 15 minutos a 4 °C, la fase acuosa fue transferida a un tubo
estéril de 2 ml afadiendo 0.5 ml isopropanol, se incubd a temperatura ambiente
durante 10 minutos, posteriormente se centrifugd a 10,000 rpm a 4 °C. Se
removio el sobrenadante para recuperar el sedimento (pastilla) y se le agreg6é 1 ml
de etanol al 100%. Después, se centrifugd a 8,500 rpm a 4 °C, posteriormente se
elimino el sobrenadante y se dejé secar la pastilla, la cual fue resuspendida con 35
ul de agua DEPC, por ultimo en una camara de electroforesis (BIORAD) se corrio

un gel de agarosa al 1.2% para verificar la integridad del ARN.

5.5.2. Transcripcion Reversa (RT)

En un microtubo de 500 pl se colocaron 5 pul de ARN, 6 ul de buffer 5x, 0.75
Ml de DNAsa de 0.1 U/ul (Invitrogen), 18.25 ul de agua tratada con DEPC (agua
libre de DNAsa/ARNSsa) en hielo, la reaccion se incub6 a temperatura ambiente 15
min y después 5 min a 70 °C en un heat-block, se agregd a la reaccion 1 ul de

random primer con una concentracién de 0.15 ug/ml (Invitrogen), 1 yl de DNTP’s
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10 yM, se incubo6 a temperatura ambiente 5 min, después se volvié a colocar en
hielo mientras se afiadié 2 ul de buffer 5x, 3 yl de DTT 0.1 M, 1 pl de inhibidor de
ARNsa 10 U/ul, se homogeniz6 vy centrifug6 (10 seg). A continuacion la reaccion,
se incubo a 42 °C 2 min, se afiadio la enzima transcriptasa reversa 200 U/ul (RT-
Superscript lll, Invitrogen) y se procedio a incubar a 42 °C por 50 min y a 70°C
durante 15 min, al finalizar la reacciébn el ADNc fue guardado a -20°C para

posteriormente realizar PCR y PCR cuantitativo.

5.5.3. Reaccion en cadena de la polimerasa en punto final

Para determinar la calidad del ADN complemetario (ADNc) se realizaron
reacciones de PCR con oligonucledétidos especificos (cuadro 2). Como testigo se
empled el gen constitutivo ribosomal 18S, se realizaron pruebas de PCR punto
final para verificar la expresion de los ARNm en los productos de RT (ADNc). El
protocolo utilizado fue el siguiente: en un microtubo de 0.2 ml se agregaron 3 ul de
MgCl (Fermentas), 5 pl buffer 5X, 1 ul DNTP’s, 1 pl de oligo sentido, 1ul de oligo
antisentido, 3 yl de cDNA, 35.5 de agua tratada con DEPC, y 0.5 ul 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 3).

Cuadro 2. Oligonucledtidos utilizados para la expresion de los ARNm de las
enzimas ornitina descarboxilasa (ODC), espermina/espermidina

acetiltransferasa (SSAT) y ARN ribosomal 18s (RIB).
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Secuencia del fragmento

Gen Sentido Antisentido Tamano

ODC GTCTGTCGCCTCAGTGTCAA CTGGCTCCGCTATGATTCTC 340 Kb

SSAT AGTGCCAAGGAGCATCTAA CCTCTGCTGCCATTTTTAGC 338 Kb
RIB GGCCTCACTAAACCATCCAA  TAGAGGGACAAGTGGCGTTC 295 Kb

Cuadro 3. Programa usado para la técnica de PCR punto final.

Desnaturalizacion inicial 00:05:00 95
40 ciclos:
Desnaturalizacion 00:00:45 95
Alineacion 00:00:45 56
Elongacion 00:00:30 72
Elongacion final 00:02:00 72
Incubacion indefinido 10

5.5.4. Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real

La expresion de las enzimas ODC y SSAT en duodeno y yeyuno de los
animales en experimentacion se analizé mediante la técnica cuantitativa de

reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (Sambrook and Russell, 2001).
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El equipo empleado para los analisis de PCR cuantitativo fue un Cromo 4
(Bio Rad) adaptado a un termociclador ADN Engine (Bio Rad) y el software
utilizado para el andlisis de resultados fue MJ Opticom Monitor, versién 3.1. La
metodologia a seguir fue en un espectrofotometro se realizé la lectura a 260 nm
para determinar la concentracion de los ADNc obtenidos mediante el
procedimiento de retrotranscripcion. Una vez determinado los valores de
concentracion obtenidos se realizaron diluciones de los ADNc para

homogeneizarlos 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 ul para SSAT y 3 yl para ODC, de cada oligonucleétido especifico
(cuadro 2) a una concentracion inicial de 0.5 uyM; se agregaron 12.5 pyl de SYBR
Green Supermix (MaximaTM SYBR Green/Rox qPCR Master Mix 2X, fermentas),
esta mezcla contiene a la enzima ADN polimerasa, un buffer con MgCl y el
fluoréforo SYBR-Green; y finalmente la reaccion fue completada a un volumen
total de 25 pl con agua tratada con DEPC. Las temperaturas de alineacién para la
amplificacion de los fragmentos de los ARNm fueron de 56°C para ODC y SSAT,
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 leyd la fluorescencia al final de cada ciclo;
posteriormente se realizd una curva de desnaturalizaciéon 60°C a 90°C con lectura
de fluorescencia cada 0.2 °C; y una incubacion final de las muestras a 10 °C por

tiempo indefinido.
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5.6. Morfologia del intestino delgado

Muestras de aproximadamente 5 cm de duodeno y yeyuno colectadas al dia
0, 3 y 7 fueron empleadas para la determinacion de morfologia e integridad
intestinal. EI segmento de duodeno se colecté aproximadamente a 15 cm de
distancia de la union pilérica y aproximadamente a 60 cm de distancia de la unién
pilérica se consideré como la porcién de yeyuno. Para cada muestra se cortd y
amarro la porcion colectada por ambos lados, se inyectd por un extremo la
solucién de formol al 10% y estas fueron inmersas en tubos de 10 ml con formol
para su fijaciébn. Una parte de la muestra se embebié en parafina mediante
técnicas estandarizadas en el laboratorio de Histopatologia del Instituto
Tecnolégico de Sonora. De cada muestra, se seleccionaron cinco secciones
transversales, se tifieron con hematoxilina y eosina, posteriormente se examinaron
con un estereomicroscopio electronico Leica EZ4 (Leica Application Suite, version
1.8.0) para analizar los indices altura de vellosidad (AV) y profundidad de cripta

(PC).

5.7. Andlisis estadistico

Para analizar los datos del experimento de comportamiento productivo se
utilizé un disefio de bloques completos al azar (Steel y torrie 1988) y la razéon de

bloqueo fue peso inicial, el analisis de las medias fue con contrastes ortogonales
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Modelo: Yij = p + 1i + Bj + €ij

Donde:

Yij = Variable dependiente. Valor de la j- ésima observacion del tratamiento i.
M = Media general.

Ti = Efecto relativo del i-ésimo tratamiento.

Bj = Efecto relativo del j-ésimo bloque.

€ij = Error experimental.

Supuestos del modelo: €ij ~ NI (0, 02).

El analisis estadistico se realizé con el procedimiento GLM del paquete estadistico
SAS, (2003) versiéon 9.0, de acuerdo con el disefio propuesto. Se analizaron los
efectos principales de las variables de comportamiento productivo (GDP, CDA y
EA), asi como los efectos de arginina, glutamina y su interacciéon, mediante la
aplicacion del andlisis de varianza (ANOVA) y contrastes ortogonales. El andlisis
de la expresion de enzimas, se realiz6 con el programa estadistico Statistix 9.0,
mediante la aplicacion de un analisis de varianza (ANOVA) y contrastes
ortogonales para: 1) comportamiento productivo, el contraste 1 (C1), fue la dieta
testigo contra la dieta con GIn; el contraste 2 (C2), fue dieta testigo contra Arg y el
contraste 3 (C3) fue la dieta testigo contra GIn + Arg; 2) Los contrastes para la
expresion relativa de ODC y SSAT en duodeno y yeyuno, los contrastes fueron los
siguientes: C1, Testigo contra Arg y C2, Testigo contra GIn + Arg. Se considero

como significativa cualquier diferencia cuya P < 0.05.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION.

Después de que los mamiferos neonatos son destetados, experimentan
grandes cambios en la estructura y en la funcién intestinal (Miller et al., 1986; Gu
et al., 2002). Sin embargo, los mecanismos moleculares y celulares subyacentes
son en gran parte desconocidos. Debido a la continua y exhausta investigacion
bioguimica sobre el desarrollo intestinal, el lech6n proporciona un modelo animal
Gtil para estudiar las respuestas del intestino neonatal hasta el destete (Wu et al.,

1996).

6.1. Comportamiento productivo

En el cuadro 4, se muestran los resultados del comportamiento productivo
de los lechones destetados. La adicion de Gin, Arg y GIn + Arg, incrementé
(P=0.055, P=0.006 y P=0.001, respectivamente) la GDP al dia 7 posdestete
comparada con la dieta testigo, en la que presentaron una pérdida de peso;
ademas al dia 14, la dieta suplementada con glutamina, tuvo un efecto negativo
(P=0.054), con una GDP 33% menor al testigo. Por otra parte y ligado a la
diferencia en la GDP, la EA al dia 7 en la dieta con GIn + Arg, se observa que por

kg de alimento se incrementa el peso 283 g mas que el testigo (P=0.089).

Puiman et al. (2011), encontraron que la ganancia de peso corporal se

redujo en los cerdos suplementados con arginina. Este hallazgo contrasta con los
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estudios publicados previamente en cerdos en donde arginina dio como resultado
un aumento de la ganancia de peso en los cerdos destetados (Bertolo et al., 2003;

Urchel et al., 2007; Tan et al., 2009; Wu, 2009).

Jiang et al. (2009), mostraron que durante la segunda semana del
experimento, la dieta suplementada con GIn, se mantuvo sin ningun efecto en el
desempeiio productivo, debido a que los lechones fueron incapaces de
compensarlo por una reduccion en el CDA. Wang et al. (2008), mostré que el
CDA y la GDP entre 21 y 28 dias de edad (primer semana posdestete) se
redujeron; la adicion de GIn al 1.0% en la dieta para lechones destetados no
afect6 a la ingesta de alimento, pero aumentd la ganancia diaria de peso corporal
entre 21 y 28 dias de edad. Mientras que Lackeyram et al. (2001), observaron que
la suplementacién de las dietas a base de maiz y soya con GIn al 0.8%, fue eficaz

en el aumento de la ganancia de peso de destete precoz.

Espinosa-Garcia (2010), mostré que en la primera semana posdestete, la
adicién de 1.5% de GIn a la dieta de manera individual, mejoré la GDP y EA, sin
afectar el CDA. Zhong et al. (2011), mostraron que la suplementaciéon de GIn no
tuvo efecto en el desempefio productivo durante la primer semana, quizas porque
el CDA disminuyo en la primer semana por efecto del estrés por destete. Durante
la segunda semana y hasta que finalizé el periodo, la GDP y el CDA mejoraron

con la adicién de GIn.
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Cuadro 4. Ganancia diaria de peso (GDP), consumo de alimento (CDA) y

conversion alimenticia (CA) de lechones destetados, alimentados con las

dietas experimentales.

Dias Tratamientos EE P
posdestete Testigo Glutamina Arginina GlIn + Arg o C1 C2 C3
Ganancia diaria de peso, kg/d
3 0.003 -0.022 -0.023 -0.015 0.009 0.312 0.289 0.461
7 -0.010 0.019 0.031 0.043 0.005 0.055 0.006 0.001
14 0.136 0.091 0.140 0.135 0.008 0.054 0.865 0.958
21 0.228 0.198 0.232 0.219 0.008 0.212 0.851 0.725
Consumo de alimento kg/d
3 0.099 0.070 0.062 0.077 0.009 0.281 0.182 0.406
7 0.141 0.126 0.119 0.140 0.007 0.467 0.299 0.949
14 0.195 0.179 0.178 0.197 0.007 0.467 0.432 0.926
21 0.356 0.324 0.335 0.349 0.016 0.484 0.637 0.878
Eficiencia alimenticia
3 -0.115 -0.415 -0.384 -0.664 0.239 0.670 0.702 0.441
7 0.037 0.167 0.116 0.320 0.052 0.401 0.601 0.089
14 0.510 0.389 0.568 0.500 0.034 0.247 0.566 0.915
21 0.650 0.654 0.652 0.651 0.023 0.948 0.972 0.984

6.2. Expresion relativa de ARNm para las enzimas ODC y SSAT

En el cuadro 5, se muestran los resultados de la expresion de ARNm para el gen

de ODC en duodeno y yeyuno. La expresion de ODC en duodeno, en el

tratamiento de la dieta con arginina (P=0.040), tuvo una disminucion del 55.93%,

en comparacion con la expresion con el tratamiento de la dieta testigo. Mientras
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que para la expresion de SSAT tanto en duodeno como en yeyuno, no se

encontraron diferencias.

La proliferacion y la diferenciacion de las células, es criticamente
dependiente de su contenido de poliamina (Thomas y Thomas, 2001; Igarashi y
Kashiwagi, 2000; Morgan, 1999; Wallace, 1998) que se puede sostener por varios
mecanismos (Seiler, 1990; Pegg, 1986; Pegg y McCann, 1982; Seiler et al., 1996;
Seiler y Dezeure, 1990). Uno de ellos podria ser la disponibilidad de arginina para
mantener la sintesis de putrescina (Kepka-Lenhart et al., 2000; Li et al., 2001;
Nelin et al., 2001; Durante et al., 2001). Sin embargo, el aumento de putrescina
con la privacién de arginina, y los cambios de 6rganos especificos en las tres
poliaminas con la ingesta de arginina no son compatibles con una relacion directa
entre los niveles de arginina u ornitina y el estado de poliaminas; de hecho, el nivel
de putrescina y la actividad ODC no estan necesariamente relacionados (Schertel,
1991). Varios procesos pueden conducir a la acumulacién de putrescina, es decir,
aumento de la sintesis de ornitina por ODC; aumento de la conversién de
espermidina y espermina de nuevo en putrescina; disminucién de la conversién de
putrescina en espermidina y espermina y/o aumento de la captacion de la

putrescina liberado por otros tejidos (Teixeira et al., 2002)

Espinosa-Garcia (2010), observé que las concentraciones de espermidina
incrementaron en la porcion de yeyuno con la adicion de glutamina, debido quizas
a una mayor disponibilidad de ornitina por el metabolismo de glutamina por accion

de ODC. Arce-Vazquez (2012), observo que la enzima ornitina descarboxilasa,
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amplific6 ARNm en duodeno y yeyuno, pero la eficiencia de amplificacion fue muy
baja y no permiti6 un andlisis preciso de la expresion de su ARNm, ademas,
menciona que el destete no afecta la expresion de SSAT en duodeno y yeyuno al

dia 0, 3y 7 posdestete.

Cuadro 5. Expresion relativa del gen de ornitina descarboxilasa (ODC) y

espermina/espermidina acetiltransferasa (SSAT), en duodeno y yeyuno.

Tratamiento P
Testigo Arginina Arg + GIn =& C1 C2
obDC
Duodeno 2.36 1.32 1.72 0.43 0.040 0.173
Yeyuno 1.71 1.29 1.50 0.38 0.275 0.600
SSAT
Duodeno 4.86 4.16 4.10 1.92 0.722 0.700
Yeyuno 2.86 2.38 3.80 1.18 0.675 0.450

6.3. Morfologia intestinal (histologia)

En la figura 3, se muestran los resultados de la morfologia de duodeno. De
manera general y con respecto a la lectura basal (dia 0), se observa la reduccién
en la altura de las vellosidades (19 a 52%), siendo mas critica al dia 3, donde el
tratamiento con la adicién de GIn + Arg tuvo una menor pérdida (P<0.05) de la
continuidad (37%), en relacion a los otros tratamientos; mientras que al dia 7, se
empieza a notar la regeneracion de las vellosidades, siendo el tratamiento con Gin

el que tuvo una mejor (P<0.05) recuperacion en la longitud de vellosidades. Con
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respecto a la lectura basal (dia 0), de manera general, se present6 un incremento

en la profundidad de las criptas (12 a 35%), siendo mas notorio al dia 7.

La morfologia y las funciones del tracto gastrointestinal se deterioran
notablemente en los lechones destetados (Moeser et al., 2007). Se ha informado
de que la suplementacién con GIn estimula la proliferacion de enterocitos, por lo
tanto, aumenta la altura de las vellosidades intestinales, previene las infecciones
bacterianas, y mantiene la integridad intestinal (Wu et al., 1996, 2007; Basivireddy

et al., 2004).

Jiang et al. (2009), mostraron que la suplementacién con GIn al 0.8%, no
afectd la integridad enteral en la primer semana. Yi et al. (2002), reportaron que no
se presentd mejora alguna en el intestino delgado de lechones a la semana de
destete, suplementados con GIn al 1.2%. Espinosa-Garcia (2010), observo que la
profundidad de las criptas intestinales no cambié por efecto de la adicion
glutamina a la dieta, en duodeno y yeyuno. Tampoco se observo diferencia en la

altura de las vellosidades por efecto de la adicion de GIn.

Zhan et al. (2008), indican que la suplementacion con Arg al 0.7% a la dieta,
tiene un efecto positivo en la altura de las vellosidades y a su vez estas
disminuyen al suplementar con 1.2% de Arg, ademas de provocar hiperplasia en

las criptas.
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Figura 3. Altura de vellosidades (A) y profundidad de criptas (B) en duodeno
de lechones alos dias: 0, 3y 7, sometidos a diferentes tratamientos o dietas:

testigo, GIn, Argy GIn + Arg (P<0.05).

Después del destete, los lechones a menudo experimentan una reduccion
en el consumo de alimento y el crecimiento, ademas disminuye la altura de las
vellosidades e incrementa la profundidad de las criptas (Wu et al., 2009).
Sakiyama et al. (2009) mostraron que la GIn puede prevenir estos problemas
intestinales. Sin embargo, los mecanismos subyacentes no se han dilucidado
completamente. La glutamina es el AA libre mas abundante en la sangre, fluidos, y
leche de los mamiferos (Wu et al., 1995). Se ha demostrado que la GIn promueve
la proliferacién celular y ejerce efectos citoprotectores en respuesta a la privacion
de nutrientes, lesion oxidativa y el desafio inmunolégico (Haynes et al., 2009).
También se ha informado de que la suplementacion con GIn aumenta la altura de
las vellosidades intestinales, previene las infecciones bacterianas, y mantiene la

integridad intestinal (Wu et al., 1996, 2007).
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En la figura 4, se muestran los resultados de la morfologia de yeyuno, no se

observé una mejora con la adicién de Arg y GIn en los dias 3 y 7 posdestete

(P>0.05). De manera general y con respecto al dia 0, se observa una reduccion

del tamafio de las vellosidades al dia 3 de 37 a 52% y al dia 7 de 19 a 43%

(P<0.05) al destetar a 21 dias. Mientras que en la profundidad de las criptas, con

respecto al dia 0 (basal), al dia 3 se observé un incremento de 25 a 55% vy al dia 7

de 28 a 50%(P<0.05).

Wang et al. (2008), observaron gue la suplementacién de Gin dietética, la

altura de las vellosidades en yeyuno se redujo en un 43% a los 28 dias de edad en

lechones, mientras que en la profundidad de criptas, no hubo diferencias. Zhong et

al. (2011), observaron gue con la adicion de GIn, la altura de las vellosidades en el

yeyuno fue mayor en los lechones al dia 7 y 14 posdestete, respectivamente.
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Figura 4. Altura de vellosidades (C) y profundidad de criptas (D) en yeyuno

de lechones alos dias: 0, 3y 7, sometidos a diferentes tratamientos o dietas:

testigo, GIn, Argy GIn + Arg (P<0.05).
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7. CONCLUSION

En conclusion, con la adicion de arginina al 0.8% y glutamina al 0.8% a la
dieta se mejora la ganancia diaria de peso en la primer semana posdestete; sin
embargo la expresion de ODC en duodeno se disminuye con la adicion de Arg;
con respecto a la morfologia de intestino delgado, se observa una menor pérdida
en la altura de vellosidades en duodeno al dia 3 con la combinacion de Gin y Arg,
mientras que al dia 7 con la adicién de GIn a la dieta se observa una pronta

recuperacion de la altura de vellosidades.
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