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RESUMEN

HERNANDEZ GONZALEZ JUAN CARLOS. Efecto de la adicion de L-glutamina en
la dieta sobre el sistema inmune intestinal del leciidn destetado precozmente (bajo la
direccion de: MVZ, M. Sc., Ph. D. Arturo German Borbolia Sosa y QFB, Ph. D. Marco
Antonio Vega Lopez).

La inclusidon de L-glutamina (Gln) en la dieta de los lechones inmediatamente (2 d) antes del
destete (14 d), ha prevenido la atrofia de vellosidades y la hiperplasia de las criptas cominmente
observadas en el periodo inmediato posterior a este.'” Estudios recientes sugicren que la Gin es
la principal fuente energética para linfocitos y macréfagos® al igual que para las células del
epitelio intestinal.'* El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto del aminoécido Gin
suplementado en la dieta sobre subpoblaciones linfocitarias (CD2" y CD3") del intestino
delgado en el cerdo recién destetado, utilizando 50 cerdos convencionales (Large White X
Yorkshire) de 14+2 dias de edad. Al inicio del experimento, 5 cerdos lactantes fueron
sacrificados y utilizados como grupo testigo, el resto de los animales se dividieron en tres
grupos de 15 cerdos, proporciondndoles un alimento preiniciador de tipo comercial (Nupig
SEW, México) adicionado con Gin (Kyowa Hakko Kogyo Co., Ltd. Tokio, Japon), a niveles de
0, 1 y 1.5% durante todo el periodo experimental. En los dias 3, 7y 14 posdestete (PD), cinco
cerdos por tratamiento fueron sacrificados y se tomaron muestras de duodeno, yeyuno e ilecon,
las cuales fucron congelados inmediatamente en nitrogeno liguido. Posteriormente, se
realizaron cortes histoldgicos (7 pm) de las muestras para ser teiiidas por inmunohistoquimica
empleando anticuerpos monoclonales anti-cerdo CD2' (MACS0 Serotec, Inglaterra) y anti-
humano CD3' (CD3-12 Serotec, Inglaterra). Dichas muestras fueron estudiadas con un
analizador de imagenes asistido por computadora (Image Pro Plus V, Media Cybernetics,
Inglaterra), registrando las células tefiidas positivamente en el cpitelio (EP), lamina propia de
vellosidades (LP) y criptas (LP-CR) de 5 vellosidades y 5 regiones de criptas seleccionadas al
azar por cada muestra de intestino. Los resultados se expresaron como frecuencia celular
(células/mm) en ¢l EP y densidad celular (células/mm?) para LP y LP-CR. El analisis estadistico
se realizé empleando un diseiio factorial 2x2 para evaluar las diferencias entre los grupos en
tratamiento y la edad de los cerdos. Los resultados se analizaron por ANOVA con el
procedimiento GLM y prueba de Tukey utilizando el programa SPSS version 10. El efecto del
destete a los tres dias demostré un aumento inmediato de subpoblaciones linfocitarias CD2" y
CD3’, con mayor cfecto en los grupos con el nivel mas alto de Gln (1.5%) en la mayoria de las
veces. En la LP del duodeno se registré un aumento en la densidad de CD2* con el grupo 1.5%
durante todo el ticmpo que durd el experimento. En este mismo grupo, la densidad de CD3"
aumentd en los primeros 3 dias PD, en tanto que en el yeyuno este incremento se registré con
ambos marcadores en este tiempo. En el EP del yeyuno, el mayor nivel de Gln incluido
ocasion6 un aumento de CD3' y CD2" a partir del destete al dia 7 PD para el primer marcadory
hasta el final del experimento para el segundo caso. El efecto contrario se observé en LP-CR
del yeyuno, debido a un aumento de células CD2* al dia 7 PD y un continuo aumento de CD3*
al dia 14 PD. En LP-CR del ileon se presentd un importante aumento en la densidad de CD2"
con el nivel mas alto de Gln durante todo el tiempo del experimento. Lo contrario se observd
con el marcador CD3" donde se registré un importante descenso en la densidad celular desde el
momento de! destete, sin ningin cambio originado por la adicién del aminodcido. Los
resultados del presente experimento sugieren que la Gln posee un importante papel,
promoviendo un cambio numéricamente positivo en subpoblaciones celulares CD2" y CD3” a
partir del destete, sustentando con mayor eficacia la estimulacién de estas células a los cambios
intrinsecos y ambientales que rodean al lechén, en un periodo donde éste es inmunolégicamente




inmaduro, coincidiendo con el tiempo en que la suplementacion de Gln en la leche materna
desaparece:

ABSTRACT

The inclusion of glutamine (GIn) in piglet’s diet immediately before weaning (<21 d), has
proved to prevent the villi atrophy and crypts hyperplasia commonly observed immediately
after weaning '?. Recent studies also suggest that Gin is the main energy source for
lymphocytes and macrophages 3. The aim of the present study was to assess the effect of Gin
supplemented diets on the small intestinal immune cells from carly-weaned pigs. Five
unweaned (UW) conventional piglets (Large White X Yorkshire) were slaughter at 1442 d of
age and uscd as controls. Forty-five pigs were weaned at this time and randomly allocated into 3
treatment groups. Pigs were fed with a specific prestarter diet (Nupig SEW, Mexico) plus Gln
(Kyowa Hakko Kogyo Co., Ltd. Tokyo, Japan) at 0, | and 1.5% per treatment group during the
whole experiment. Five piglets from each treatment were slaughtered at 3, 7 and 14 days after
weaning (AW). Snap frozen tissue samples of duodenum, jejunum and ileum were taken and
histological sections (7 pm) were prepared and stained by immunohistochemistry using a
monoclonal rat anti-porcine CD2" antibody (MAC80 SEROTEC, United Kingdom) and anti-
human CD3" (CD3-12 Serotec, United Kingdom). The positively stained cells at the epithelium
(EP) and the lamina propria (LP) of five randomly chosen villi and crypt’s regions (LP-CR)
from each sample were counted using a computer assisted image analyzer (Image Pro Plus V,
Media Cybernetics). The results are given as frequency (cellsfmm) in EP and density
(cells/mm?) in LP and LP-CR. A factorial design to evaluate the differences between treatment
groups and piglet’s age was carried out. ANOVA and Tukey’ test were run with the SPSS
software version 10.0 using a General Lincar Model multifactorial analysis. The postweaning
effect at 3 days showed an immediately increase of CD2" and CD3 " cells with higher increase in
the 1.5% Gln group in most of the times tested. In duodenum LP, CD2" cells density increased
in the 1.5% Gln group during whole experiment. In the same group, the CD3" cells density
increased in the first three days postweaning, besides in jejunum both subpopuliations cells
increased at this time. In jejunum EP, CD3" and CD2’ cells frequency increased in the 1.5%
Gln group from weaning to 7" day postweaning in the first marker and until the end of the
experiment in the sccond case. In jejunum LP-CR, CD2" cells density increased at 7" day
postweaning and CD3" cells followed increased since this day until 14 day after weaning. In
ileum an high increase of CD2" cells density in 1.5% Gln group during whole experiment could
be observed. In the other hand, CD3" lymphocytes showed an continue decrease after weaning
without effect of Gin treatment. These data suggest that Gln diet supplementation in the post-
weaning period (<21 days), could increase the density and frequency of CD2' and CD3’ cells in
the small intestine. This may contribute to prove its important role in both energy metabolism
and replication of immune cells, in a period where the piglet’s immune system is still immature
and at a time when the supply of maternal Gln disappears.




INTRODUCCION

En América del Norte, la continua intensificacién en la produccion porcina moderna, ha
obligado a optimizar la utilizacion de los recursos y asegurar la rentabilidad de las
granjas.’ En este sentido, los principales pardmetros que repercuten en la estabilidad
econdmica de estas explotaciones son la fecundidad de las cerdas asi como el nimero de
- cerdos producidos por hembra al afio.>” Con respecto a este ultimo, desde principios de
los 80’s la industria altamente tecnificada adoptd el destete antes de los 21 dias de edad
(destete precoz), ya que se descubrié que en principio esta separacién reducia la
transmision de agentes infecciosos de la hembra al lechon.??' Ademas aumento el
namero de cerdos por hembra al afio de manera importante,''"'? se optimizo el uso de las
instalaciones' y se logré un estado sanitario mds riguroso en los lechones, lo cual
mejord los parametros productivos.'*!*
El destete precoz, por otra parte como practica de manejo, fue implementado por su
incremento en el potencial genético de crecimiento, ya que aumentaban las tasas de
desarrollo respecto a lo observado en los cerdos que permanecian con la cerda por
periodos mayores a 21 dias.'® Este menor crecimiento en cerdos con periodos de
lactancia prolongados se debe a que la composicién de la leche materna esta constituida
con un bajo contenido de materia seca (18.90%),'” la cual se divide en un 35% de grasa,
32% de lactosa y 29% de proteina.'® De esta forma, desde los primeros trabajos de
Hodge (1974), se lograron registrar ganancias de peso de 500 g/dia en cerdos destetados
de 3-4 dias de edad en granjas con minimos agentes patdgenos, comparados con
aquellos que permanecieron con la cerda y que tuvieron tasas de crecimiento de 200
g/dia.’® En un trabajo mas reciente, Dritz (1996) demostrs, empleando el método del
destete temprano segregado (aislamiento de los cerdos en un lugar alejado de las naves),
que cerdos separados de los 7 a 10 dias, mantenian un peso promedio de 23.5 kg a los
50 dias posdestete, en contraste con cerdos destetados a los 14 a 17 dias en los que se
registré un peso promedio de 12.5 kg. Ademas este estudio mostré que en los lechones
del primer grupo se evitaba la transmisién de Micoplasma hyopneumonie, una muy baja
incidencia de Pasteurella multocida, y en ambos grupos destetados a diferentes dias, no
se detectd la presencia de Actinobacillus pleuropneumoniae.' En este experimento no se

emplearon antibidticos, lo cual confirma que los programas de destete precoz segregado




son eficientes en evitar la transmision de la gran mayoria de enfermedades bacterianas

transmitidas verticalmente.'”

Efectos del destete

En el periodo inmediatamente posterior al destete, el cerdo atraviesa por un estado de
estrés, en el que se ven involucrados diversos factores, entre los que se encuentran
cambios ambientales adversos (calidad del aire y nivel de temperatura), que afectan el
metabolismo y ocasionan un ripido desgaste de tejido de aislamiento térmico;2*?! el
establecimiento de la organizacion jerarquica entre camadas provoca peleas entre los

22, 23, 24

animales, y el cambio abrupto de la leche materna a un alimento solido, de

consistencia y sabor diferente, contribuye a una menor aceptacién por parte del

. 2526
lechén,2¥2¢

el cual posee un nivel inadecuado de enzimas digestivas y una insuficiente
habilidad en la secrecion dcida gz’aslrica.27 Ademas, diversos autores han demostrado
que en el cerdo, el estrés posdestete induce importantes reacciones
inmunolégicas.?*?%2%3% Epn este sentido, Puppe ef al*' han observado que durante esta
etapa, la relacién necutrofilos/linfocitos en sangre periférica se ve alterada por el
aumento en los niveles de cortisol plasmatico, presentindose un incremento de
neutrofilos 'y una disminucion de linfocitos a partir del dia uno posdestete.
Similarmente, Wattrang et al,*® observaron aumento de Interferon-a y
polimorfonucleares en suero como respuesta a la infeccion subclinica viral y bacteriana
respectivamente, ademas de una disminucién de Interleucina-2 (IL-2) tanto en animales
convencionales como en SPF (libres de patégenos especificos). Blecha et al*® y
Gonzalez et al*® utilizando la respuesta intradérmica a la fitohemaglutinina,
demostraron que la inmunidad celular disminuye al destete, siendo esto mas evidente
cuando se reduce la edad de los animales. Vega er af’? observaron un dréstico
incremento de linfocitos CD2*, macrofagos y granulocitos en la lamina propia de las
vellosidades del intestino delgado, un aumento de linfocitos CD2" en criptas, asi como
una disminucion de IL-2 en la region proximal del intestino delgado en el recién
destetado, lo que sugicre una respuesta mediada por citocinas conforme el sistema

inmune s¢ ve confrontado a antigenos de origen alimentario o microbiano, 3343




Estos elementos en conjunto contribuyen a la baja capacidad inmunolégica del cerdo

recién destetado y juegan un papel en la reduccion del consumo de alimento

s6lido,22¢?® aumento en el gasto de energia,’ 2033

26,29

la presencia de diarrea y el

subsecuente retraso en el crecimiento, observados durante las etapas posteriores a la

separacion materna.

Efectos del destete en el intestino delgado

En el periodo posdestete, el intestino delgado sufre dramaticas alteraciones en su
estructura y funcidn, representadas por la atrofia de vellosidades e hiperplasia de las
criptas,?>3%3738 |5 que causa una disminucién temporal de las funciones de digestién y

absorcion.*®3° Diversos autores han demostrado que estos cambios estan influenciados

27,37,38,40.41

principalmente por factores nutricionales ¢ inmunoldgicos (procesos de

activacién celular y estimulacion antigénica de origen microbiano o alimenticio), 364°

los cuales se encuentran interrelacionados y estimulan respuestas intestinales de tipo

. . . 7
inflamatorio que provocan diarreas,’”"!

con la consecuente pérdida de peso. En este
sentido, se ha observado que el cerdo recién destctado pasa por un periodo de
hipersensibilidad a constituyentes antigénicos del alimento, hasta desarrollar tolerancia

40,33, 3437

al mismo, como es el caso de la glicina o PB-conglicimina presente en el

endospermo de la soya.'0®

En el proceso digestivo, la disminuida habilidad en la
secrecion de acido clorhidrico disminuye la accion de pepsindgenos, lo que afecta la
digestion de proteinas y favorece la entrada de microorganismos viables al interior del
intestino delg,ado.“'43 La disminuciodn en la actividad enzimatica digestiva y del niimero
de enterocitos que recubren la mucosa intestinal, exponen a dicho organo a la invasion

por parte de cepas enteropatégenas,“""‘5

rompiendo la actividad inespecifica de la
barrera del epitelio intestinal y al mismo tiempo, estimulan la liberacion de citocinas
(Interleucina 1, 6 y 8, factor de necrosis tumoral o, e Interferones tipo 1 («/B)) que
afectan el apetito y metabolismo,*® ademas de dafiar directamente la superficie de los

enterocitos.*’




Ontogenia y desarrollo del sistema digestivo en el cerdo

El cerdo es una de las especies que presentan un sistema digestivo inmaduro al
nacimiento, por lo que para adaptarlos a las practicas modernas de manejo, logrando su
bienestar y un rapido crecimiento, se han generado profundas investigaciones para
conocer los cambios en el desarrollo del tracto gastrointestinal (TG) durante el periodo
critico prenatal y en el periodo inmediato después del nacimiento.

En la ctapa fetal del cerdo es posible detectar actividad en la secrecion acida gastrica,*®
ésta es minima y se incrementa hasta unas semanas después del nacimiento.***® Las
proteasas cimogenas son producidas por las células principales de la mucosa fundica y
su activacion en el lumen gastrico es estimulado por un medio ambiente acido (pH 2-
4).3! En cerdos recién nacidos que no han lactado, el fluido gastrico presenta un pH de
2-4, lo cual indica un medio favorable para la activacion enzimatica de proteasas. En el
cerdo neonato la principal proteasa cimogena es la quimiosina (renina), la cual empicza
a secretarse, aunque en baja concentracion, a partir de las Gltimas 3 semanas prenatales;
después del nacimiento, esta enzima es gradualmente reemplazada por la pepsina y otras
enzimas proteoliticas, aunque es posible encontrarla 6-7 semanas después del
nacimiento del animat.*?

El intestino del cerdo registra un rapido crecimiento en las 3 semanas previas al parto,
incrementando su peso en un 70 a 80% comparado con el resto del organismo.’? La
proliferacién celular es lenta en el feto y se ha observado que son necesarios mas de 20
dias para renovar en su totalidad los enterocitos que recubren a las vellosidades,” en
contraste al corto periodo que tarda en repararse el intestino en el adulto, el cual dura de

4

2-3 dias y de 6 a 7 dias en el cerdo recién nacido.** En el lumen del intestino, la

hidrélisis de substratos es minima*® y la mayoria de los procesos digestivos son
intracelulares en los enterocitos inmaduros (vacuolados);S("ﬂ sin embargo, el desarrollo
de hidrolasas en ¢l borde de cepillo de las microvellosidades se presenta desde la etapa
prenatal. Entre las hidrolasas mas importantes se encuentran la lactasa y peptidasa que

3859 La actividad de

alcanzan niveles importantes en las semanas previas al parto.
lactasa en la vida postnatal se incrementa drasticamente desde las primeras 24 horas de
vida, preparando al sistema digestivo a cualquier aumento en Ia ingesta lictea.’® La

actividad de lactasa en las vesiculas de la membrana de cepillo del intestino delgado de




los recién nacidos por ejemplo, es capaz de digerir 1.7 g de lactosa en 1 hora,
excediendo los 0.34 g de lactosa en los 10 g de calostro que consume el recién nacido.%'
La deteccion de maltasa y sacarosa al nacimiento, aunque en baja actividad, sugierc que
el cerdo esta provisto con una capacidad limitada para procesar fuentes alternativas de
carbohidratos.®? Esta caracteristica constituye un importante mecanismo de adaptacién
que permite que los neonatos digieran alimentos diferentes a la leche materna y sean
destetados a una edad temprana.®

La capacidad de absorcién de nutrientes en el intestino se ha evaluado por ¢l paso de
monosacaridos, como la glucosa y aminoicidos, incluyendo la lisina.** La glucosa ha
registrado una absorcion de forma importante en las Gltimas semanas de la gestacion, en
tanto que la absorcion de aminodacidos, incluyendo la lisina, permanece sin cambio en
este periodo. ®® En la etapa neonatal se presenta una dramitica disminucién en la
absorcion de glucosa y aminodacidos que pueden estar asociados con cambios inducidos
por el calostro en la membrana de las microvellosidades.®® El paso de macromoléculas
al parecer por endocitosis, a través del intestino esta presente en ttero en las tltimas 2
semanas de gestacién, pero es marcadamentc menor en ¢l feto que en el neonato.®® En
las primeras 24 horas después del nacimiento, el intestino delgado presenta un aumento
en la capacidad de absorcion de macromoléculas, con el objetivo principal de permitir
que inmunoglobulinas del calostro penetren integramente del cpitelio de la mucosa
hacia el torrente sanguineo, pasado este tiempo se presenta el fenomeno llamado “cierre
intestinal”, momento en el que se ve restringido el paso de moléculas mayores a 60
kilodaltones.®"®

En el crecimiento fetal del cerdo, el rapido desarrollo del TG observado desde semanas
antes del nacimiento es influenciado por factores hormonales y luminales.®**®  Sin
embargo, la estimulacién luminal es poco importante en el feto y cobra importancia en
el neonato. Entre las hormonas reguladoras del desarrollo del TG durante esta etapa, el
cortisol juega un papel esencial. La funcién adrenocortical incrementa al término de la
gestacion y sc presentan niveles altos de glucocorticoides en sangre periférica del

9,
fClO,é .70

que influyen profundamente en el estimulo de la secrecion 4cida gastrica, la
presencia de gastrina en plasma, la concentraciéon de quimiosina y pepsina A en el

estomago y amilasa en el pz'mcro:as.‘""50 Después del nacimiento, un nivel elevado de




glucocorticoides tiene poco efecto sobre la estimulacion acida gastrica y de gastrina, lo
cual sugiere que las células parietales no responden al cortisol una vez que la secrecion
acida ha sido iniciada.*® En las primeras cinco semanas de vida postnatal. la secrecién
de glucocorticoides continta induciendo pequefios incrementos en la actividad de
algunas hidrolasas, aunque estos efectos parecen tener poca importancia fisiologica
debido a que su concentracion en el torrente sanguineo normalmente disminuye durante

este periodo.”

Ademas, al final de la gestacién y en los primeros dias de vida postnatal
se ha observado que el indice de proliferacion celular se duplica en el area de las criptas
y en el porcentaje de migracion de enterocitos a lo largo de la vellosidad. Sin embargo.
este incremento en la proliferacion celular no indica un mejor crecimiento epitelial
debido a que no existe ningun cambio positivo en la altura de las vellosidades o

a

profundidad de las criplas.7 En la region proximal del intestino la produccion de
nuevas vellosidades disminuye significativamente. y como consecuencia. s¢ presenta un
aumento en el nimero total de células por vellosidad. La vellosidad llega a ser mas
ancha y acomoda mas células, pero se presenta una reduccion en la densidad por unidad
de area de la superficie mucosal.”

E} elevado desarrollo en la actividad de la lactasa y aminopeptidasa en la etapa prenatal
del cerdo, en parte, parece estar regulada por el cortisol.*® La literatura indica que en
animales domésticos, el cortisol estimula (mas que inhibe), el transporte de
macromoléculas a través del intestino delgado, debido a que se ha observado que
lechones recién nacidos con elevadas concentraciones de cortisol, por ejemplo cerdos
prematuros, o con retraso del crecimiento, poseen una elevada capacidad para absorber
macromoléculas, en contraste con cerdos nacidos por cesdrea o de talla uniforme %%
Entre los factores luminales importantes en el desarrollo del feto, se ha observado que la
ingestion de! fluido amnidtico permite mantener y estimular el desarrollo mucosal

1I"*75 y estimula la actividad de aminopeptidasa, aunque este

durante ¢l periodo perinata
efecto s6lo se presenta en la region distal del intestino delgado.”® La falta de ingestion
de liquido amniético en ¢l feto ocasiona un diametro intestinal disminuido y en ei caso
particular de! cerdo se presenta retardo en el crecimiento al final de la ctapa fetal. 7%
El calostro se suma a los factores luminales como otro potente regulador en ¢l desarrollo

del TGl del neonato, ya que entre otras funciones permite ¢l aumento en los niveles de




7980 mejora la actividad de pinocitosis de la mucosa intestinal®® y

gaSirina en plasma,
promueve la maduracién de las células parictales.?? Zhang et al, demostraron que en las
primeras seis horas de lactancia se incrementaba el crecimiento en todas las regiones del
intestino delgado, ya que en el cerdo y en otras especies, el calostro ha demostrado
acelerar la proliferacion y maduracion de los enterocitos.®'  Estudios en fetos y cerdos
neonatales indican que el calostro juega un papel mas importante en la induccién del
“cierre intestinal™ para el transporte de moléculas, comparado: con factores endocrinos

68,82

como los glucocorticoides. La naturaleza de los componentes nutricionales o

factores reguladores en el calostro que causan los cambios estructurales y funcionales
del TG, estan aOn en investigacion, por sus probables aplicaciones en la medicina.
Algunos de estos se describen a continuacion.

El calostro lo constituyen inmunoglobulinas, péptidos antimicrobianos y factores de

P 83,8 . . .
crecimiento ¥ Las proteinas mas abundantes en el calostro son la IgG y la B-

lactoglobulina, las cuales pasan por endocitosis a través del lumen intestinal.?58¢

Diversos constituyentes no peptidicos del calostro, cuando son adicionados a las células
in vitro o cuando son infundidos en modelos animales, han resultado en una
proliferacién celular incrementada. Estos factores incluyen a la glutamina, poliaminas y

887  La glutamina ha sido referida frecuentemente como el substrato

1,88,89,90

nucledtidos.
preferido por las células del intestino (para mas detalles de este aminodcido, ir a
fa seccion: Glutamina, sistema digestivo e inmunolégico). Estos factores jucgan un
importante papel para mantener la integridad mucosal del TGl y modular el sistema
inmune mediantc multiples mecanismos, por ejemplo, alterando la flora intestinal e

8791

influyendo de manera importante en la accion de factores de crecimiento. En este

sentido, se han logrado identificar concentraciones importantes de hormonas en calostro
y leche. Algunas dc estas hormonas probablemente influyan por su presencia en plasma

9293 Entre ellas se

sobre la maduracidén de varios 6rganos en los neonatos lactantes.
encuentran las que forman parte del sistema hipotalamico hipofisiario (la leche contiene
prolactina, somatostatina, oxitocina y hormona liberadora de la hormona luteinizante),
de la glandula tiroides (la leche presenta la hormona estimulante de la tiroides, tiroxina
y calcitonina), gliandulas sexuales (debido a que la leche contiene estrogenos y

83,94

progesterona), asi como glindulas adrenales y pancreaticas. Estas hormonas




parecen influir muy poco en el adulto debido a la baja permeabilidad del intestino en
esta etapa, lo cual restringe el paso de la mayoria de estos factores.®® Otro componente
importante en el calostro y la leche es la presencia de citocinas.”

Los factores de crecimiento peptidicos en la leche y el calostro influyen en los procesos
establecidos entre la produccion, la migracion y pérdida celular (incluyendo la
apoptosis), estableciéndose un equilibrio en el tejido intestinal.®*®? Entre los principales
factores se encuentra un grupo de polipéptidos que constituyen un grupo de moléculas
que tienen alta afinidad por el receptor del factor de crecimiento epidermal (FCE)
(también llamado receptor c-erb 1), las cuales incluyen al mismo FCE, factor de
necrosis tumoral-a, factor 1l de crecimiento derivado de la glandula mamaria y factor II
de crecimiento identificado en la leche de humanos.’® El FCE es un péptido de 53
aminodcidos producido por las glandulas salivales y las giandulas de Brunner del
duodeno en el adulto; esta presente en el calostro (200 pg/L) de los humanos y la leche
(30-50 pg/L), asi como en otras especies, incluyendo al cerdo.”” Una vez que el FCE
entra al intestino, éste es susceptible a la digestion proteolitica bajo condiciones de
ayuno, pero es preservado en la presencia de proteinas ingeridas del alimento.”® Al
parecer, el FCE estimula al receptor que se encuentra tinicamente en la membrana
basolateral de los enterocitos y no al de la superficie apical (luminal).®’ Contrariamente,
estudios autoradiograficos han mostrado que el receptor del FCE se encuentra
identificado en la porcion apical en el intestino del cerdo.'® La presencia del FCE en la
leche y el calostro puede jugar un papel importante para prevenir la traslocacion
bacteriana y estimular el crecimiento intestinal en neonatos lactantes.'®’

Otro elemento, el factor de crecimiento transformante-a (FCT-a) es una molécula
constituida por 50 aminodcidos y estad presente en el calostro y leche en menor
concentracion (2.2-7.2 pg/L) que el FCE.' Es producido dentro de la mucosa del
TGL' Su administracién sistémica estimula el crecimiento gastrointestinal, inhibe la
secrecion dcida, restituye la integridad mucosal después de alguna lesion e incrementa
la secrecién de mucina gastrica.”® La mayoria de los estudios sugicren que la funcién
fisiologica principal del FCT-a es actuar como un péptido de integridad mucosal y
mantener la funcién normal epitelial en la mucosa no dafiada.'® El factor de

crecimiento transformante-f} se encuentra presente en una alta concentracion en la leche
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(1-2 mg/L) y calostro (20-40 mg/L) del bovino (se desconoce su presencia en otras

especies).'®*

Es un componente clave para mantener la integridad gastrointestinal en
neonatos lactantes, un potente quimiotactico para neutrofilos y estimula la migracion de
células epiteliales a sitios lesionados.'® Las somatomedinas (factores de crecimiento
parecidos a la insulina (FCI-1 y FCI-II)) promueven la proliferacién y diferenciacion
celular.'” El higado es el 6rgano de mayor sintesis de éstas y su estructura es similar a
la proinsulina.'® En el estémago e intestino delgado del feto humano se ha detectado
una alta concentracion de somatomedinas, alcanzando una maxima expresion poco
después del nacimiento.'” El FCI-I promueve la sintesis de proteinas, es decir, es un
agente anabdlico y es particularmente responsable por mediar la actividad de la
hormona del crecimiento.!"® El FCI-1I esta presente en la leche y el calostro del bovino
en una menor concentracion que el FCI-I, pero al igual que éste, posee actividad
anabédlica y ha mostrado reducir el estado catabolico en animales que sufren de
inanicion.'!" Otro componente importante es la lactoferrina, la cual es una
glucoproteina unida al hierro.''? Entre sus principales funciones se encuentra el facilitar
la absorcion de hierro, actuando ademas como un agente antimicrobiano.''>'""* Estudios
in vitro han demostrado que estimula ademads el crecimiento de varias lineas celulares,
incluyendo fibroblastos y células epiteliales intestinales.''®

En la actualidad, se realizan pruebas clinicas con el uso de estos factores de crecimiento
presentes en el calostro y leche en el tratamiento de enfermedades gastrointestinales.'!®
Las investigaciones sobre este tema aiin se encuentran en etapa experimental, en donde
los modelos animales son de vital importancia, especialmente el cerdo, debido a su gran

parecido filogenético con el ser humano.

Desarrollo del sistema inmune intestinal del cerdo.

En la ctapa fetal del cerdo, como en otras especies de mamiferos, la actividad
hematopoyetica ocurre en tres fases de diferente localizacion anatémica. Las células
progeniloras pluripotenciales primero colonizan el saco vitelino, posteriormente migran
al higado fetal y finalmente se presentan en la médula ésea.''” En el cerdo la actividad
hematopoyetica en el saco vitelino inicia el dia 16 de gestacion, al dia 18 de este

periodo, aproximadamente 3 millones de células progenitoras y 10 millones de células




eritroides han sido localizadas en este sitio. Alrededor del dia 22, las células expresan
el antigeno comiin de leucocitos CD45 y se han detectado macréfagos y granulocitos,
reconocidos por el marcador de superficie celular SWC3.""®!"® Cuando finalmente las
células progenitoras se establecen en la médula dsea, una parte de éstas migran al timo,
donde ocurre el desarrollo y maduracién de linfocitos T. Estas células aparccen en el
timo el dia 28 de gestacion.

En los primeros estados de la vida intrauterina se han detectado cé¢lulas productoras de
inmunoglobulinas en el higado y bazo, responsables de la inmunidad humoral. El dia
44 de gestacion las primeras células IgM secretora (isotipo dirigido a mucosas en la
etapa fetal) se han detectado cn el higado.''® En el suero de cerdos recién nacidos que
no han ingerido calostro se ha observado, mediante técnicas de ELISA (prueba
inmunoabsorbente unida a enzima), la produccién de IgM e IgG en baja cantidad
(ne)."*

Al nacimiento, el cerdo se caracteriza por una ausencia de inmunidad pasiva, debido a
que la placentacion epiteliocorial no permite el paso de anticuerpos maternos durante la
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gestacion. Durante esta etapa el recién nacido requiere del calostro y la leche

. . . 2
materna en tiempo suficiente para desarrollar sus propias defensas.'?

Después de unos
dias del nacimiento, las IgG del calostro son transportadas a través del intestino al
torrente sanguineo.'zo Al final de la formacién del calostro y el inicio de la lactancia, la
concentracion de IgG disminuye rapidamente, presentandose un cambio a IgA como la
inmunoglobulina principal en la leche de la cerda.'? Este mecanismo es debido a que el
recién nacido deberd enfrentarse a agentes patégenos que comunmente invadirdn las
superficies mucosas, lugar donde la IgG es rara vez encontrada y poco eficiente.'”* Por
otra parte, la variedad de anticuerpos maternos del calostro contra diferentes antigenos
en el recién nacido se ve restringida a aquellos a los que la cerda ha desarrollado
memoria por linfocitos B, es decir, que el lechdén sélo estara protegido contra aquellos
antigenos a los que la cerda ha desarrollado inmunidad previamente.'?®

En la vida postnatal del neonato, la colonizacién de la microflora normal en las mucosas
es crucial para la sintesis de inmunoglobulinas, la activacion local de linfocitos y su

migracion a sitios distantes del sistema de mucosas.'"’
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El TGI durante la etapa neonatal juega un papel esencial en el desarrollo y activacién de
la inmunidad celular y humoral a nivel de las mucosas. El epitelio intestinal por su
amplia superficie de contacto con el medio ambiente externo, funciona como una
barrera mecinica al vasto nimero de antigenos que pasan continuamente por el tracto
digestivo. Anatomicamente, el sistema inmune intestinal presenta compartimentos
linfoides organizados y difusos. En el primer caso, el tejido representativo es el Tejido
Linfoide Asociado a Mucosas (GALT, por sus siglas en inglés). El tejido linfoide
difuso de la mucosa intestinal esta representado en la lamina propia, la cual comprende
el drea localizada bajo 1a monocapa del epitelio intestinal, que contiene una numerosa y
difusa poblacion de macrofagos, células dendriticas, linfocitos T, linfocitos B, células
plasmaticas, eosinéfilos y otros granulocitos, asi como fibroblastos fisiolégicamente
activos (Fig 1)."%¢

En contraste con los roedores, todos los compartimentos del intestino delgado en el

cerdo contienen células linfoides al nacimiento.'?!

En el cerdo recién nacido, aunque se
presenta un bajo numero de macréfagos en la lamina propia intestinal, éstos llegan a ser
el tipo predominante como células presentadoras de antigeno (CPA), distribuyéndose en

“igual nimero tanto en las vellosidades como en las criptas. Inmediatamente después del
nacimiente, estas células se incrementan acumulindose preferentemente en la lamina
propia de las criptas hasta alcanzar una densidad comparada a la del adulto a las 5
semanas de edad.'?® Ademas, las células dendriticas y células del complejo principal de
histocompatibilidad de clase 11 (MHC II) también se incrementan durante este periodo,
sin embargo se concentran en la lamina propia de las vellosidades en mayor proporcién
que en las criptas. Los granulocitos se encuentran presentes en la lamina propia de las
criptas al nacimiento. Después del destete, se incrementan y se presentan en la lamina
propia de las vellosidades, donde se ha postulado que estdn involucradas en la defensa
local inespecifica.'? Por otra parte, los linfocitos T presentes en la lamina propia del
recién nacido carecen de los marcadores CD4” y CD8", que identifican a los linfocitos T
cooperadores y citotoxicos respectivamente. Los linfocitos presentes en este momento
s6lo presentan el fenotipo CD2°CD4°CD8’, con mayor presencia en el epitelio. En la

primera semana de vida neonatal ocurre un incremento de linfocitos T CD2" y la




aphricién de linfocitos CD4" en la ldmina propia, lo cual indica una rapida induccién de

la respuesta inmune. '?
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Figura 1. El ecosistema gastrointestinal consiste de una poblacion de células progenitoras
epiteliales que sc renuevan rapidamente y que se diferencian a multiples tipos de células
epiteliales intestinales (células globo, enteroenddcrinas, enterocitos, células Paneth y células M),
Estas células epiteliales sirven como una barrera entre el contenido luminal (antigenos del
alimento y flora normal) y el complejo del sistema inmune mucosal. Este sistema puede ser
divido funcional y fisicamente en un sitio inductor (Placas de Peyer) y un sitio efector (lamina
propia). Los antigenos son capturados por las células M localizadas en la lamina externa de las
Placas de Peyer, dirigiendo a la activacion de linfocitos especificos hacia el antigeno. Estos
linfocitos activados subsecuentemente migran a los linfonodos mesentéricos y eventualmente
entran a la circulacion por el ducto toricico. La migracion de células efectoras expresan
receptores “homing™ especificos de mucosas que promueven que los linfocitos entren a sitios
efele;)rcs intestinales como la lamina propia. Tomado de: Cellular Microbiology 2001; 3: |-
11

Cuando se ha realizado el conteo de células CD2', se ha registrado un cambio
importante el dia 1 de nacimiento con una densidad de 100 células/mm?® a 1500/mm? a}
dia 40, concentrindose en mayor proporcién en las vellosidades que en las criptas en el
cerdo adulto, lo cual indica una fuerte estimulaciéon antigénica para el desarrollo de
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subpoblaciones linfocitarias maduras. El nimero de linfocitos T con el marcador

CD8" son bajos al nacimiento e incrementan moderadamente de la 5* a la 7* semana de
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edad. En el adulto estas células predominan en la lamina propia, cerca de la membrana
basal, asi como en el torrente sanguineo, en tanto que las células CD4" se localizan ¢n al
centro de la lamina propia de la vellosidad.'®'

Los linfocitos también se encuentran entre las células epiteliales de las vellosidades.'*?
En humanos y roedores se han identificado como linfocitos T, de los cuales la mayoria
son CD8" en el adulto y expresan la forma o/p del receptor de células T. Sin embargo,
recientemente se ha observado que estos linfocitos intracpiteliales (LIEs) también
presentan la forma /8 del receptor de células T.'>* En el cerdo estas células aparecen
en la etapa neonatal, siendo en la mayoria de los casos CD2'CD4°CD8" y al parecer sélo
se incrementan por la estimulacién antigénica.'®® El dia 1 de nacido se ha observado
una frecuencia de 2.6 £ 0.36 LIEs/100 enterocitos, la cual sc incrementa a 30.0 £ 349 a
los dos meses.' En este ltimo tiempo se presenta una proporcion significativa de
LIEs con el marcador CD8".!** La funcién de los LIEs no ha sido determinada para
ninguna especie y el significado de estas células en el epitelio intestinal es desconocido.
Existen especulaciones y algunas evidencias que indican que los LIEs contribuyen a la

integridad epitelial cuando ¢sta es afectada por la infeccion y dafio por virus.'?

Glutamina, sistema digestivo ¢ inmunoldgico

Estudios realizados en las ultimas décadas han demostrado que la Gln es un aminodacido
de vital importancia, ya que determina y mantiene diferentes procesos metabdlicos en la
célula.*7*®  En los mamiferos adultos se considera como un aminodcido no esencial,
debido a que constituye cerca del 25% del total de aminoacidos en el liquido
extracelular y mas del 60% de aminoacidos libres en el misculo esquelético, sitio de
mayor sintesis de GIn.'3®  Sin embargo, se ha observado que la produccion en el
organismo ¢s insuficiente bajo situaciones de estrés prolongado, estados
hipermetabolicos o hipercatabélicos, lo cual ha originado que en la actualidad se
considere a la Gin como un aminodcido “condicionalmente esencial”.!#®"*1"2 Entre las
principales funciones de la Gln, esta el de participar como precursor en la sintesis de
proteinas,'*” regular el balance acido-base'??, y proveer nitrégeno en su metabolismo de
degradacion, el cual es empleado para la sintesis de purinas (via glutamina fosforribosil

pirofosfato aminotransferasa), pirimidinas (via fosfato carbonil sintetasa 1 y II) y
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aminoazicares.'” Debido a su diversa participacién en reacciones de transaminacién,
la Gin puede ser clasificada como un verdadero regulador de la homeostasis de
aminodcidos.'*

Entre los lugares de mayor demanda del aminoacido, el TGI es el principal sitio de

utilizacion de Gln.'**'%*

Las enzimas involucradas en el metabolismo de Gln en este
sitio, tienen diferente distribucion. Algunos estudios revelan que en el intestino existe
una baja y débi! actividad de glutamina-sintetasa, sugiriendo que este 6rgano emplea
Gin previamente formada en otros tejidos y directamente de la dieta, aunque los
enterocitos recién formados muestran una marcada actividad de esta enzima.'’*'?® La
actividad de glutaminasa, enzima clave en la glutamindlisis, se encuentra cerca del 80%
concentrada en la mucosa del TGI, con una alta presencia y actividad en el intestino
delgado, con mayor expresion en la region proximal. En contraste, el es6fago presenta
una actividad minima debido a que a este nivel se presenta un epitelio escamoso

estratificado. "0+

En scgundo lugar, es la enzima de mayor actividad en células de
rapida division, incluyendo a las que forman parte de los mecanismos de resistencia
(macrofagos, monocitos y neutréfilos) y de inmunidad (linfocitos)."**"” La GiIn ha
mostrado ser indispensable como fuente energética y como sustrato en la biosintesis de
moléculas importantes en la mucosa intestinal, debido a que la deficiencia del
aminoicido inducida por infusidon de glutaminasa estd asociada con la presencia de
diarrea, disenteria y necrosis en la mucosa intestinal.'*®'%®  En el cerdo, como se ha
mencionado anteriormente, es comun observar atrofia de vellosidades e hiperplasia de
criptas inmediatamente después del destete, que al parecer son influenciados por la
disponibilidad de Gln, ya que la leche materna, tnica fuentc del aminoacido en
concentracion abundante, es abruptamente inlerrumpida.u"'50‘|5l Wu et al'®® reportaron
que la concentracion de Gln en la leche de la cerda (1.9 y 3.4 mmol/L), era la mas
abundante como aminodcido libre entre el dia 22 y el 29 del periodo de lactancia. El
papel principal de este aminodcido en el TGI, es el de sustrato energético para los
enterocitos, utilizindose en mayor proporcion que la glucosa para este fin.'"? Ademas,
como precursor esencial en la sintesis de purinas y pirimidinas, sugiere que este
aminoacido participa directamente en la intensa actividad mitdtica de los enterocitos y

153,154,155

células del sistema inmune en la etapa postdestete. Estudios in vitro han
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demostrado que actiia directamente en la proliferaciéon de célulus' de la mucosa

intestinal, al promover el efecto mitégeno del Factor de Crecimiento Epidermal'®®.

Recientemente se ha demostrado que al igual que los enterocitos, los linfocitos,>'37

macrofagos™!'®

y neutréfilos'®® utilizan la glutamina como el principal sustrato
energético®. Sin embargo, aunque la actividad de la glutaminasa es alta en estas células,
la tasa de oxidacion es baja, debido a que el catabolismo incompleto de Gln es un
importante mecanismo para proveer moléculas precursoras para soportar otras
reacciones claves en estas células. Una gran parte de la glutamina es convertida a
glutamato, aspartato (por la via del dcido tricarboxilico) y lactato, bajo condiciones
apropiadas, sélo un 25% de la Gln es oxidada a CO,.'*

En condiciones normales, concentraciones de Gln extracelular parecen regular la
proliferacion de linfocitos T, lo cual se demuestra cuando son estimulados in vitro con
el mitégeno concanavalina A, mostrando una mayor capacidad de replicacion conforme
se aumenta la concentracion de Gln en el medio de cultivo.'®® Ademas, por este mismo
método se mantiene la produccion de intermediarios clave, como la produccién de IL-2

y el receptor de esta citocina.'®

Los macrdéfagos, por otra parte, son cclulas
terminalmente diferenciadas, que pierden su capacidad de replicacion, sin embargo
poseen un importante papel en la presentacion antigénica en asociacion con el complejo
principal de histocompatibilidad de clase I (MHC 1I), secretan citocinas
proinflamatorias y radicales libres cuando son estimuladas en la fagocitosis.'55 Murphy
y Newsholme,'® han postulado que una posible explicacion del alto indice de
utilizacién de Gln por estas células, sea satisfacer la gran demanda de arginina, debido a
que los macrofagos, una vez activados, secretan arginasa reduciendo rapidamente los
niveles de Gin extracelular. La arginina una vez formada de la Gln participa como
precursor inmediato del 6xido nitrico, catalizada por la enzima inducible 6xido nitrico
sintetasa (iNOS) en el interior del macrofago.

Estudios en humanos y en ratas con soluciones enriquecidas con Gln, han mostrado que
el aminoacido reduce la atrofia intestinal asociada con la nutricion enteral y
parcnteral,"‘3'”’4‘"’S disminuye la enterocolitis en casos severos inducida por radiacién o

metotrexato (pacientes con cancer).'%




La adicién de glutamii}h en la dieta de cerdos destetados a 14 dias de edad ha logrado
évilar ei daiio a la mucosa in(estinal;"2 sin embargo, no existen investigaciones sobre su
participacién directa en el sistema inmune de mucosas. En uno de los pocos trabajos
realizados con Gln para evaluar su participacion en el sistema inmune, Yoo et al,'®’
reportaron que en cerdos infectados con E. coli, se observaba una proliferacion mas alta
de linfocitos en sangre periférica si los lechones consumian una dieta conteniendo 40 g
de Gln/kg comparada con el grupo al que no se le suplemento el aminoacido.

Por lo anterior, la administracion de glutamina en la dicta podria proveer beneficios para
el lechon recién destetado, momento en que el sistema inmune es comprometido por
diversas situaciones de estrés asi como durante la fase acelerada de crecimiento o la

lactancia.
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JUSTIFICACION

La administracion de L-glutamina en la dieta de cerdos en el periodo posdestete, ha
preservado la estructura y funcion del intestino delgado. Sin embargo, la
suplementacién del aminodcido se ha realizado en base a dietas liquidas, como la leche
de ovino o suero de leche liquido, por lo que atin no se establecen niveles adecuados en
dietas sélidas.

Estudios in vitro para evaluar los efectos de la Gln sobre el metabolismo de linfocitos
del cerdo, han demostrado una cierta dependencia como sustrato energético y en la
replicacién dirigida por antigenos, lo que ha conducido a realizar estudios preliminares
in vivo, donde Unicamente se han evaluado subpoblaciones linfocitarias en el torrente
sanguineo.

Considerando lo anterior, se decidié suplementar el amincacido en una dieta sélida a
diferentes porcentajes con el objetivo de establecer un nivel 6ptimo con efecto de

respuesta en la distribucién y nimero de subpoblaciones linfocitarias del intestino

delgado.




HIPOTESIS

La administracién de L-glutamina en la dieta de cerdos destetados precozmente,
favorecera el aumento cuantitativo de subpoblaciones linfocitarias CD2* y CD3" en el
critico periodo posdestete, momento en que la Unica fuente de Gln es suprimida y los

antigenos del medio ambiente estimulan la activacion del sistema inmune.
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OBJETIVOS

Establecer el efecto de la L-glutamina a diferentes porcentajes de inclusion en la dieta,
sobre el nimero y distribucion de subpoblaciones linfocitarias (CD2*, CD3™) del
intestino delgado, en sus diferentes regiones (duodeno, yeyuno ¢ fleon) durante el

periodo critico posterior al destete.
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MATERIAL Y METODOS

Localizacién. El experimento se realizé6 en un edificio de ambiente controlado del
Departamento de Produccion Animal: Cerdos, de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia (FMVZ) de la UNAM, localizada en la Ciudad de México. Este edificio
permite el aislamiento de los animales y cuenta con 16 corrales de 2.5 x 2 m, con
paredes y pisos de cemento, techo de concreto y lamina de fibra de vidrio. La
ventilacion se controla por medio de 2 inyectores y 2 extractores de aire de 1 m de
diametro. Dos semanas previas al arribo de los cerdos se procedio a la desinfeccién de
las instalaciones. Cada corral fue acondicionado con una lechonera de madera de 90 x
59 x 57 cm, un comedero plastico con cinco bocas y capacidad de 25 Kg (Kena Baby
Pig Feeder, Kane Manufacturing Co. lowa. EUA), un bebedero de chupén con
capacidad de 8 | (Kena Baby Pig Waterer, Kane Manufacturing Co. lowa. EUA) y como
fuentes de calor: focos de 250 watts y tapetes eléctricos (Kena Baby Pig, Kena

Manufacturing Co. lowa. EUA).

Animales. Cincuenta cerdos, producto del cruzamiento de las razas Large White x
Yorkshire provenientes del Centro de Ensefianza, Investigacion y Extensiéon en
Produccién Porcina (C.E.LLE.P.P.), de la FMVZ de la UNAM, localizado en el Km 2 de
la carretera Jilotepec-Corrales, Jilotepec, Edo. de México, fueron utilizados en el
presente estudio. Desde el nacimiento y hasta el momento del destete, los animales
fueron sometidos a las medidas rutinarias de manejo (corte y desinfeccién del cordén
umbilical, aplicacion de hierro y castracion de los machos). A los 14 £2 dias de edad se
separaron a los cerdos de la madre y fueron trasladados a las instalaciones de la FMVZ,
recorriendo una distancia aproximada de 100 Km. El dia del arribo se pesaron los
animales, se scleccionaron 5 cerdos de forma aleatoria y se sacrificaron. Los datos
obtenidos de este grupo de cerdos lactantes (testigos), se emplearon como referencia
para los diferentes grupos en tratamiento y evaluar los cambios celulares provocados
por la edad. El resto de los animales se distribuyeron al azar, con el bloqueo previo del
factor peso corporal, lo cual permitié homogeneidad de los cerdos en los diferentes

tratamientos. Al término del manejo se apagaron las lamparas de luz blanca, y se
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dejaron encendidos los focos, tapetes y calefactores, favoreciendo la adaptacién de los

lechones al nuevo ambiente y reduccién del estrés.

Tratamientos. El dia del arribo, los cerdos fueron distribuidos aleatoriamente en 3
tratamientos experimentales (n=15 cerdos/tratamiento) y se les ofrecié un alimento
preiniciador de uso comercial (Nupig-SE; Nutec S.A. de C.V. Querétaro, México)
administrado ad libitum. Para cada grupo, se suplementd con el alimento L-glutamina
(Kyowa Hakko Kogyo Co., Ltd. Tokio, Japon) a los porcentajes: 0, 1 y 1.5%

respectivamente, durante todo el periodo que duré el experimento.

Administracién de L-glutamina. La administracion de GIn se proporciond
individualmente en suspension por via oral a cada grupo en tratamiento, de esta forma
se aseguro quc la cantidad de aminoacido fue ingerida integramente por cada lechdén en
condiciones farmacoldgicas 6ptimas. El aminoacido se administro por esta via debido a
que la Gln cominmente no se produce comercialmente para uso cn la nutricion enteral,
por lo que fue necesario solicitarla directamente a Tokio, Japon (Kyowa Hakko Kogyo
Co., Ltd.) con la especificacion de ser empleada para este fin. La calidad del
aminodcido reportada por el laboratorio fue de 99% de pureza a un costo de 80
dolares/Kg. La metodologia se desarrollé como sigue.

El alimento preiniciador se proporcioné previamente pesado para cada tratamiento, al
dia siguiente se recuperd y se peso el que no fue consumido. De esta forma se obtuvo el
consumo de alimento. por cada grupo en tratamiento. Con este dato se procedid a
calcular el porcentaje del aminoacido correspondiente a ese dia para cada grupo
experimental (0, 1 y 1.5% de Gin). El aminoacido se prepard inmediatamente de ser
administrado, debido a que las propiedades farmacolédgicas de la Gln indican que en
solucion la maxima estabilidad del aminoacido se obtiene en un rango de pH de 5a 7.5
y se disocia a proporcion de 0.9% por dia a temperatura ambiente en soluciones de
administracion parenteral.'®® Los diferentes porcentajes de Gln para cada tratamiento se
disolvieron en 30 ml de agua estéril con un pH final de 6.5, se disolvio
homogénecamente a temperatura ambiente y se proporcioné por via oral individualmente

a cada cerdo por grupo en tratamiento. El grupo con 0% de Gln (control) sélo se le
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proporcnono agua estenl por la misma via con el pH ajustado a 6.5 con una solucion de

dcido c1tr1co 1 molar. Este método se repitié cada dia durante todo el tiempo que duré

el expenmemo. g

Sacrificio 'y toma de muestras. A partir de la administracién de L-glutamina se
sacrificaron 5 cerdos por cada grupo en tratamiento al dia 3, 7 y 14 posdestete. De
acuerdo a la reglamentacion vigente sobre el trato humanitario a los animales aprobado
enla FM.V.Z.'° se empled una sobredosis de pentobarbital sodico (Lab. Aranda S.A.
de C.V.) por via intracardiaca como método de sacrificio. Posteriormente, sc¢ procedié

con las técnicas de necropsia de rutina descritas por Aluja'’®

y se identificaron los
segmentos del intestino delgado a ser analizados (duodeno, yeyuno e ileon). El primero
se tom¢ a partir de la terminacion del esfinter pilorico hasta unos 10 cm del inicio de
éste, para la segunda porcion se seleccioné un segmento de 2 ¢cm de longitud a la mitad
del intestino delgado y la tercera porcidon se obtuvo 10 cm antes de llegar al apéndice
cecal.! Las muestras de cada porcién fueron embebidas en un crioprotector (Tissue
Freezing Medium, Lecica Instruments, Alemania) y se congelaron de inmediato en
nitrégeno liquido (-196°C), posteriormente se almacenaron a -70°C hasta su
procesamiento por técnicas de inmunohistoquimica. Se realizaron cortes histologicos

en congelacion de 7 p de grosor por muestra.

Inmunohistoquimica. Las pruebas de inmunohistoquimica se realizaron de acuerdo a
la técnica publicada por Vega Lépez et al.? Las secciones de tejido fueron incubadas
con la dilucién 6ptima de anticuerpos primarios monoclonales descritos a continuacion:
Anticuerpo monoclonal de rata anti-CD2* de cerdo. Serotec Oxford, Inglaterra. No.
de catalogo MCA1155. Producido por la clona MACB80, obtenido por fluido ascitico y
empleado a una dilucion de 1:1000. El isotipo al que corresponde es 1gG2a.

Anticuerpo monoclonal de rata anti-CD3* de humano. Serotec Oxford, Inglaterra.
No. de catalogo MCA1477. Este anticuerpo es producido por la clona CD3-12,
obtenido por sobrenadante de cultivo de tejido y se emple6 a una dilucion de 1:150. E

isotipo al que corresponde es I1gGl.
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Las sécciones de tejido fueron incubadas con el anticucrpo primario durante la noche a
4°C, posteriormente se agrego el anticuerpo secundario anti-rata biotinado (Biotin goat-
antirat 1gG; ZYMED Lab. EUA), empleado a una dilucién 1/300, seguido por la adicion
del complejo estreptavidina-peroxidasa (HRP-Streptavidin conjugate; ZYMED Lab.
EUA), y se empleo para esta altima una dilucién 1:2500. La reaccién fue visualizada
con 0.05% de 3,3’-diaminobenzidina (DAB) (Aldrich Chem. Co. EUA) en Tris-HCL
0.05 M, mis 0.01% de peroxido de hidrogeno (Fig. 2). Los cortes de tejido fueron
contrastados con hematoxilina de Harris (HYCEL de Meéxico S.A. de C.V.),

deshidratados y montados en resina.

)40 DAB
o

1 —»
2 —» Estraptavidina-Peroxidasa
x ¢
-~ = Anticusrpo dario biotinitad 3
/ \ Antlcuerpo primario
Antigeno en la A
célula

Figura 2. Esquema donde se ilustra las interacciones entre los componentes del sistema
usado en la inmunohistoquimica. La peroxidasa (1) se encuentra unida covalentemente
a la estreptavidina (2). El anticuerpo primario se une directamente al antigeno a
identificar y a éste se une el segundo anticuerpo con la biotina acoplada (3). La
interaccion entre la peroxidasa y la DAB (diaminobenzidina) produce precipitados de
color marrén, lo cual evidencia la reaccion.

Variables de respuesta. Se seleccionaron 5 vellosidades y 5 areas de criptas al azar
con mejor integridad por muestra de tejido, y debido a la distribucion particular de las
células, las zonas de vellosidades y criptas fueron contadas por separado. Las células
teflidas positivamente en epitelio, lamina propia y criptas de cada muestra se contaron
empleando un analizador de imagen asistido por computadora (Image Pro Plus V,

Media Cybernetics). Los resultados se presentan en el epitelio (células/mm) como
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frecuencia'y en densidad (células/mm?) a nivel de la lamina propia de vellosidades y

criptas.

Diseiio estadistico

Se realizd un disefio factorial 2 x 2 completamente al azar, para evaluar el efecto de
glutamina en la densidad y frecuencia de células en los diferentes grupos de
tratamientos (factor tratamiento: 0, 1 y 1.5% de Gln) y ¢l efecto de la edad a diferentes
dias posdestete (factor edad: 3, 7 y 14 dias posdestete) en cada region del intestino. Se
realizo un ANOVA de dos vias y los resultados fueron sometidos a la prueba de Tukey.
El conjunto de datos se analizé con el procedimiento GLM del paquete estadistico SPSS
version 10. El modelo estadistico que se siguid fue:

Yij = ut ai + Bj + E())

p= media poblacional

ai= efecto del i’ésimo nivel de A, P~ Zai=0

Bj= efecto del j’ésimo nivel de B, %=1 Zf3;=0

E(i)j= error experimental.
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RESULTADOS

El efecto de la adiciéon de glutamina (Gln) a diferentes dias posdestete (PD) sobre
subpoblaciones linfocitarias CD2" y CD3* en las diferentes regiones del intestino
delgado, se muestran en el cuadro 1 y 2 respectivamente. Al realizar el analisis de
ANOVA fue evidente que la Gln tuvo un cfecto positivo (<0.05) en la frecuencia y
densidad de estas subpoblaciones celulares en todas las regiones del intestino delgado y
en la mayoria de las veces este aumento celular fue superior con el grupo de inclusion
mas alto del aminoacido (1.5% de Gin). Los resultados se analizaron por la prueba de
Kolmogorov-Smirnov para evaluar su distribucion, en todos los casos fue normal. Este
primer andlisis permitié seleccionar y realizar el ANOVA de dos vias por el
procedimiento GLM.'"!

La identificacion en la distribucion de células marcadas con el panel de anticuerpos
monoclonales empleados (CD2" y CD3") en todas las regiones del intestino delgado fue
dificil, debido a la pobre preservacién de Ia morfologia del tejido fijado por

congelacién.

Efecto de L-glutamina sobre parimectros productivos en diferentes periodos .
posdestete

Al inicio del experimento se decidié bloquear el factor peso en los animales; las
diferentes camadas se distribuyeron al azar manteniendo pesos similares en los
diferentes grupos en tratamiento. Como se esperaba, esta medida de control indicé que
cerdos de similar peso registran un consumo de alimento semejante (Figura 3).

El consumo diario de alimento (CDA) aumenté de forma gradual conforme avanzoé la
edad de los cerdos, fue similar entre los diferentes grupos en tratamiento (0, 1 y 1.5% de
Gln) y aunque el consumo fue ligeramente mayor en los grupos con el aminodcido
incluido, los valores no fueron estadisticamente significativos (P<0.05) durante todo el
periodo experimental (Cuadro 3 y Figura 3). El primer periodo del dia 0-3 posdestete
la ganancia diaria de peso (GDP) fue mayor (P<0.05) en los grupos 1 y 1.5% de GIn (18
vs 92, 110 gr/dia, respectivamente). El periodo del dia 3 al 7 PD, la GDP alcanzé su
nivel maximo para los grupos 0 y 1% de Gln en todo el tiempo que durd el experimento,

sin embargo no hubo diferencias estadisticas por la inclusiéon del aminoacido en los
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diferentes grupos en tratamiento (300, 250 y 300 gr/dia). El tltimo periodo del dia 7-14
posdestete, el mayor’ef’ecto (P<0.05) se presento con el nivel mas alto de aminoacido
incluido (1.5% de Gin) (211, 228 vs 578 gr/dia, respectivamente) y fue el grupo con la
mayor GDP en todo el periodo experimental. La conversién alimenticia (CA) fue muy
reducida en el grupo control (0% de Gln) el periodo del dia 0 al 3 PD, el balance entre el
CDA y GDP fue negativo para este grupo. El efecto del aminoacido en los grupos con
los niveles 1 y 1.5% de Gln en este periodo sobre la CA fue significativamente (P<0.05)
positivo en contraste al grupo control (0,19 vs 0,88, 0,96 respectivamente). El periodo
del dia 3 al 7 PD la CA se mantuvo cercana a 1 en todos los grupos (0.93, 0.87 y 0.84
respectivamente), lo cual significé una alta eficiencia anabélica transformando el
alimento consumido en masa corporal, sin efecto aparente por la administracién del
aminodcido en este periodo. El ultimo periodo correspondiente del dia 7 al 14 PD, la
CA registré un importante aumento en el grupo con el nivel mas alto del aminoacido
incluido (1.5% de Gln), manteniendo la proporcién cercana a 1 (0,35, 0,42 vs 0,95
gr/dia). En el resto de los grupos la eficiencia anabolica descendié con mayor efecto
detrimental en el grupo sin el aminoécido incluido (0.35, 0.42 vs 0.95 respectivamente).
Interesantemente, el primer periodo y el ultimo posdestete se presenté una menor GDP

y CA en el grupo al que no se le adicion6 el aminodcido (Cuadro 3).

Cambios en subpoblaciones linfocitarias a difercntes dias posdestete

El grupo de cerdos lactantes y en los destetados a diferentes dias, las células CD2" y
CD3" se concentraron en la lamina propia (LP) de las vellosidades en mayor namero de
densidad (P<0.05) que en la de criptas (LP-CRI) (Figura 4 A-B; Cuadro 4 y 5). Enel
grupo de cerdos lactantes, la densidad de linfocitos CD3" en la LP de las vellosidades
fue mayor (P<0.05) en la region distal del intestino delgado (461, 605 vs 1012 cls/mm?,
respectivamente), en contraste la subpoblacién de células CD2" presentd la misma
densidad celular tanto en LP de vellosidades como en las criptas de las diferentes
regiones del intestino delgado (Figura 4 A-B). En el epitelio (EP) y LP de vellosidades
de las diferentes regiones del intestino delgado, en todos los grupos se presentd un
aumento en la frecuencia y densidad de células CD2" y CD3" a partir de los primeros

tres dias posdestete, incrementindose en los diferentes tratamientos hasta finalizar el
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experimento (d 14 posdestete); con excepcion del EP del duodeno, donde estos cambios
fueron evidentes hasta el dia 7 PD (Fig. 5-10 A-B). En la lamina propia de criptas (LP-
CR) en duodeno y yeyuno, la densidad de células CD2" y CD3" se mantuvo sin cambios
o disminuyé ligeramente en el grupo sin el aminoacido incluido, en contraste con los
cerdos lactantes (Figura 11-13 A-B). En lamina propia de criptas del duodeno sc
presentd una disminucién gradual en la densidad de células CD2" conforme avanzo la
edad posdestete en todos los grupos tratados (Fig. 11 A). La densidad de CD3' en
criptas del ileon, por otro lado, disminuyé drasticamente después del destete,

manteniéndose sin cambios durante todo el tiempo que durd el experimento (Fig. 13 B).

Efecto de la inclusion de L-glutamina en subpoblaciones linfocitarias (CD2" y
CD3%).

El mayor efecto de Gln en el duodeno se concentrd a nivel de la LP, en ¢! yeyuno se
presento en el EP, en tanto que en el ilecon los mayores cambios sc presentaron en la
region de LP-CR.

En la lamina propia (I.P) del duodeno, se observé un aumento significativo (P<0.05) en
la densidad de células CD2* durante todo el tiempo que durd el experimento, en el
grupo con el porcentaje de inclusion mas alto del aminodcido (1.5% de Gin). Al dia 14
posdestete (PD), todos los grupos a los que se les adicion6 el aminoacido (1 y 1.5% de
Gln) presentaron una mayor densidad de CD2", en contraste con el grupo 0% de Gln
(Figura 5-A). La densidad celular en la LP del duodeno con el marcador CD3",
especifico de linfocitos, aumento Gnicamente en los primeros tres dias posdestete con el
tratamiento 1.5% de Gln (Figura 5-B). En este tiempo, en la LP del yeyuno se registro
un incremento en la densidad de ambas subpoblaciones celulares CD2" y CD3", en
todos los grupos tratados con Gln (Figura 6-A); en los dias 7y 14 PD no se observaron
cambios significativos por el efecto del aminoacido. En la LP del duodeno y yeyuno la
densidad cclular presentd cambios muy drasticos, la relacion CD2*:CD3" mostrd
valores desde 3:1 en el yeyuno, basta 7:1 en el duodeno el dia 7 PD con el grupo 1.5%
de Gln.

La LP del ileon fue la parte del intestino menos afectada por la inclusion del

aminoacido, aunque la densidad de CD2" y CD3" después de la separacién materna,
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aumento de acuerdo a la edad en todos los grupos en forma cuadratica (Figura 7 A-B),
la relacién entre estas dos subpoblaciones fue mas homogénea en contraste a las otras
porciones del intestino, presentando un valor 2:1.

En el EP del yeyuno, la Gln presentd un importante efecto debido a un drastico aumento
en la frecuencia de CD3" y CD2" en el grupo 1.5% de Gln desde el dia 3 al dia 7 PD
para el primer marcador y hasta al final del experimento para el segundo caso (Figura 9
A-B). En el EP del duodeno, la frecuencia de CD2* disminuyo considerablemente a los
primeros 3 dias PD en los grupos tratados con GlIn con respecto al control, que en este
caso presentd un mayor aumento celular; en los siguientes dias, la frecuencia de CD2"
aumento en todos los grupos al parecer, por efecto de la edad sin ninguna influencia por
la adicién del aminoacido (Figura 8 A). La frecuencia de CD3" fue ligeramente mayor
en los tratamientos a los que se les adiciond glutamina (1 y 1.5%) a partir del dia 7 PD,
aunque estos valores no tuvieron diferencia estadistica significativa (Figura 8 B). En el
EP del ileon, el dia 3 posdestete fue ¢l inico que registré un incremento en la frecuencia
de CD2" y CD3" con el nivel mas alto de GIn (Figura 10 A-B). En el caso particular del
marcador CD2’, el aumento celular de acuerdo a la edad presenté un comportamiento
cuadratico debido a que posterior al incremento en la frecuencia el dia 3 PD, el dia 7 se
presenté un descenso importante de células con este marcador, aumentando nuevamente
el dia 14 PD. El efecto de la adicion de Gln a diferentes porcentajes fue homogéneo en
la frecuencia de linfocitos CD2" y CD3" a nivel del EP en todas las regiones del
intestino delgado, incluyendo al de cerdos lactantes (dia O PD), debido a que
presentaron una relacion CD2":CD3" 1:1, con excepcién del dia 7 PD, donde sélo el
duodeno registro una relacion 2:1 en todos los grupos tratados.

En la region de LP-CR del ileon, se presentd un importante aumento en la densidad de
CD2" en el grupo 1.5% de Gln desde los primeros 3 dias posdestete hasta el dia 7 PD; al
final del experimento, el tratamiento 1% de Gln registro ¢l mayor aumento en la
densidad de CD2*. El efecto opuesto se observd con el marcador CD3" donde se
registro un drastico descenso de la frecuencia celular desde el momento del destete y
que permanecio constante durante todo el tiempo que durd el experimento, sin ningtin
cambio aparente originado por la adicion del aminoacido (Figura 13 A-B). En la LP-

CRI del duodeno, la densidad de CD2* al dia 14 disminuyé significativamente en todos
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los grupos con el aminoécido incluido en contraste con el grupo 0% de Gln (Figura 11
- A). Eldia7 PD, aumenté la densidad de CD3" en el grupo 1% de GIn (Figura 11 B). A
partir de este tiempo, en la regién de criptas del yeyuno la densidad de CD2” y CD3"
aumenté con el grupo 1.5% de Gln en el primer caso y en ambos tratamientos con Gin
en el segundo; este comportamiento continud s6lo para el altimo marcador hasta el dia
14 PD en el grupo con nivel mas alto del aminoacido incluido (Figura 12 A-B). En LP

de las CR de todas las porciones del intestino delgado la proporcion entre CD2" y CD3*
se mantuvo 2:1.

Al inicio del presente experimento, las muestras de las diferentes regiones del intestino
delgado se tomaron por duplicado, de esta forma, una porcion se fijo por congelacién y
otra se fij6 de inmediato en paraformaldehido lisina-peryodato (descrita por Gendelman
et al 1983)'? para posteriormente ser embebida en parafina. La técnica de
inmunohistoquimica se realizé en un inicio procesando cortes de tejido en parafina,
debido a que la morfologia del mismo se mantiene con mayor integridad por este
método. En todos los anticuerpos probados no se obtuvo marcaje positivo, por lo que se
decidié realizar ensayos empleando diferentes técnicas de “recuperacién antigénica”
(tratamiento enzimatico, tratamiento con citratos y empleo de kits comerciales). Sin
embargo, los anticuerpos no se unieron a los receptores o se presentd union inespecifica,
provocando aumento de fondo cuando se visualizd la reaccion con diaminobencidina, lo
cual se evidencio al analizar la muestra con el testigo fijado por congelacién. Se
decidio, por lo tanto, continuar procesando las muestras con esta Gltima técnica de
fijacion en perjuicio de la morfologia, por ser ésta la unica forma de identificar los

marcadores de superficie con un alto grado de especificidad.
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Discusién

El destete en el cerdo es un evento estresante en los animales y es comiin observar un
reducido consumo de alimento en los primeros dias de adaptacion. La nutricion y las
practicas de manejo han permitido reducir el tiempo en que los animales inician cl
consumo de alimento sélido desde los primeros dias posdestete, mejorando la
palatabilidad de los alimentos preiniciadores y proporcionidndolo a las camadas desde
los primeros tres dias de nacimiento.” En este experimento el consumo de alimento fue
estimulado en diferentes formas: la granja de procedencia de los animales permite el
acceso de alimento desde la primera semana de nacimiento; en las instalaciones de
ambiente controlado a las que fueron trasladados los animales, se esparcié unos gramos
del preiniciador en el interior de las lechoneras inmediatamente al arribo de los
animales, y por ultimo el alimento fue administrado ad libitum durante todo el periodo
experimental. En el primer periodo posdestete (dia O al 3) el grupo control (0% de Gln)
registré un CDA similar a los otros grupos en tratamiento, sin embargo la GDP fue
reducida. Estos datos indican que debido al bajo consumo de alimento en los primeros
dos dias PD, el alimento ingerido en los animales dec este grupo, al parecer sélo
proporciond los requerimientos de mantenimiento y el peso de los animales se mantuvo
sin cambios hasta el final de este periodo (Figura 3), a pesar de que las condiciones
experimentales fueron similares para todos los grupos. Otro factor que probablemente
ocasiond este efecto en el grupo control es la respuesta inflamatoria ocasionada por el
bajo consumo de alimento que favorece el dafio a la mucosa intestinal per se y por el
desequilibrio positivo en la proliferacion de la flora comensal. Estos elementos
aumentan el grosor de la mucosa intestinal provocando una reducida digestion y
absorcion de los nutricntes.**** En el segundo periodo del dia 3 al 7 PD, la eficiencia
anabdlica mejoré en todos los grupos, el balance entre la GDP y el CDA fue positivo
para todos los tratamientos sin excepcion del aminoacido incluido. El control en las
medidas higiénicas y ambicntales durante este tiempo, probablemente evitaron
comprometer la homeostasis de los diferentes grupos en tratamiento, evidenciado por la
rapida reposicion del grupo control al resto de los grupos en los pardimetros productivos.

En el ultimo periodo sélo ¢l tratamiento con 1.5% de Gln incluido mantuve un
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comportamiento ascendente en la conversion de alimento ingerido a masa corporal, en
contraste al resto de los grupos que presentaron una menor GDP y que afecté mas
evidentemente al grupo de 0% de Gln. Estos datos sugieren que aunque el nivel de
consumo de alimento fue ascendente para todos los grupos, la mucosa intestinal puede
ser afectada cuando aumenta dristicamente el consumo de alimento después de un
periodo en que éste fue muy reducido.

El intestino delgado en el cerdo presenta en todos sus compartimentos (epitelio, ldmina
propia y Placas de Peyer) células linfoides desde el nacimiento, las cuales aumentan y
cambian en su distribucion conforme avanza la edad.’”® Este efecto no se observa en
animales obtenidos por cesdrea o en cerdos libres de patdgenos especificos, porque

carecen del estimulo antigénico ambiental.'?!

En el presente experimento, el grupo de
cerdos lactantes (14 *2 dias de edad) exhibié una mayor proporcién de células CD2" y
CD3" en la lamina propia de las vellosidades que en las criptas del intestino delgado
(Fig. 4 A-B). Estos resultados indican, de acuerdo a lo reportado por Vega-Lopez et al,
una rapida adquisicion potencial de la respuesta inmune en la lamina propia, debido a
que los cerdos al nacimiento presentan células CD2' preferentemente en criptas y
cambian su distribucion a la lamina propia de las vellosidades desde la primera semana
neonatal.'”® Los cambios observados en este trabajo concuerdan parcialmente con otros
anteriores en la histologia de subpoblaciones linfocitarias en el intestino delgado,
debido a que los animales convencionales empleados pudieron estar expuestos a una
mayor carga antigénica ambiental que aquellos utilizados en otros experimentos, donde
la crianza fue bajo condiciones de aislamiento y manejo mds estrictas (medicacion y
monitoreo de agentes patégenos).'?%- 130133

El estrés del destete en el cerdo ha mostrado, en condiciones experimentales, inducir
inmunosupresion de la inmunidad celular a nivel sistémico inmediatamente después de
la separacion materna.’™?* Con referencia a la etapa de lactancia en este experimento, el
destete (14 *2 dias) no afecté en la mayoria de los casos, la frecuencia y densidad de
subpoblaciones de linfocitos T (CD2" y CD3") en la mucosa intestinal. Este evento, por
el contrario estimuld el incremento de estas células con mayor efecto a nivel dela LP y
EP del intestino delgado, en los primeros tres dias posdestete (Figura 5-13, A-B). Los

resultados concuerdan con lo reportado por Vega-Lopez et al, el cual observé aumento
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de células CD2’ en iinirhaies ‘inmediatamente destetados a los 21 dias.'?® El efecto
contrario se ha observado con la prueba dérmica de fitohemaglutinina®® y conteo de
linfocitos en sangre periférica®®, donde disminuye la cantidad de linfocitos T a nivel
sistémico, demostrando una baja inmunidad celular en la etapa posdestete. Los
resultados de este experimento indican que al parecer, la mucosa del sistema inmune
intestinal posee actividad independiente del sistema inmune sistémico, aunque
permanezca en continua comunicacion por el procesamiento antigénico que sucede a
este nivel.

El incremento en el nimero de células en un organo o un compartimiento puede ser
causado por la proliferacion local in situ, un aumento en la migracion, disminucién en la

muerte o por emigracién celular.'>

En la mucosa del intestino delgado, el aumento de
células CD2" y CD3", observado a los 3 dias PD con mayor efecto en los grupos con la
inclusién de Gin (1% y 1.5% Gln), sugiere que en este tiecmpo el aminodcido permitié
una rapida replicacién o una mayor migracion de linfocitos T, probablemente originada
por la carga antigénica inmediata (ambicntal y del alimento) al que tuvieron contacto los
cerdos. La mucosa intestinal pudo haber presentado inflamacion en los primeros dias
posdestete. Estudios recientes en enfermedades inflamatorias del intestino delgado
sugieren que la flora comensal puede ocasionar esta respuesta por una subpoblacion de
linfocitos T CD4" que produce interferon gamma (IFN-y) originando una respuesta de
tipo Th1.'"™ El grupo de cerdos lactantes presenté una menor densidad de estas células,
en contraste al resto de los grupos mencionado anteriormente, lo cual manifiesta que las
células presentes a los tres dias posdestete fueron estimuladas a proliferar o migrar de
los sitios inductores (placas de Peyer). En la LP de las vellosidades, los linfocitos CD3"
presentaron una menor densidad celular en contraste a las células con el marcador CD2*
desde la lactancia y en los diferentes dias posdestete en todo el intestino delgado
(Cuadros 4 y 3), debido probablemente a que los linfocitos una vez estimulados
originan una rapida proliferacion por el factor de crecimiento autdcrino interleucina-2,
secretada por los propios linfocitos T, ya que se ha demostrado la presencia del receptor
de esta citosina de forma abundante en la lamina propia de cerdos jovenes.'?® El
establecimiento de la microflora normal y la presencia de antigenos ubicuos del

alimento, pudieron haber contribuido a la continua produccién de linfocitos T CD2",
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Recientemente se sabe que esta subpoblacion de linfocitos cuando tienen contacto con
" los elementos mencionados anteriormente, se activan, proliferan y desarrollan tolerancia
a los mismos, en mayor medida que por la via del receptor de CD3"*, que también
participa en este mecanismo aunque en menor grado.'” Por otra parte, otras células
como las citocidas naturales (NK del inglés, natural killer), que forman parte de los
mecanismos de resistencia, probablemente estuvieron presentes lisando células
infectadas por virus, ya que se ha demostrado que también poseen el marcador de
superficie CD2" y su funcién especifica es destruir células infectadas.'”
En el grupo sin la adicion del aminoacido (0%) y en el tratamiento con 1% de Gin en
LP de duodeno ¢ ileon (Figura 5 y 7 A-B), permanecieron sin cambios en la densidad
celular de CD2" y CD3* desde la lactancia, lo que sugicre que los niveles del
aminoacido probablemente fueron insuficientes y los linfocitos permanecieron en estado
quiesciente (sin estimulo a proliferar) por la falta de sustrato energético, lo cual
concuerda con estudios in vitro donde se ha observado que la proliferacién linfocitaria
es dependiente de la conentracion de Gln.'®°
En el EP del yeyuno se presenté el mayor incremento de células CD2* y CD3" con el
nivel mas alto del aminoacido incluido 1.5% de GIn. Estudios recientes in vifro han
mostrado que después de la estimulacion linfocitaria por la via de linfocitos CD3", los
linfocitos intraepiteliales (LIE) producen factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a)
actuando sobre las mismas y promoviendo su proliferacién.'’® La inclusion mas alta del
aminoacido (1.5% de GlIn) probablemente favorecié la activacion linfocitaria,
aumentando la tasa de proliferacion de LIE en el yeyuno, la cual es la regién mas
extensa del intestino delgado y de mayor susceptibilidad a ser invadida por ap .ntes
potencialmente patdgenos del medio ambiente. Lo anterior sugiere que la Gln participa
como sustrato energético aumentando la celularidad de subpoblaciones linfocitarias in
vivo en la etapa posdestete, que al parecer favorece un adecuado funcionamiento de la
inmunidad activa del lechén (Figura 9 A-B).
En LP-CRI se presentd una reduccion importante de células CD3+ a partir del destete,
permaneciendo sin cambios hasta el final del experimento. Estos datos sugieren que

probablemente aumentd la migracion de linfocitos maduros (que poseen este marcador
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de superﬁci:) a la.zona ‘dé LP de vellosidades, ocasionada por la actividad antigénica
proveniente del limen intestinal (Figura 13 B).

El efecto de la adicién de Gln demuestra que las lineas linfocitarias CD2* y CD3”, bajo
condiciones de estrés, requieren una mayor cantidad del aminoicido como sc¢ habia
demostrado in vitro en estudios anteriores, debido a que en los grupos con el mayor
porcentaje de inclusion, el incremento celular fue mayor.

El presente experimento evalué por primera vez el efecto de la adicion de L-glutamina
en el alimento solido de cerdos destetados a edad muy temprana (14 dias). Las
condiciones de experimentos anteriores no habian permitido manejar cerdos de esta
edad por lo severo del estrés posdestete y exposicion al ambiente.'”  Sin embargo, el
empleo de animales muy jévenes separandolos drasticamente de la cerda fue un método
que permitid validar el efecto del aminoacido y el factor de la edad en condiciones

ambientales controladas.
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CONCLUSIONES
La adicién de L-glutamina en la dieta durante un periodo prolongado (15 dias en este
experimento), aumenta la eficiencia en la utilizacién de los nutrientes del alimento,
mejorando el rendimiento en masa corporal en cerdos destetados a edad temprana.
Efecto que probablemente se deba a que el aminoicido mantienec la morfologia
gastrointestinal de manera integra, evitando la atrofia de vellosidades ¢ hiperplasia de

criptas.

Los resultados del presente estudio sugieren que la Gln posee un importante papel sobre
el metabolismo energético y la replicacion de células del sistema inmune celular del
intestino, en un periodo cuando el lechon es inmunolégicamente inmaduro,
coincidiendo con el tiempo en que la suplementacion de Gln en la leche materna

desaparece.
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CUADROS

Cuadro 1. Anilisis de varianza de dos vias, para evaluar el efecto de L-glutamina sobre linfocitos CD2" en diferentes regiones del
intestino delgado en cerdos destetados a los 14 12 dias de edad.

Fuente de Variable Gradosde  Cuadrados Cuadrados Cuadrados
variacién  dependiente libertadt medios Significancia medios Significancia medios Significancia
Duodeno Yeyuno Ileon :
d3 PD* |
Dosis EP 2 461 0,000 163 0,007 147 0,034 j
LP 2 71717408 0,001 34406343 0,001 3540737 0,105
LP-CRI 2 205893 0,153 99090 0,317 299334 0,002
Error EP )3 54 31 41
LP 72 8964070 4102670 1521379
LP-CRI 7 106851 84894 45838
d7 PD*
Dosis EP 2 130 0,620 196 0,001 354 0,000
LP 2 5332263 0,000 11526865 0,121 3115047 0,263
LP-CRI 2 56350 0,097 290396 0,016 478695 0,008
Error EP 72 269 20 31
LP 72 5738817 5307434 2291599
LP-CRI 72 23344 65752 93476
d14 PD*
Dosis EP 2 68 0,822 203 0,002 65 0,485
LP 2 35092741 0,001 466437 - 0,820 1188058 0,388
LP-CRI 2 348808 0,001 194755 0,136 318708 0,005
Error EP 72 349 30 90
LP n 4895889 2339908 1239709
LP-CRI 72 48416 94911 55121

* Dias posdestete en que se sacrificaron 5 cerdos por tratamiento (0, 1 y 1.5% de Gln).
+ Los grados de libertad indican las dosis analizadas (0, | y 1.5% de Gln) y para el error se indica el total de observaciones, (25 campos en

diferentes regiones del intestino delgado por cerdo) por grupo en tratamiento
EP: epitelio; LP: lamina propia de vellosidad; LP-CRI: lamina propia de criptas.
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Cuadro 2. Andlisis de varianza de dos vias, para evaluar el efecto de L-glutamina sobre linfocitos CD3" en diferentes regiones del

intestino delgado en cerdos destetados a los 14 +2 dias de edad.

Fuente de Variable Gradosde  Cuadrados Cuadrados Cuadrados
variacion _ dependiente  libertadt medios  Significancia  medios Significancia medios Significancia
Duodeno Yeyuno Ileon
d3 PD*
Dosis EP 2 47 0,143 282 0,000 186 0,010
LpP 2 7281100 0,000 7022694 0,001 1502150 0,142
LP-CRI 2 231195 0,001 79560 0,150 14219 0,539
Error EP 7 28 33 747533
LP 72 456201 955052 37
LP-CRI n 32252 40879 22822
d7 PD*
Dosis EP 2 43 0,125 484 0,000 26 0,760
LP 2 278657 0,435 1734842 0,102 807243 0,137
LP-CRI 2 84893 0,011 502448 0,000 174225 0,027 -
Error EP 72 20 53 96
LpP 72 330964 736622 394352
LP-CRI 72 17820 49448 45864
d14 PD* .
Dosis EP 2 131 0,427 146 0,094 361 0,135
LP 2 1111003 0,159 685234 0,396 1228336 0,037
LP-CRI 2 6952 0,789 569907 0,000 223345 0,244
Error EP 72 152 59 175
LP 72 588699 730746 355616
LP-CRI 72 29180 46848 155146

* Dias posdestete en que se sacrificaron 5 cerdos por tratamiento (0, | y 1.5% de Gln).
% Los grados de libertad indican las dosis analizadas (0, 1 y 1.5% de Gln} y para el error se indica el total de observaciones, (25
campos en diferentes regiones del inteslino delgado por cerdo) por grupo en tratamiento
EP: epitelio; LP: lamina propia de vellosidad; LP-CRI: ldmina propia de criptas.
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Cuadro 3. Efecto de la inclusién de glutamina a diferentes porcentajes en la dieta sobre parimetros productivos de lechones
destetados precozmente (14 +2 dias de edad).®

Tratamientos con Gln (%)

0% 1% 1.5%
Periodos posdestete
(dias)

0-3*

CDA (gr) 98 105 115
GDP (gr) 18 92° 110°
CA 0,19° 0,88° 0,96°
3.7* .

CDA (gr) 22 289 356
GDP (gr) 300 250 300
CA 0,93 0,87 0,84
7-14*
CDA (gr) 606 547 606
GDP (gr) 211 28 578
CA 0,35° 0422 . 095

*® Valores con diferente literal difieren significativamente, P<0.05
@ Los resultados se reportan como promedio para las variables CDA y GDP.
* El dia 3 posdestete (PD), se realizo el registro de los datos con 15 cerdos por tratamiento, el dia 7 PD con 10 cerdos y al final del experimento

(dia 14 PD) con 5 cerdos por grupo debido al sacrificio de 5 animales por tratamiento en cada periodo posdestete.
CDA: Consumo diario de alimento; GDP: Ganancia diaria de peso; CA: Conversidn alimenticia.
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Cuadro 4. Densidad y frecuencia del marcador CD2" en el intestino delgado a diferentes dias pbsdesgete*‘

Dias Tratamientos con Glutamina (%)
posdestete duodeno yeyuno e
Epitelio 0 T 1.5 0 1 1.5 0 R
0 1546 e [ 94 - 1346 e T s
3 19:10° 125" 115 12+ 6* 15+ 5° 17£6° 1615 1887 5 21368
7 2419 2822 27+ 16 12£4* 15¢ 5" 18:4° 2147 184* 146"
14 28+ 26 25: 13 28+ 14 172 4° 212 6® 23+ 6° 19212 20£10. 1745
Lamina .
propia
0 3570+ 1664  — — 3134 1172 — —— 2868+1056 e —
3 S301£2264" 3842+ 1663' 7219:4359° 45511621 6444%2398° 6698+ 1983° 3105:1161 351721247 38561288
7 3964+ 1724 5159+ 1816" 6869+£3309° 430412155 S621£3122 467411238 401411998  3545:1278  3322:1117
14 3814+ 1681°  5778+2421% 5943£2449° 4801: 1633 4986£1259 471911664 40781151 406241126 36921062
Lamina
propia de
Criptas
0 10624381 — e 926+182 e e 9701252 S e
3 9561387 7774229 8435344 9274312 10524209 9954337 T34£192° 7761210 941:238°
7 8634157 821140 768161 1015£167* 11462312 1228:268°  755:173'  9474323" 1024382
14 934£177" 701£234°  784+243° 9502365 10374297 11274251  841%178"  1065:315°  976:186"

T T T T . -7 g} T
*Los resultados se expresan como frecuencia celular (célulasinm) en el epitelio y densidad celular (células/mm?’) para timina propia de

vellosidades y criptas.

3b< valores con diferente literal difieren significativamente, P<0.05. Los datos se expresan como el promedio del conteo de 25 vellosidades
diferentes por grupo de tratamiento * desviacion estandar.
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Cuadro 5. Densidad y frecuencia del marcador CD3" en el intestino delgado a diferentes dias posdestete*.

Dias Tratamientos con Glutamina (%)
posdestete duodeno yeyuno ileon
Epitelio 0 1 15 0 1 15 0 T 15
0 13+4 R — 94 B - 1246 —
3 547 13£2 1544 1487 18es* 20:6° 17362088 L2
7 16+4 18+3 18+5 16+ 5* 19+ 5° 24% 10 2045 . 2241000 22413
14 2: 13 25512 26+ 12 20+9 236 25+ 8 26£15 3115 2419
Lamina : R
propia .
0 1023+ 482 — e 956+ 826 S e 15614561 e —
3 1220+ 732 809:564'  1880+718°  1080+488' 1848+ 1114° 2096% [178° 197411068 22943777 18124707
7 1014£626  813x513  968+581  1452£817 16674836 1976918 16921629  1503%611 1862643
14 1402+ 1156 994:281  1105:592  2236£952  2341:717  2016+878 1493678  17901601*  13562495°
Lamina
propia de
Criptas
0 461+116 e 6054152 e e 10124853 e .
3 5994192'  423£143°  $79+198' 636177 T01£255  S5BOx162  371£134  394i114  419:194
7 SI4E166™  569+122°  452+105°  598£119°  8721334® 798150 333:123*  500£304° 416174

14 5044133 5112190 479184 587+183" 5954219* 8524243° 472+282 5341609 3481119
*Los resultados se expresan como frecuencia celular (células/mm) en el epitelio y densidad celular (células/mm’) para limina propia de
vellosidades y criptas.
¢ valores con diferente literal difieren significativamente, P<0.05. Los datos se expresan como el promedio del conteo de 25 vellosidades
diferentes por grupo de tratamiento  desviacion estandar.
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Figura 3. Consumo diario de alimento (CDA) en lechones destetados precozmente (14 +2 dias de
edad), suplementados con diferentes niveles de glutamina. Cada punto representa el valor promedio de 15,
10 y 5 cerdos a los 3, 7 y 14 dias posdestete respectivamente por grupo experimental.
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Figura 4. Proporclon de CD2'y CD3" (cclulas/mm Jen LPy LP-CR de intestino delgado en cerdos
lactantes (14+ dias de edad). Cada barra representa el valor promedio = DE del conteo de 25 diferentes
vellosidades por grupo en tratamiento; valores con diferente literal difieren significativamente, P<0.05.
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LP: Lamina propia, LP-CR: Lamina propia de criptas.
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DENSIDAD DE CD2" EN LP DE DUODENO
Tratamientos con diferentes niveles de glutamina
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Figura 5. Cambios en la densidad (células/mm?) de CD2" y CD3" en LP de duodeno en cerdos
lactantes (14% dias de edad) y destetados a diferentes dias, suplementados con diferentes niveles de
glutamina. Cada barra representa el valor promedio = DE del conteo de 25 diferentes vellosidades por
grupo en tratamiento; valores con diferente literal difieren significativamente, P<0.05. LP: Lamina
Propia.
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DENSIDAD DE CD2" EN L.P DE YEYUNO
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Figura 6. Cambios en Ia densidad (células/mm’) de CD2'y CD3"en LP de yeyuno en cerdos lactantes
(14t dias de edad) y destetados a diferentes dias, suplementados con diferentes niveles de glutamina.
Cada barra representa el valor promedio & DE del conteo de 25 diferentes vellosidades por grupo en
tratamiento; valores con diferentc literal difieren significativamente, P<0.05. LP: Lamina Propia.
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DENSIDAD DE CD2" EN LP DE ILEON
Tratamientos con diferentes niveles de glutamina
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DENSIDAD DE CD3' EN LP DE ILEON
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Figura 7. Cambios en la densidad (células/mm?) de CD2"y CD3* en LP de ileon en cerdos lactantes

(144 dias de edad) y destetados a diferentes dias, suplementados con diferentes niveles de glutamina.

Cada barra representa el valor promedio = DE del conteo de 25 diferentes vellosidades por grupo en

tratamiento; valores con diferente literal difieren significativamente, P<0.05. LP: Lamina Propia.
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FRECUENCIA DE CD2" EN EPITELIO DE DUODENO
Tratamientos con diferentes niveles de glutamina
mW0% E1% [01.5%

60
50 ‘
E 40 |
— ]
8 30 ;
3 i
'3 20 :
10 ;
0 '1
do a7 d14 !
Dias posdestete
A i e e = —
FRECUENCIA DE CD3" EN EPITELIO DE DUODENO
Tratamientos con diferentes niveles de glutamina
M0% RE1% [11.5%
50
| E 40
7, 30 a
2 a a
5 20 a 2 i
Q) (r:
© 7y
10 X
0 57
do d3 d7
i Dias posdestete
B H J - o S R

Figura 8. Cambios en la frecuencia (células/mm?’) de CD2'y CD3* en EP de duodeno en cerdos
lactantes (14+ dias de edad) y destetados a diferentes dias, suplementados con diferentes niveles de
glutamina. Cada barra representa el valor promedio = DE del conteo de 25 diferentes vellosidades por
grupo en tratamiento; valores con diferente literal difieren significativamente, P<0.05.
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FRECUENCIA DE CD2* EN EPITELIO DE YEYUNO
Tratamientos con diferentes niveles de glutamina
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Figura 9. Cambios en la frecuencia (células/mm?) de CD2"'y CD3' en EP de yeyuno en cerdos
lactantes (14% dias de edad) y destetados a diferentes dias, suplementados con diferentes niveles de
glutamina. Cada barra representa el valor promedio + DE del conteo de 25 diferentes vellosidades por
grupo en tratamiento; valores con diferente literal difieren significativamente, P<0.05.
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FRECUENCIA DE CD2" EN EPITELIO DE ILEON
Tratamientos con diferentes niveles de glutamina
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Figura 10. Cambios cn la frecuencia (células/mm?’) de CD2' y CD3* en EP del ileon en cerdos
lactantes (14% dias de edad) y destetados a diferentes dias, suplementados con diferentes niveles de

glutamina. Cada barra representa el valor promedio + DE del conteo de 25 diferentes vellosidades por
grupo en tratamicnto; valores con diferente literal difieren significativamente, P<0.05.
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DENSIDAD DE CD2"EN LP-CRIDE DUODENO
Tratamientos con diferentes niveles de glutamina
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Figura 11. Cambios en la densidad (células/mm’) de CD2'y CD3* en CRI del duodeno en cerdos
lactantes (14t dias de edad) y destetados a diferentes dias, suplementados con diferentes niveles de
glutamina. Cada barra representa el valor promedio £ DE del conteo de 25 diferentes vellosidades por
grupo en tratamiento; valores con diferente literal difieren significativamente, P<0.05. LP-CRI: Lamina

propia de criptas.
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DENSIDAD DE CD2" EN LP-CRIDE YEYUNO
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DENSIDAD DE CD3" EN LP-CRIDE YEYUNO
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Figura 12. Cambios en la densidad (células/mm?) de CD2'y CD3' en CRI de yeyuno en cerdos
lactantes (14+ dias de edad) y destetados a diferentes dias, suplementados con diferentes niveles de
glutamina. Cada barra representa el valor promedio + DE del conteo de 25 diferentes vellosidades por

grupo en tratamiento; valores con diferente literal difieren significativamente, P<0.05. LP-CRI: Limina
propia de criptas.
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DENSIDAD DE CD2’ EN LP-CRI DE ILEON
Tratamientos con diferentes niveles de glutamina
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Figura 13, Cambios en Ia densidad (células/mm?) de CD2"y CD3* en CR1 de ileon en cerdos lactantes
(14% dias de edad) y destetados a diferentes dias, suplementados con diferentes niveles de glutamina.
Cada barra representa el valor promedio + DE del conteo de 25 diferentes vellosidades por grupo en

tratamiento; valores con diferente literal dificren significativamente, P<0.05. LP-CRI: Lamina propia de
criptas.

69




FOTOGRAFIAS
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Cortes en congelado. Efecto de Gln en la dicta sobre el desarrollo de células CD2" en duodeno de cerdos sacrificados al dia 3
posdestete. Un gran nitmero de células teiiidas se distribuyeron en el epitelio y laimina propia de las vellosidades (flechas).
Cortes histologicos tefiidos por inmunohistoquimica, contratefiidos con Hematoxilina de Harris. (200X).
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cortes en congelado. Efecto de Gln en la dieta sobre el desarrollo de células CD3" en duodeno de cerdos sacrificados al dia 3
posdestete. Un gran nimero de células teiiidas se distribuyeron en el epitelio y lamina propia de las vellosidades (flechas),
Cortes histologicos teiiidos por inmunohistoquimica, contratefiidos con Hematoxilina de Harris. (200X).
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Cortes en congelado. Efccto de Gln en la dieta sobre el desarrollo de células CD2' en yeyuno de cerdos sacrificados al dia 3
posdestete. Un gran nimero de células teiiidas se distribuyeron en el epitelio y limina propia de las vellosidades (flechas).
Cortes histoldgicos tefiidos por inmunchistoquimica, contrateiidos con Hematoxilina de Harris. (200X).
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