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Introduccion.

La produccidn porcina, ha evolucionado con el tiempo de una actividad meramente
familiar y de autoconsumo, a una industria de gran importancia econémica que
genera grandes cantidades de proteina de alta calidad biolégica. Como ejempilo,
México durante el 2001 logré una produccion de carne de cerdo de 1, 143, 580
ton, con un valor estimado de 19, 925.1 millones de pesos.’

En esta industrializacion de la porcicultura, se han desarrollado métodos de
produccién que la hacen mas eficaz y eficiente, enfocadas en aminorar el impacto
de las enfermedades y aumentar su rentabilidad. La disminucion de la edad al
destete, es una de estas practicas empleadas para alcanzar dichas metas,
pasando de un destete de 15 - 22 semanas de edad en estado silvestre,? a un
destete temprano que puede ser menor a 21 dias;® no obstante en los paises
integrantes de la Comunidad Europea una menor edad no esta permitida.*

Los animales pasan por un periodo critico de adaptacion al inicio del destete,
como una consecuencia de la corta edad a la que son separados de la madre,
expresado por una caida en su crecimiento y susceptibilidad a enfermedades, que
representan pérdidas economicas a las empresas cuando las instalaciones,
manejos sanitarios, zootécnicos y programas nutricionales no son los adecuados.
Una gran cantidad de investigaciones se han enfocado al area nutricional, con el
proposito de evitar o disminuir la caida en el crecimiento al inicio del destete,
logrando asi, expresar el potencial de las modernas lineas genéticas.’

Destete Temprano.

El destete precoz o temprano, tiene sus inicios en los afios 50's, con el desarrollo
de programas de produccion de cerdos libres de patogenos especificos (SPF, de
sus siglas en ingles), obtenidos bajo intensa medicacion, y enfocado a cerdos de 5
a 10 dias de edad. El sistema implicaba altos costos de produccion, por
medicacion, con el fin de reducir la diseminacion de agentes infecciosos entre las
piaras.?® La necesidad de obtener cerdos mas saludables tomé mayor importancia
con la intensificacion de la produccién en los Estados Unidos durante los anos
60’'s y 70’s, cuando se dificultd el control de las enfermedades. Aun asi, los
productores no implementaron el sistema SPF de alta salud por su alto precio, el
incierto costo : beneficio de la implementacion del programa y el posible costo de
repoblar si las piara era reinfectada; fue hasta los 80’'s en que los métodos de
destete temprano medicado (MEW), Todo dentro — Todo fuera y Destete Aislado
(ISOWEAN ®) fueron disponibles y adoptados rapidamente por la industria
porcina. Basado en esta tecnologia, el National Pork Producer's Genetic



Evaluation Committe de los E. U., inici6 un esquema de Destete Temprano
Segregado (SEW), para mantener el estatus sanitario de los cerdos usados en su
programa,’ y desde entonces, los sistemas de produccion intensiva en Estados
Unidos, México y otras partes del mundo, han adoptado estos métodos por ser
identificados como un factor que va asociado con la alta productividad.®

Los componentes mas importantes de estos sistemas son: la temprana edad al
destete (menor a 21 dias) y la segregacion; en segundo término se encuentra la
vacunacion y la medicacion, aunque la eliminaciéon de ciertos patogenos requiere
la combinacién de estos elementos.'” El fundamento que apoya el destete
temprano, como un sistema de alta salud, se establece en cortar los ciclos de
enfermedad, evitando la transmision vertical de patégenos entre la cerda y su
camada. Dependiendo de la edad a la cual son destetados los cerdos, es el tipo
de patégeno que se puede erradicar; entre menor sea el periodo de lactancia, una
mayor variedad de organismos se eliminan.’

Es importante mencionar, que las metodologias del destete temprano no
solucionan todos los problemas sanitarios, ya que existen patogenos que no
pueden ser eliminados (Ejem: Streptococcus suis, PRRS, Lawsonia
intracellularis).'"'? Hay que tomar en cuenta, que la incorrecta implementacion de
estos sistemas, ya sea por la falta de un completo entendimiento de las reglas
primordiales que les aplican, o por la incomprensién de los ciclos de infeccion, de
los p%t?genos que se quieran erradicar, existe la posibilidad de reinfeccion en la
piara.™

Ventajas del destete temprano.

Conjuntamente con las ventajas que ofrece sobre el control de enfermedades,
también se observa un incremento en la productividad del pie de cria, al
incrementar el niumero de partos por cerda por afo y con ello un mayor numero de
cerdos finalizados por cerda;'* asi como la optimizacion de las instalaciones de
maternidad, al aumentar la capacndad instalada en un tercio por cada semana que
se reduzca la edad al destete y un menor desgaste de la cerda, por efecto del
menor periodo de lactancia.'®

Destetar a los cerdos a temprana edad, proporciona la oportunidad de aumentar el
consumo de materia seca en el lechén. No obstante que la leche de la cerda es un
excelente alimento para el cerdo recién nacido, por estar perfectamente adaptado
el sistema digestivo para digerir y absorber todos los nutrientes que esta aporta,
es a partir del 10° dia de Iactancna en promedio, que la cantidad de nutrientes que
suple la leche son insuficientes'® para expresar todo el potencial de crecimiento
magro de las nuevas lineas genéticas, a causa de la baja cantidad de matena
seca (20%), y la posible deficiencia en algunos aminoacidos como la Arginina;'®

ademas, la composicion de la leche favorece el aumento de la grasa corporal
necesaria en un ambiente silvestre, como una medida de aislamiento del cuerpo
ante el medio, pero esta es innecesaria en una produccion con ambiente



controlado. La carente capacidad de la leche para expresar el potencial de
crecimiento se ha comprobado en varios estudios, donde cerdos alimentados con
sustitutos lacteos Iogran mayores ganancias de peso que sus contrapartes
lactando con la cerda. 2

Este incremento de consumo de materia seca, es una de las causas por las
cuales, los lechones criados bajo un sistema de destete temprano muestran un
mejor desempeno en su crecimiento, manifestado en mejores pesos al finalizar su
estadia en el area de destete, cuya ventaja pueden conservar hasta la etapa de
finalizacion, alcanzando su ?eso de venta en menos dias comparado con cerdos
destetados a mayor edad. Este punto es importante, ya que el cerdo no
presenta un crecimiento compensatorio, lo cual implicaria sacrificar el desarrollo
de los cerdos en sus primeras etapas de vida, reflejandose hasta su f nahzamon si
bien Whang et al., sugiere que el crecimiento compensatorio se da. 2

Para obtener buenas ganancias de peso durante la etapa de destete, se han
desarrollado programas de alimentacion, conformados por mas de una dieta o
multi fases. Estos se ofrecen a los animales durante el periodo comprendido
generalmente entre los 14 a 70 dias de edad. Las dietas utilizadas llamadas
preiniciadoras, empleadas ampliamente en los destetes precoces, tienen por
caracteristica, utilizar una mayor vanedad de ingredientes, por lo que también
reciben el nombre de dietas complejas.’ Estas dietas, utilizan ingredientes que
regularmente son de alta digestibilidad y alto costo, pero que favorecen mejores
ganancias de peso, consumos de alimento y eficiencia ahmentucua principalmente
en el periodo inmediato al destete, pudlendo alterar o no®? |a composicion
corporal al finalizar la engorda de los animales.?*? Cerdos destetados de manera
temprana y con alto estatus sanitario, pueden prescindir o utilizar en menor
cantidad ingredientes de alta calidad, es decir dietas mas sencillas, que aquellos
cerdos que habitan un ambiente de mayor carga de microorganismos patégenos,
permitiendo disminuir asi los costos de la dieta.

Segregar a los animales a temprana edad, ayuda a evitar enfermedades clinicas y
subclinicas, lo cual representa menores costos de produccion por concepto de uso
de antibidticos, en forma terapéutica o como promotores de crecimiento;'® sin
embargo Fangman et al, % reportdé no haber encontrado diferencias en el
desempeno productivo ni estatus inmune medido en poblaciones de linfocitos T
(CD 4+ y CD 8+), entre los cerdos destetados < 14 dias de edad, ya sea enviados
a otro sitio o alojados en instalaciones dentro de la misma granja, pero con baja
exposicién a patégenos, lograda por la aplicacion de métodos de sanitizacion,
poniendo de manifiesto la importancia del no estimular al sistema inmune.

Un sistema inmune poco estimulado, ejerce en los lechones una mejora en el
crecimiento (masa muscular, estructura 6sea, etc.), como resultado del incremento
en la eficiencia de los nutrientes para cumplir esta funcién. La mejora en la salud
de los cerdos y por tanto de sus parametros productivos, también tiene un impacto
sobre sus necesidades nutricionales, aumentando estas (ejem. lisina en 40.1% y
energia en 19.7%), a causa del crecimiento acelerado y no por una perdida de la



eficiencia alimenticia; manteniéndose esta demanda incrementada en nutrientes
hasta la et%)a de finalizacion en un ambiente de baja estimulacion
inmunolégica. De manera contraria, un mayor estimulo, modifica el
metabolismo del animal y lo obliga a utilizar los nutrientes para montar una
defensa en contra del componente agresor como destino primario y no para
continuar con su proceso de crecimiento, aun a pesar de la complejidad y
concentracion energética de la dieta. 32

Los estados agudos y subclinicos de enfermedad, producen citocinas (Ejem: IL-1,
IL-6, TNF-a) y la produccion de ciertas proteinas, como son las de fase aguda y
anticuerpos, que demandan grandes cantidades de aminoacidos. Esta demanda,
frena el crecimiento y produce una baja de peso, a causa de la inhibicion de
sintesis proteica muscular y su degradacién. Hay que tomar en cuenta, que el
perfil de aminoacidos del musculo es muy diferente al de citocinas y proteinas de
fase aguda, esto involucra un gran catabolismo muscular para llenar sus
requerimientos, y no unicamente por la disminucién en el aporte de nutrientes,
ejercida por el bajo consumo de alimento que se observa durante la enfermedad,
también efecto de las citocinas.>*2®%’

Efectos negativos del destete en el lechén.

El acortamiento del periodo de lactacion, también tiene efectos nocivos en el
cerdo. El proceso de separacion de la madre provoca un estado de estrés agudo y
crénico muy severo, a causa de un gran numero de factores® de los cuales
podemos mencionar:

a) Cambio de instalacion y la completa separacion de la madre, ya sea en
sistemas de ciclo completo o destete segregado; en esta ultima el estrés se
incrementa por la transportacion de los animales a varios kildmetios de su
sitio de nacimiento.

b) Reagrupamiento de camadas, resultando en peleas con el fin de establecer
una nueva jerarquia en el corral, que pueden durar de 5 a 10 dias; siendo
mas severas cuando no se respeta el minimo espacio para cerdos de esta
edad.

c) Cambio radical en la dieta, pasando de un alimento en estado liquido, sabor
y temperatura agradable, administrado de forma continua, a dietas sélidas
en la mayoria de sus casos; de sabor desconocido, fria y en forma
discontinua.

d) El cerdo recién destetado, también tiene que distinguir entre sed y hambre,
satisfaciendo dichas necesidades en la mayoria de los casos, en un
comedero y bebedero por separado; estos equipos pueden no favorecer el
consumo.

El estrés generado se manifiesta en los animales con alteraciones en la conducta,
representado por lechones que maman el ombligo de sus compaferos, un



aumento en su comportamiento de escape, menor tiempo empleado en beber y
alimentarse; siendo mas evidente a edades de 7 dias que aquellos destetados a
28 dias, como lo observd Worobec et al,*® en animales destetados a 7,14 y 28
dias.

Desde el punto de vista hormonal, los cerdos destetados a muy temprana edad (7
dias) incrementan transitoriamente sus niveles de cortisol, como aquellos
observados en las situaciones cronicas de estrés, también disminuyen marcada y
prolongadamente los niveles de catecolaminas, como pueden ser |la epinefrina y la
norepinefrina; lo cual nos manifiesta una respuesta psicologica y fisioloégica al
manejo,* indicando una ausencia de bienestar, ya que este altera al mismo
tiempo el desarrollo productivo de los cerdos y los patrones de comportamiento.

Ademas de las alteraciones conductuales y hormonales, existe un efecto sobre el
sistema inmune. El cerdo, a pesar de nacer con todos los componentes del
sistema inmune desarrollado y funcional, no son capaces de montar una respuesta
eficaz durante sus primeros dias de vida,*' por ello es muy importante la
inmunidad pasiva que la madre le proporciona en anticuerpos mediante el
calostro, principalmente IgG; mas tarde, la leche cambia la secrecion de IgG por
IgA, las cuales solo le proporcionan inmunidad local.*? Conforme pasan las
semanas, el sistema inmune del lechén se va madurando; sin embargo, el destete
deprime la inmunidad, 51endo mas evidente cuando este es menor a 4 semanas
de edad. Bletcha et al.,** observé que los linfocitos de lechones destetados a 2, 3
y 4 semanas, mostraron una respuesta baja; pero no, los destetados a las 5
semanas, tanto in wvivo como in wvitro, cuando fueron estimulados con
fitohemaglutinina. Aun asi, el destete en cerdos de 5 semanas, disminuye su
respuesta para producir anticuerpos al estimulo antigénico de eritrocitos de
borrego a las 24 h posteriores al destete, indicando una incapacidad para montar
una respuesta celular.** En cerdos destetados a las 3 semanas, se suprime la
habilidad para producir IL-2 por parte de los linfonodos mesentéricos.*® Las células
secretoras de inmunoglobulinas IgG del bazo y ganglios mesentéricos, disminuyen
durante la 4* semana (edad de destete) y logran sus niveles adultos hasta la
semana 40; de"{‘qual forma las de médula 6sea, que alcanzan su nivel adulto hasta
la 122 semana.

Efectos del Destete sobre el Intestino Delgado.

Uno de los sistemas que sufre cambios importantes, durante el periodo inmediato
y posterior al destete, es el sistema digestivo y muy en especial el intestino
delgado. Durante el destete, el intestino experimenta una alteracion en su
morfologia y fisiologia de manera dramatica. En su estructura se observa una
atrofia de las vellosidades y un aumento en la profundidad de las cnptas #® La
atrofia, causada por la perdida de enterocutos una disminucion en la cantidad de
enterocitos producidos o ambas;*® *° se aprecia histolégicamente como un
acortamiento en la altura de la vellosidad, adquiriendo una forma de lengua, a



diferencia de su estado previo, donde se ve una arquitectura con forma de dedo.
En el caso de las criptas, estas incrementan su profundidad por la hiperplasia que
sufren, con el objeto de producir una mayor cantidad de enterocitos y repoblar
nuevamente la vellosidad. La atrofia de las vellosidades es mas pronunciada al dia
5 posterior al destete y es mas evidente en lechones destetados a menos de14
dias de edad, que a los 28 dias.”’

La disminucién del nimero de enterocitos y el acortamiento de las vellosidades,
provocan que la superficie de absorcion del intestino sea menor; al mismo tiempo,
los nuevos enterocitos que vuelven a repoblar estas vellosidades atrofiadas,
pueden no haber madurado completamente, teniendo principalmente funciones
secretoras y no de absorcién - digestion. Como consecuencia, existe una
capacidad de absorcién y digestién de nutrientes disminuida.?*? A estos cambios
se asocia la diarrea posdestete. Por un lado, los nutrientes que provienen de la
nueva dieta, no son digeridos completamente, provocando un aumento en la
presion osmolar en la luz intestinal, generando entonces la salida de liquidos. Y
por otro lado, este contenido intestinal, sirve como caldo de cultivo para
patogenos que dentro de sus mecanismos de patogenicidad esta, el provocar
diarrea.>® Asimismo, la pérdida de integridad del epitelio intestinal, predispone a la
entrada de patégenos al organismo, que agravan el estado critico por el que pasa
el cerdo durante este periodo.

La brusca transicion del estado liquido (leche de la cerda) a sodlido (alimento
preiniciador en harina o pellet), al que es sometido el cerdo en el momento del
destete, tiene un impacto sobre la morfologia del intestino. Las vellosidades del
intestino delgado, en cerdos que consumen dietas sdlidas, sufren una mayor
atrofia que aquellos que consumen dietas humedas; y estas a su vez, atrofian en
mayor proporcion las vellosidades que las dietas liquidas; sug:nendo un efecto
mecanico del estado fisico de la dieta sobre la pared intestinal.>

La pasta de soya, principal fuente proteica en las dietas para cerdos, produce
efectos negativos en animales precozmente destetados. Su inclusion en las dietas
preummadoras como unica fuente proteica, se ha asociado con la atrofia de las
vellosidades.® El efecto dafiino sobre la estructura intestinal, se atribuye a 'as
glicinas y B-glicinas que contiene; estos compuestos se consideran antigénicos, lo
cual genera una respuesta inmunolégica en el epltello intestinal y por tanto
mﬁamacuon en la mucosa, a la cual se asocia la atrofia.’”* Por su parte Makkink
et al.,*® propone que, no es la respuesta inflamatoria la que produce los dafios
directamente sobre el epitelio, sino el consumo de alimento disminuido, como
consecuencia del malestar intestinal provocado por la inflamacién de la mucosa,
debido a la ingestiéon de los compuestos de la soya.

La falta de consumo de materia seca, durante los primeros dias posteriores al
destete, se considera, es una de las principales causas de la atrofia de las
vellosidades. El cerdo debe consumir 475 g de un alimento altamente digestible, y
con una concentracion de 16.5 MJ DE kg ' al momento del destete, para



mantener el nivel de crecimiento anterior a este.*’ El lechén, puede no alcanzar
este consumo sino hasta dos semanas posteriores al destete®"

El cerdo recién destetado, puede pasar varias horas o dias sin consumir alimento
alguno o en poca cantidad, y es esta falta de estimulo de contenido en el lumen
intestinal, lo que se ha relacionado fuertemente con la atrofia de las vellosidades.
Aun en cerdos recién destetados, a quienes se les ofrece ciertas hormonas y
compuestos de manera experimental como: el factor de crecimiento epidermal
(EGF), factor de crecimiento parecido a la insulina IGF-I e IGF-Il, poliaminas, y la
glutamina; que estan presentes en la leche y relacionadas con el crecimiento,
mantenimiento y maduracién de la mucosa intestinal. Su inclusién, no provoca
crecimientos tan espectaculares cuando se ofrecen oraimente, aun cuando se den
los nutrientes por via parenteral.®® De forma contraria, la materia seca per se,
ofrecida a los cerdos recién destetados en alimentacion forzada, favorecen la
integridad intestinal, sin la presencia de estas hormonas a‘Pree;ent@zs en la leche y
caracterizadas por estimular el crecimiento de la mucosa.

Esta por definirse, que factor es el importante en la alimentacién enteral: 1) la
cantidad de energia consumida, como una Ilmltante para el metabolismo de
mantenimiento y crecimiento del sistema dlgestlvo 0 2) la presencia de Ios
nutrientes en el lumen, como un estimulo para el desarrollo de éste. Stoll et al.,°
estimé, que aproximadamente el 20% de los nutrientes deben pasar via oral, para
mantener la integridad de las vellosidades intestinales ! el 60% de los mismos
para favorecer el desarrollo. Por su parte, Pluske et al.,°"® reporté que el cerdo
recién destetado, necesita consumir un minimo de 2.5 veces sus requerimientos
de mantenimiento de energia, para conservar la arquitectura intestinal.

Por ello, la importancia de estimular el consumo de materia seca de alta
digestibilidad, en el cerdo recién destetado de forma precoz. Asi como precisar las
caracteristicas del alimento para cerdos jovenes en su contenido de minerales,
vitaminas, energia y el perfil de aminoacidos en exacto equilibrio, incluyendo por
supuesto, los considerados esenciales y no esenciales, para evitar el dafo al
epitelio intestinal, y por el contrario, favorecer su integridad, para el mejor
aprovechamiento de los nutrientes que se le ofrecen a través del alimento,
obteniendo con esto el desarrollo 6ptimo del cerdo.?%*°

Ontogenia del intestino delgado.

En todas las especies mamiferas, la mucosa intestinal es la principal interfase
entre los tejidos y el medio amblente extemo. Solamente con 1 mm de grosor y
con una superficie de 400 m? tiene como funcion primaria la de absorber nutrientes
y agua. Su gran superficie, es producto de cientos de miles de proyecciones en
forma de vellosidades en el intestino delgado. Cada vellosidad tiene un centro con



tejido conectivo altamente vascularizado, delineado por una capa de epitelio
simple. El epitelio es constantemente renovado por células nuevas que provienen
de las 10 a 20 criptas de Lieberkunh que rodean a cada vellosidad. En el colon la
superficie es llana y las células epiteliales son producidas en las glandulas. La
forma de la mucosa es determinada por la lamina propia (LP), que es la zona de
tejido conectivo suelto debajo del epitelio. La estructura de este compartimiento es
mantenido por las células parecidas a los fibroblastos (miofibroblastos), las cuales
secretan una matriz extracelular, contribuyendo a la formacién de la membrana
basal epitelial y son necesarios para la proliferacion epitelial y la diferenciacion. En
adicion, la lamina propia contiene células T, macrofagos y células plasmaticas, y
hay una asociacién microambiental estrecha entre aquellas células inmunes y los
miofibroblastos de la mucosa. Aquellos miofibroblastos ayudan a formar la
membrana basal del epitelio y endotelio vascular, son necesarias para la
diferenciacion epitelial, y secretan matnz extracelular dentro del cual todas las
células de la LP estan embebidas. ©

El cerdo, es una especie que nace con una capacidad limitada para digerir y
absorber un perfil de nutrientes, diferentes a los presentes en la leche. Entre las
especies mamiferas, el cerdo nace con un sistema digestivo medianamente
maduro en comparacion con el humano o primates, considerados especies
precoces, pero a su vez el cerdo nace con mayor madurez mtestlnal en
comparacion con las especies denominadas altricias (roedores y camivoros).®

El tracto gastrointestinal, en la etapa fetal, comienza como un simple tubo. A los
30 dias de gestacion, esta estructura esta rodeada por una capa de células
mesenquimatosas, que posteriormente se convertiran en una capa de células
simple columnar, que comprometeran las futuras regiones de las vellosidades y
las intervellosidades. La morfogénesis temprana en el intestino, se realiza
mediante una oleada de eventos que comienzan de la porcion proximal del tracto
hacia la porcion distal, observandose los primeros cambios en el duodeno y la
primera parte del yeyuno. La proliferacion celular ocurre sobre la superficie de las
nac:entes vellosidades, asi como en la region de las intervellosidades del
epitelio.®

Al dia 35 de gestacion, aparecen las primeras vellosidades, también llamadas
vellosidades primitivas, y es hasta el dia 40 que, la diferenciacion de las células es
evidente, pues ya se observan células globosas y enteroenddcrinas en el intestino
proximal. La conversion del epitelio pseudo estratificado a simple columnar,
durante el desarrollo fetal, envuelve el establecimiento de los dominios de la
membrana basolateral y apical, y la separacion de las células por las estructuras
llamadas uniones estrechas (tigh junctions). La diferenciacion y migracion del
epitelio, son influenciadas por los cambios ontogénicos de la matriz extracelular y
por la naturaleza de las intercomunicaciones en el epitelio mesenquimatoso.”

Al dia 45 de gestacion, el gradiente de diferenciacion celular también es de
proximal a distal, siendo por lo tanto menor en la porcion distal del tracto.
Conforme progresa el desarrollo, las microvellosidades se alargan, y se observa



un complejo endocitico apical al dia 60.”' Es también en este momento, que se
observan las primeras criptas; conforme avanza la formacion de las vellosidades,
la division celular se va confinando e incrementando en estas futuras criptas;
antes, region de la intervellosidad. La distribucion observada en la cripta durante el
desarrollo del epitelio intestinal fetal, es un importante suceso que refleja la
creacion de la maquinaria celular que regulara la proliferacién, diferenciacion y
renovacion del epitelio intestinal a través de la vida. Al dia 110, las vellosidades
estan bien desarrolladas, con un mayor grado de maduracion en la parte proximal,
donde las células absortivas no estan vacuoladas, mientras que en el yeyuno
distal, se encuentran enterocitos con grandes vacuolas lisosomales.®®

Una semana antes del nacimiento, la proporcion entre el peso del estémago y el

corporal se mantienen constantes, incrementandose esta proporcion al nacimiento
hasta en un 25% a la semana de nacido, donde alcanza su mayor peso en
relacion al cuerpo; sin ser afectado por los niveles de cortisol.”? El pancreas,
decrece 25% una semana antes del nacimiento e incrementa en un 60 — 80%
durante la ultima semana posparto, siendo gradual el crecimiento posterior a este
evento. El crecimiento mas dramatico esta en el intestino delgado, el incremento
en su tamafo es de 70 a 80% en las ultimas 3 a 4 semanas preparto; este
aumento es mas aceierado durante el nacimiento, tanto como 50% en las primeras
24 horas posparto.®® A las 24 h de nacido, el cerdo Iactante tiene un intestino 29%
mas largo, 86% mas pesado y con 130% méas mucosa.’

Hormonas como el cortisol, tiene efecto sobre la madurez intestinal con un mayor
efecto al final del periodo de gestacion y los primeros dias neonatales. Al momento
del parto, los niveles son superiores a los basales y corresponden con un
incremento en el tejido intestinal, aunque también hay un aumento, pero de menor
intensidad, durante el periodo de destete. Los niveles aumentados en esta
hormona sugieren una senal para el tracto gastrointestinal en su maduracién. Los
niveles de oxigenacién, también tienen efecto sobre el desarrollo gastrointestinal.
Si al momento del parto existe una disminucién en el aporte del oxigeno, entonces
el desarrollo del tracto gastrointestinal se ve severamente afectado, lo que
aumenta la probabilidad de sufrir estados de mal funcion intestinal y enterocolitis.”*

La funcionalidad de los 6rganos del sistema digestivo comienza desde la etapa
fetal. El pH estomacal en el feto es cercano al neutro y es hasta unas semanas
antes del Earto en que incrementan los niveles de secrecion del acido
clorhidrico,” alcanzando los niveles maduros a los 5 dias posparto.”® Este
desarrollo, que va de las dos semanas preparto a la primera semana posparto,
coincide con los niveles de cortisol. Los niveles de gastrina coinciden también con
el incremento de los glucocorticoides. Los glucocorticoides, solo tienen efecto
sobre las secreciones de gastrina y HCI antes del nacimiento, y no posterior a
este.”” Por su parte, las proteasas comtenzan su actividad justo antes del parto, y
su actividad depende de un pH de 2 — 4.72 En el caso de la quimosina, sus niveles
mas altos se encuentran al nacimiento y disminuyen conforrne avanza la edad del
cerdo, donde es gradualmente remplazada por la pepsina.”® Esta no presenta un



cambio en su actividad por la alimentacién enteral.”? En el intestino delgado, el

desarrollo se da al final de |la gestacion o inmediatamente después del nacimiento.
El consumo de calostro al nacimiento, como se explicara posteriormente, tiene
mayor efecto sobre el desarrollo del intestino, que el liquido amnidtico consumido
antes del nacimiento.”

En el feto, la hidrdlisis de los sustratos es minima y en los enterocitos inmaduros
(vacuolados) los procesos de digestlon son intraluminales y no luminales, a
diferencia de los enterocitos maduros.”®”® La enzima lactasa y las peptidasas,
tienen altos niveles al momento del nacimiento, mientras que las glucosidasas
comienzan a incrementar sus niveles en este momento, mientras tanto decrece la
lactasa. Lactasa y aminopeptidasas, parecen estar reguladas en parte por los
niveles de cortisol.'® Si los cerdos nacen por cesarea, los niveles de
glucocorticoides son bajos y se producen alteraciones enzimaticas en el tracto
gastrointestinal, aunque el efecto es variable, lo cual depende de receptores, sitio
y momento.

La funcion del intestino va muy de la mano con el desarrollo estructural del mismo.
La membrana con borde de cepillo, consiste de un borde apical con
microvellosidades y un glicocalix asociado. La diferenciacion de esta membrana,
es un componente importante para la vida y nutricion ex utero. Los niveles de
enzimas son bajos en el feto, comparados con los animales lactantes y
destetados, con excepcién de la lactasa y la aminopetidasa N.®' Esta ultima,
coincide su expresion genética con la formacion de las nacientes vellosidades® y
se encuegtra dentro de vacuolas en los enterocitos, donde se presume degrada el
meconio.

El trasporte de iones y nutrientes en la etapa fetal, es mayor conforme se acerca al
nacimiento.®® Los enterocitos, pueden trasportar elementos del liquido amniético
que el cerdo consume muy temprano en la gestacion, y que pueden llegar a ser
hasta el 20% de su peso corporal y obtener un porcentaje similar de energia a
partir de este.®* El intestino fetal tiene la habilidad para absorber macromoléculas,
como aquellas que recibira del calostro; de hecho, el calostro ofrecido al feto,
estimula la absorcion de macromoléculas y el efecto llamado “cierre intestinal”.®

En el cerdo durante la etapa fetal, el contenido intestinal no tiene un papel
importante en su desarrollo y funcmn como lo es al nacimiento.®® Al nacimiento, la
ausencia del contenido intestinal, aun cuando se lleve acabo una nutricion
parenteral, tiene efectos negativos sobre el crecimiento y desarrollo del intestino;*
el pancreas es poco afectado por la ausencua del estimulo de contenido intestinal y
el efecto es nulo para el estémago.®” El cerdo recibe los nutnentes de forma
enteral, como unica via de alimentacion a partir del nacmiento y este estimulo
en el lumen, es indispensable a lo largo de toda su vida.®

Como se menciond, al momento del nacimiento, el cerdo neonato sufre un cambio
radical en su nutricion, pasando de una nutricion realmente constante, via
intravenosa mediante el corddn umbilical, a una totalmente enteral. El cerdo al
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nacer, deja de recibir la alimentacién continua y sufre breves periodos de ayuno
antes de alimentarse.®® Su dieta cambia en frecuencia y composicion, teniendo
que adaptarse rapidamente, lo cual influira en su bienestar.®’

A partir de este momento, el programa de desarrollo del aparato digestivo estara
influenciado por una compleja interrelacion de factores locales, sistémicos y
luminales.®

El calostro, es el primer alimento enteral al que es expuesto el cerdo, y esta
secrecion tiene profundos efectos sobre el desarrollo intestinal.*® Su consumo
estimula la proliferacion celular en las criptas,®"*? ademas de que no solo le aporta
nutrientes,* sino también otro tipo de compuestos o moléculas no nutritivas como
es el caso de: IgG, que brinda proteccion pasiva; y otras como factor de
crecimiento parecido a la insulina | y Il (IGF-I e IGF-II, de sus siglas en ingles) y el
factor de crecimiento epidermal (EGF, de sus siglas en ingles), que son
substancias bioactivas relacionadas con la proliferacion, diferenciacion vy
apoptosis, por sus funciones autocrinas, paracrinas y endocrinas.®*®® Otra
molécula, es el Factor de Trasformacion de Crecimiento — a 6 TGF- a (de sus
siglas en ingles). Este compuesto, parece ser el ligando exdgeno del receptor EGF
en el intestino del cerdo lactante.™ La expresiéon de TGF en las criptas durantes
las primeras tres semanas de vida, sugiere que este factor de crecimiento esta
envuelto en la maduracidon y la remodelacion de la mucosa intestinal neonatal.
Pero como ya se menciond, por si solos, sin la presencia de nutrientes, no tienen
efectos tan pronunciados y solo explican una pequena parte del desarrollo del
tracto gastrointestinal. De igual forma, aun no se comprende del todo, el por qué la
sola presencia de nutrientes en el lumen, estimula el desarrollo de los érganos. El
Growth Like Peptide — 2 (GLP - 2), es una molécula que tiene un efecto regulador
y estimulante, el cual responde a la presencia de nutrientes, liberandose al
torrente desde el ileon y esta puede ser la hormona que explique, en cierta
medida, el efecto que tienen los nutrientes sobre |a integridad y arquitectura de los
érganos gastrointestinales.®’

A diferencia del nulo efecto que tiene el liquido amniético sobre el desarrollo del
tejido gastrointestinal, la privacion del consumo de calostro, trae consigo
alteraciones en la capacidad de absorcidén de nutrientes por el intestino delgado.
Justo después del nacimiento, cuando los recién nacidos comienzan a mamar, hay
una disminucion dramatica en el consumo de glucosa y aminoacidos, asociados
estos cambios con el consumo de calostro.’’ Cuando la secrecién de calostro
termina y continua la leche, incrementa |la absorcién, probablemente debido a la
insercion de nuevos trasportadores de nutrientes dentro de la membrana de las
microvellosidades,” lo cual depende de la nutricion enteral.

Existe un evento muy particular en el caso de los cerdos, como consecuencia de
la poca relacién intima, entre el producto y la cerda. Debido a las caracteristicas
histolégicas de la placentacién epitelio-corial,' los fetos nacen sin inmunidad
pasiva, ya que los anticuerpos provenientes de la madre no pueden pasar a través
de la placenta, por tanto los reciben mediante el consumo de calostro; solo
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durante las primeras horas de nacido,® el intestino delgado puede absorber estas
macromoléculas de manera intacta.*®'® Este efecto, permite que el lechdn tenga
el mismo perfil de anticuerpos circulante que la cerda, a las pocas horas de
consumir el calostro.'®! El calostro, favorece el paso de macromoléculas a través
del epitelio intestinal, por su contenido de proteasas, que impiden la digestion y
favorece el paso de inmunoglobulinas y factores troficos.'® El calostro, también
sirve como senal al intestino delgado para cerrar el paso de estas
macromoléculas. El sellado intestinal, que se observa a partir del consumo de
calostro, comienza a las 6 0 12 horas de iniciada la ingestion y completandose a
las 24 0 36 h.%'%

El paso de las macromoléculas del lumen intestinal al torrente sanguineo, se lleva
acabo de la siguiente manera. Los enterocitos, a partir de la endocitosis, recogen
las macromoléculas del lumen en la region apical, posteriormente por un sistema
lisosomal/endosomal lo trasportan a través de la célula y por ultimo lo liberan por
exocitosis por la membrana basolateral. El cierre del intestino, no es causa de la
incapacidad de los enterocitos en llevar acabo la endocitosis, ni por un aumento
en la degradacién de los lisosomas, sino a la incapacidad de exocitosis,
posiblemente por la modificacion de las propiedades de la membrana basolateral,
causadas por compuestos bioactivos presentes en el calostro, y que se ubican en
el espacio intercelular; estos compuestos aun no estan claramente identificados,
pero se cree, estan en la porcién sérica del calostro.'®

En esta permeabilidad de la mucosa intestinal, que presenta el cerdo a las
primeras horas de nacido, se considera juegan un papel importante los
glucocorticoides, luego de observarse que animales nacidos mediante cesarea y
por lo tanto, con bajos niveles de glucocorticoides, tienen una menor absorcidn de
macromoléculas que aquellos nacidos en parto natural,'®'%

La actividad enzimatica se presenta en el intestino delgado, en el llamado borde
de cepillo de los enterocitos, que representan el 80% de las células epiteliales. Las
demas celulas que tapizan las vellosidades son: celulas de Paneth,
enteroenddcrinas y mucosas o globosas.®*

El perfil de enzimas que se encuentran en este borde de cepillo, son
principalmente dos: Las carbohidrasas y las peptidasas.'®

Los cerdos nacen con baja cantidad de glucosidasas, |o que sugiere que el cerdo
dificilmente puede desdoblar otro carbohidrato que no sea lactosa.” La ingesta de
calostro aumenta o disminuye los niveles de lactasa, incrementa los niveles de
aminopeptidasas y maltasas,*°' mientras que el efecto a causa de la ingesta de
leche sobre estas es mas gradual.’®® La causa por la que caen los
trasportadores, que median el paso de aminoacidos en las primeras 24 h de
nacimiento, no son debido a su perdida, sino al gran aumento del tejido que
diluyen la concentracion de trasportadores.”® También, a una redistribucion de las
funciones de trasporte a lo largo del eje cripta - vellosidad, debido al reemplazo de
enterocitos fetales.®
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Algunos cambios en las enzimas del intestino delgado, estan dados por sustancias
de la leche o por los nutrientes via enteral. Aunque algunas enzimas (lactasa,
maltasa, sucrasa), mantienen niveles similares en animales con alimentacion
parenteral, comparado con aquellos alimentados enteralmente.®’

Dentro de las carbohidrasas se encuentran la lactasa, treolasas y maltasas
(isomaltasa, sucrasa, maltasa Il y I11)."” Como se menciond, la lactasa es la
enzima que se encuentra en altos niveles al tiempo del nacimiento, y decrece
desde la 22 a la 32 semana de vida a los niveles adultos hasta la 82 semana, y esta
es la encargada de hidrolizar la lactosa. La maltasa y |la sucrasa se encuentran en
niveles menores al 50% antes del nacimiento, e incrementan su actividad con la
edad en 26 veces para la sucrasa y 14 veces para la maltasa, desde la 12 a |a 82
semana de edad. Estas enzimas, se encuentran en mayor cantidad en la primera
mitad del intestino delgado."®

En cerdos destetados a 3 o0 5 semanas de edad, la actividad de la sucrasa,
isomaltasa y lactasa, caen en 2 a 5 veces al 5° dia de destete, pero se
recuperaron a los 11 dias posdestete, a excepcion de la lactasa que continlda su
descenso. La Maltasa |l y Ill, incrementaron hasta el dia 5 posterior al destete,
cuando este fue a las 5 semanas, pero no hubo ese repunte en un destete de 3
semanas.'®

Existe un mayor numero de peptidasas en el enterocito, comparado con el nimero
de carbohidrasas, en general su actividad es alta al nacimiento o en la primera
semana de vida, disminuye en sus primeros treinta dias de vida, para
posteriormente mantener su nivel hasta la etapa adulta.'®

La funcién digestiva de los enterocitos y sus microvellosidades, comienzan cuando
su diferenciacion estructural es completa en su migracion de las criptas a la
vellosidad. Este momento sucede cuando el enterocito, lleva un tercio de la
vellosidad recorrida en su camino a la punta. Mientras que la funcion digestiva
comienza cuando el enterocito esta por ercima de la mitad de la vellosidad.'®

Requerimientos del intestino.

Las visceras drenadas por la circulacion porta, cuentan para el 3.6% del peso
corporal, pero tienen una tasa de recambio de 20 al 35% de la proteina y energia
corporal.''®""! La tasa de recambio proteico de estos 6rganos es mas alta que en
tejidos periféricos como el musculo, siendo 10 a 30 veces mayor en animales en
crecimiento y adultos, respectivamente.''? '3 114

El intestino utiliza aproximadamente el 35% de la proteina y el 50% de los
aminoacidos de la dieta,'"® '"® metabolizando mayor cantidad de amino&cidos no
esenciales (glutamato, aspartato y glutamina). El balance neto del glutamato y
aspartato es muy bajo, solo pasa a la circulacion el 4% de lo consumido, indicando
una alta tasa de metabolismo. Por su parte, el balance de glutamina es negativo;
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es decir, el intestino toma toda la glutamina de la dieta, mas 20% extra desde la
circulacion sistémica. '8

Los aminoacidos esenciales de la dieta, a diferencia de los anteriores, son
metabolizados en menor cantidad, ya que sus necesidades son cubiertas a partir
de los provenientes de la circulacion arterial. El intestino solo utiliza cerca del 30 al
50% de la lisina, leucina y fenilalanina y el 85% de la treonina de la dieta.'”® De
este 35 - 40% de aminoacidos esenciales que consume el intestino, solo 1/3 lo
aprovecha para la sintesis de proteina en la mucosa, utilizando para este fin,
principalmente los aminoacidos de la circulacion sistémica.''®'%°

El 65% al 85% de la glucosa consumida, pasa a la circulacién porta, por tanto el
85% de la glucosa que utiliza el intestino proviene de la circulacién, lo que sugiere
que el intestino consume una mayor proporcion de aminoacidos que de glucosa a
partir de la dieta.'"”'?' La glucosa es uno de los principales combustible que se
oxida (29%) en términos de la total produccion de CO, desde las visceras de la
circulacion porta; aun asi, la proporcion de glucosa oxidada es substancialmente
menor que la oxidacion del glutamato o glutamina (52 y 70%, respectivamente).
Estos dos son canalizados hacia la oxidacion mitocondrial y la glucosa utilizada
para otros propésitos metabdlicos; el glutamato y el aspartato generan
aproximadamente el 50% de la energia oxidativa generada en el intestino. i

Un aminoacido que ha recibido especial atencion en el intestino es la glutamina.
Mucha evidencia bioquimica y fisiologica sugiere que la glutamina juega un papel
fisiologico en el soporte del sistema de la mucosa intestinal. Hay evidencia, que
las células de la mucosa no utilizan la glutamina solamente para sintetizar
aminoacidos, ya que si se inhibe la sintesis de glutamina, también se inhibe la
proliferacion y la diferenciacion en cultivos celulares, sugiriendo algo mas que un
rol regulador; al parecer la glutamina puede activar algunos genes asociados con
el ciclo celular en la mucosa.'?

Sistema inmune intestinal.

El sistema inmune intestinal en el cerdo y en general de todos los mamiferos,
tienen por objetivo: reconocer y eliminar los efectos de microorganismos y sus
productos que tienen el potencial de causar enfermedades infecciosas; asi como
ser capaz de reconocer los antigenos inocuos de la dieta y prevenir la destruccion,
con la consecuente respuesta potencialmente danina hacia el animal.

El tracto gastrointestinal, cuenta con varios sistemas de proteccion en contra del
medio ambiente a lo largo de todo el tracto, donde podemos mencionar: la
lisozima que se encuentra en la saliva y que tienen un efecto bactericida, los
cambios en el pH; ya sea un pH bajo en el estdbmago y un pH alcalino en el
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duodeno. También la presencia de enzimas que actuan en proteinas,
carbohidratos y grasas y que pueden afectar la arquitectura y la virulencia de
patégenos 6 substancias ajenas al organismos.®® Ademas, la flora normal que en
simbiosis con el organismo, controla la patogenicidad de ciertas bacterias, al
competir con ellas por los nutrimentos o producirles un medio poco favorable para
su replicacion.'® La presencia de células especializadas, en el combate en contra
de estos patdgenos ya sea de manera inespecifica o especifica.'* Todas estas
herramientas de las cuales hecha mano el organismo para defenderse en contra
del medio externo, parecen légicos que se encuentren en el tracto intestinal,
debido a la gran superficie que este expone al medio ambiente (se compara un
tracto gastrointestinal de un humano adulto, con la superficie de una cancha de
tenis). La importancia del conocimiento del sistema inmune intestinal, radica en
este constante contacto con el medio exterior y la oportunidad de crear vacunas y
tratamientos inmunolégicos en contra de diversas patégenos, alergenos o
enfermedades inmunomediadas.'® Ya que existe evidencia, que muchas
enfermedades intestinales son inmunomediadas,'® y entender como el intestino
es capaz de crear una tolerancia a muchas sustancias, como pueden ser |os
alimentos, para poder aprovecharlos como fuentes de nutrimentos sin crear una
respuesta inmune hacia ellos. '#

Para que un microorganismo patégeno pueda causar un dano intestinal, necesia
adherirse a las células epiteliales y poder entrar a través del epitelio. En este caso,
mantener la integridad del epitelio es necesario e indispensable. Por ello es muy
probable que los mecanismos de de defensa de la mucosa intestinal, no sean
dirigidos hacia respuestas inflamatorias, sino a mantener a los antigenos
potencialmente daninos dentro del lumen intestinal, donde el peristaltismo y el
constante flujo de la digesta los puedan eliminar. La funcién protectora de las
células epiteliales y los anticuerpos IgA, que no activan el complemento, son de
gran utilidad para mantener la integridad de la mucosa intestinal.'*® Solo cuando la
barrera intestinal es rota, entran otros mecanismos defensivos como IgG, linfocitos
citotéxicoszy otras células del sistema inmune para mantener la salud intestinal y la
del cerdo.'*®

El lugar donde se lleva acabo la diferenciacion entre un antigeno dafino y uno
inocuo, es lo que se llama tejido linfoide asociado a la mucosa. Este se divide en
dos partes importantes: Las placas de Peyer y linfonodos mesentéricos, donde
ambas son estructuras especializadas y la |lamina propia, que es una estructura
que realiza mucho mas funciones que las inmunologicas.

Las placas de Peyer, se encuentran en un numero entre 11 y 26, las cudles
contienen multiples foliculos de células B separadas por areas interfoliculares de
células T. Las células plasmaticas que contienen IgG, IgM e IgA, estan presentes
en el domo y entre la base de los foliculos. Células M (Microfold) han sido
descritas en el borde del epitelio linfoide, ademas de células con caracteristicas
dendriticas que expresan altos niveles de MCH Il. Al nacimiento, estas estructuras
no se encuentran completamente formadas, pero se organizan rapidamente a los
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pocos dias del nacimiento, 3y su incremento en tamano son parcialmente
dependiente de los antigenos.'*

En la lamina propia intestinal, esta altamente poblada con linfocitos en animales
maduros, en el caso de cerdos se observa una alta organizacion de las
poblaciones celulares, donde las células plasmaticas y las B predominan alrededor
de las criptas y las células T, en las vellosidades. La mayoria de las células
plasmaticas son IgA e IgM. Mientras que en la vellosidad, dominan las células T
del tipo CD8" bajo el epitelio y las CD4" en la lamina propia profunda, cercano al
plexo capilar.''

La lamina propia del cerdo recién nacido, practicamente no tienen poblaciones de
celulas T, ni células plasmaticas, y su desarrollo parece ser manejado por la
exposicion a antigenos y en fases.'*? Las células plasmaticas se acumulan en las
primeras 4 semanas de vida, siendo al inicio IgM, pero predominan rapidamente
IgA."*® Durante las primeras semanas entran a la lamina propia linfocitos CD2* 4" 8"
- las CD2*4" aparecen a las 3 semanas y los CD2*8" hasta la séptima semana.'*

Esta inmadures, puede ser la causa de la falla a una respuesta de baja regulaciéon
a los antigenos de la dieta durante el destete. Mientras tanto, la tolerancia a
proteinas del alimento no pueda ser alcanzada completamente hasta después de
las 8 semanas de edad, observandose una menor respuesta a proteinas de la
dieta conforma avanza la edad del cerdo." El cerdo es capaz de activar una
respuesta inmune a las tres semanas de edad con una magnitud comparable a la
de un anfigeno sistémico.'*®

En el epitelio, la mayoria de os linfocitos intraepiteliales (LIE) expresan CD2 que
en etapa adulta expresan el marcador CD8+. Mientras que en cerdos jévenes los
LIE son principalmente CD2-CD4-CD8-. Durante |las primeras semanas expresan
CD2+CD4-CD8-, y solo se convierten a CD2+CD4-CD8+ hasta la quinta a séptima
semana.'® Pero la habilidad de estos LIE para responder a mitégenos es pobre y
desarrolla con el tiempo, aunque esto puede ser retrasado por efecto del
destete.'®®

Gastroenteritis Transmisible (GET).

La gastroenteritis transmisible,"**'* es una enfermedad entérica viral producida

por un coronavirus. Altamente contagiosa cuyos principales signos son diarrea,
deshidratacion, vomito transitorio y alta mortalidad en cerdos jovenes. En hatos
infectados crénicamente los signos son menos obvios.

Propiedades biolégicas. Es muy estable cuando se congela, pero algo labil a
temperatura ambiente o superior. El virus es altamente foto sensible. En términos
de estabilidad quimica, es inactivado con 0.03% de formalina, 0.01% beta
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propiolactona, hipoclorito de sodio, NaOH, iodados, compuestos cuaternarios de
amonio, éter y cloroformo.

Como se reporta para otros virus entéricos, el virus de GET es tripsina resistente,
relativamente estable en la bilis del cerdo, y estable en pH 3. Estas propiedades
permiten al virus sobrevivir en el estomago y en el intestino

Epidemiologia. La via de infeccion es por contacto directo de cerdo a cerdo, por
heces fecales o por material infectado. El cuadro epizodtico, se produce cuando la
mayoria de los cerdos o todos los animales son susceptibles, entonces la
enfermedad se esparce rapidamente en cerdos de todas las edades. La edad mas
afectada y donde se produce la mayor mortalidad es en cerdos de menos de 2 — 3
semanas de edad, y decrece conforme aumenta la edad de los animales.

En el caso de un brote enzodtico, solamente se observa diarreas medias en
animales de 6 dias hasta 2 semanas posdestete, en estas explotaciones la
intensidad de los signos depende de la cantidad de inmunidad pasiva que
proporcionen las cerdas y del estatus inmunolégico de la piara.

Patogenia. El virus se introduce via oronasal principalmente por heces fecales.
La replicacion del virus en tejidos extra intestinales se puede llevar acabo en
pulmones y nodos linfaticos, pero la principal replicacion se lleva acabo en las
células intestinales (duodeno, yeyuno e ileon) que se encuentran en la punta de
las vellosidades intestinales. Esto provoca una perdida del epitelio, la misma que
promueve una atrofia de las vellosidades, un aumento en la profundidad de las
criptas y la repoblacion de estas por células inmaduras. Las células inmaduras,
son principalmente secretoras lo que agrava el cuadro de diarrea por un aumento
en la osmolaridad intra intestinal, por la falta de absorcién de los nutrientes que
provienen de la ingesta.

El periodo de eliminacion del virus es de 14 dias, pero el animal puede quedar
infectado por mas de 100 dias después de su exposicion.

Los anticuerpos maternales que provienen del calostro y de la leche protegen al
cerdo por 36 h posteriores a su retiro.

Signos Clinicos. Los clinicos signos tipicos son: vomito transitorio, acomparnado
o rapidamente seguido por una diarrea liquida y amarillenta, rapida perdida de
peso, deshidratacion, alta morbilidad y mortalidad en cerdos de menos de 2
semanas de edad. Los signos clinicos observados en los cerdos en crecimiento
son la mitad de severos que en los cerdos lactantes. La diarrea en estos cerdos es
muy profusa y puede contener a menudos grumo de leche sin digerir.

El olor de las heces es muy desagradable. La severidad de los signos, duracién de
la enfermedad y mortalidad es inversamente relacionada a la edad del cerdo. La
mayoria de los cerdos menores a 7 dias de edad podrian morir en 2-7 dias
después de mostrarse los primeros signos clinicos. La mayoria de los cerdos
lactantes mayores de 3 semanas podria sobrevivir pero quedarian retrasados por
un tiempo. Cuando la enfermedad afecta a cerdos recién nacidos de cerdas no
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inmunizadas la mortalidad puede alcanzar el 100%, posteriormente |a mortalidad
es usualmente baja y esta asociada a cerdos susceptibles.

El uso de la vacuna oral e intra mamaria en las cerdas se ha utilizado como un
método con fundamentos de intuicion tedrica (proporcionando anticuerpos IgA
especificos al lechon por medio del calostro y la leche de la cerda), pero con
resultados decepcionantes, probablemente debido a la baja resistencia del virus al
medio acido estomacal. Para ello se ha utilizado una vacuna viva atenuada.
Ademas se ha sugerido que la vacuna puede predisponer a que la infeccion quede
en el hato en un estado subclinico.

En el caso de las vacunas parenterales han sido de poca eficacia, ya que
producen una fuerte respuesta de IgG en suerc, pero pocas IgA en calostro y
leche.

Diagnéstico. A continuacién se mencionan las técnicas comunmente utilizadas
para diagnosticar la presencia del virus.

e Seroneutralizacion, ELISA, prueba de aglutinacién de Bentonita, en lugares
donde la forma espiratoria se presenta, unicamente con la prueba e ELISA con
anticuerpos monoclonales se puede realizar.

e Demostracidon del virus en secciones de intestino congelado mediante
anticuerpos fluorescentes o anticuerpos monoclonales, en cerdos
eutanaciados. Una prueba positiva es el encontrar fluorescencia en las puntas
de las vellosidades del intestino, la fluorescencia sélo se ve en infecciones en
activo. PCR en heces.

e Este virus puede ser detectado en el citoplasma por inmunofluorescencia cerca
de los 4-5 dias post infeccion. La maduracion del virus ocurre en el citoplasma,
lo cual se observa como botones en el reticulo endoplasmico rugoso vy
particulas virales (65 a 90 nm de diametro) observadas dentro de vacuolas.

¢ Aislamiento de virus en linfonodos mesentéricos, tonsilas e intestino delgado el
cual puede ser congelado posterior a ser examinado.
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Glutamina.

La glutamina es un aminoacido no esencial, y circula en la sangre de los
mamiferos en una concertacion de 0.5 — 0.8 mM, lo que le convierte, en el
aminoacido mas abundante en la circulacion sanguinea; la mayoria de los
aminodcidos circulan en una concentracion considerablemente mas baja a esta. '’

Glutamina, es un aminoacido neutral con un peso molecular anhidrido de 146.1.
En un pH fisiologico, el grupo carboxil tiene una carga negativa, mientras que el
grupo amino es protonado, resultando en una molécula con carga neta con valor 0
6 neutral.'* Tiene una estructura muy similar al glutamato, solo que en éste
ultimo, el nitrogeno amido ha sido remplazado por un grupo hidroxilo confiriéndole
una carga negativa. Esta diferencia, hace que el glutamato no pueda reemplazar a
la glutamina en los medios de cultivo y también por ello, las células de mamiferos
utilizan diferentes sistemas para trasportar estos aminoacidos a través de la
membrana celular.'®

La molécula de glutamina tiene dos nitrogenos en su cadena, lo que le convierte
en una molécula capaz de trasportar nitrdgeno en una forma no toxica. Solamente
este aminoacido, carga el 30 al 35% de todo el nitrégeno trasportado por los
aminoacidos en la sangre,'* desde los tejidos periféricos a érganos viscerales,
donde puede ser excretado como amoniaco (rinones) o convertido a urea
(higado). Se ha estimado que el 50 % del nitrégeno excretado en la orina,
proviene de la glutamina. Este es un aminoacido glucogénico, ya que su esqueleto
carbonado puede ser convertido hasta glucosa en el higado, a diferencia de la
mayoria de los aminoacidos que tienen dos nitrégenos laterales en su cadena.

0 0
N
(=) C—CH—CH2—CH2—C
l
0 NH3 (+) NH2

Figura 1. Estructura molecular de glutamina.
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Figura 2. Representacion ORTEP, de la molécuia de glutamina. '#

La concentracion circulante de glutamina, se mantiene en un nivel constante y
depende de la tasa relativa de consumo neto y liberacion del aminoacido por
varios organos en el cuerpo. Bajo condiciones normales, la tasa de consumo
iguala a la tasa de liberacion, manteniendo el nivel de glutamina en la sangre en
0.6 mM.

La glutamina, es el aminoacido mas abundante en forma libre dentro de la célula.
En el humano, cuenta para el 61% del conjunto de aminoacidos en el musculo
esquelético. Su nivel intracelular, es 30 veces mas alto a la glutamina circulante,
donde representa el 25%; convirtiéendole también en el aminoacido mas
abundante.'* %

La importancia de la glutamina en el metabolismo celular, fue considerada por el
Dr. Harry Eagle, quién revisd las necesidades nutricionales de las células
mamiferas en cultivos celulares y enfatizé la importancia de la glutamina como
nutriente.'” Al igual, Krebs menciond que la mayoria de los aminoacidos tienen
funciones multiples, pero que la glutamina es excepcionalmente versatil.'*

La glutamina juega un papel en numerosas vias metabdlicas, y las funciones que
tiene dentro del organismo se han identificado:'*'

a) Sustrato para la sintesis proteica (codones CAA y CAG).

b) Sustancia anabdlica / trofica para musculo; intestino (factor de competencia).
c) Control del balance acido-base (amoniogénesis renal).

d) Sustrato para ureogénesis hepatica.

e) Combustible para enterocitos.

f) Combustible y precursor de acidos nucleicos e importante en la generacion de
productos citotoxicos en las células inmunocompetentes.

g) Recolector de amonio.
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h) Sustrato para la sintesis de Arginina y Citrulina.

i) Donador de nitrégeno (nucleétidos, amino azucares, coenzimas).
j) Transportador de nitrégeno (1/3 del nitrogeno circulante).

k) Precursor para la sintesis del acido & —aminobutirico.

I) Lanzadera para el glutamato (sistema nervioso central).

m) Uno de los principales sustratos para la produccién de glutation.

n) Mecanismo de sefal osmética en la regulacion de sintesis proteica.

)
o) Estimula la sintesis de glicégeno.
)

p) Parte del metabolismo L- Arginina — NO.

Aunque la glutamina es considerada un aminoacido no esencial, diferentes
estudios han demostrado que las reservas de glutamina endogena y las
capacidades de sintesis, pueden no ser suficientes para llenar las necesidades del
organismo durante estrés prolongado, estados hipercatabdlicos e
hipermetabdlicos o durante inanicion prolongada.'*'%%'3! Esta deficiencia causal,
han llevado a designarlo como un aminoacido condicionalmente esencial.'>

A pesar de las diferencias que existen entre especies, el intestino delgado es el
principal érgano de consumo en estado basal postabsortivo.'>*'>* Posterior a una
comida, el higado es el principal consumidor de este aminoacido, actuando como
un érgano homeostatico. El riidon también consume glutamina, pero este solo llega
a ser importante en un estado de acidosis, cuando se necesita una cantidad mayor
de glutamina para soportar la amoniogénesis.

Por el contrario, la liberacion y produccion de glutamina en el organismo la lleva
acabo el musculo esquelético'™ y los pulmones,’® quienes lo sintetizan desde
novo a partir del amonio y glutamato.'*®

Glutamina y el intestino delgado.

El tracto gastrointestinal es el principal érgano de consumo de glutamina. El
intestino humano consume mas del 50% de la extraccidon neta del aminoacido de
la circulacion esplénica (aprox. 15g/dia), que esta obtiene a partir de la circulacién
sistémica. La enzima glutaminasa, envuelta en la glutamindlisis y clave en el flujo
de ésta, se encuentra en gran cantidad en la mucosa del yeyuno, localizandose el
80% del total corporal de esta enzima.'s’

La glutamina proveniente de la dieta (aprox. 5g/dia), es menos importante que el
circulante, pero este aporte de la dieta toma considerable relevancia en estados
de enfermedad, asociados con una substancial reduccién de consumo de
alimento, que en algunos casos, es una fuente de todos los aminoacidos
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incluyendo glutamina; donde la cantidad de glutamina/glutamato a partir del
alimento, puede ser critico para la funcién del intestino y otros érganos.’'®

Considerando la necesidad de glutamina para la funcidén intestinal, y el
comportamiento metabdlico de los enterocitos para obtenerla, se puede predecir
una situacién de estrés critico en el cual todo el metabolismo corporal,
especialmente el musculo, se disponen para la formacion y liberacion de glutamina
para el metabolismo energético y sintesis proteica del intestino. El destete del
cerdo, esta considerado como una situacion de alto estrés y es asociado con un
incremento de las concentraciones de hormonas identificadas con este estado,
como son los glucocorticoides.'® Con el incremento de esta hormona, se ha visto
como incrementa el metabolismo de la glutamina intestinal.'>®

Por ello, la glutamina ha recibido un constante interés como un nutriente en las
funciones intestinales, debido al proposito clave en el mantenimiento de la mucosa
intestinal, tanto en su estructura como en su funcién. Se ha considerado, como un
combustible metabdlicamente indispensable para ser oxidado por la mucosa
intestinal'® y un importante donador de nitrégeno para los enterocitos. '’

La importancia de la glutamina en el intestino, no solo se considera por el hecho
de que éste toma glutamina arterial, sino que también la puede producir tanto en
células de la vellosidad como de la cripta.'®*'®® Por el contrario, glutamato,
aspartato o glicina no tienen una extraccion desde el flujo porta visceral y si
aparecen en la circulacion porta a pesar de su eficiente remocion, libre o unido a
proteina desde la dieta.'®*'®® En lechones, el intestino metaboliza practicamente
todo el glutamato de la dieta, durante su absorcion, por lo tanto el glutamato y la
glutar%nga en el cuerpo, puede ser completamente derivado desde la sintesis de
novo.

La glutamina, es importante también para el mantenimiento proliferativo y secretor,
ademas de la liberacion de glutamato y amonio libre desde esta. La produccién de
glutamato, puede ser uno de los papeles importantes de la glutamina, ya que el
glutamato, ha demostrado poder ser intercambiable con la glutamina para la
sintesis de proteina y el mantenimiento de la masa mucosa del intestino. '®"-'%®

Enterocitos jovenes muestran un marcada actividad de la enzima glutamin —
sintetasa.'*®'® Y aunque la oxidacién de la glutamina y del glutamato en el
intestino es incompleta, esta incrementa con la edad.'"”'"° Los enterocitos de
cerdos neonatos, tienen una alta capacidad para utilizar glutamina inmediatamente
después del nacimiento, el cual queda alto durante su periodo de lactante,'”"
siendo alta al nacimiento y a los dos dias de nacidos, con un consumo de
glutamina de 2.5 — 3.8 nmol/min/10° células; los principales productos generados a
partir de esta glutamina son: amonio, glutamato, CO, y aspartato.'” El efecto de la
glutamina es mas marcado en los enterocitos del lechén, que en los de rata, pollo;
pero menor que los enterocitos de humano.'”

La Glutamina, es uno de los principales combustibles, al igual que glutamato y
aspartato en los enterocitos del intestino delgado, comparada su importancia con
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la glucosa en otras células. En lechones alimentados, el 94% de la [U-'°C]
glutamina enteral, es utilizada en el primer paso por las visceras drenadas por la
circulacion portal contra el 6% de la [U-'°C] glucosa; mientras que extrae del flujo
arterial 20.4% de [U-'°C] glutamina y 6% de[U-'>C] glucosa.""” La glutamina
entonces, puede auxiliar a la proliferacion de enterocitos, como una fuente de
elnergia celular y porque parte de los efectos mitogenos son dependientes de
ella.

El rol de la glutamina intestinal esta ubicada en: '°'7¢ 77

o Proporcionar al higado una mezcla éptima de substrato.

o En enterocitos de cerdos puede sintetizar arginina y prolina para todo el
organismo y jugar un rol importante anabdlico.

o Provee suficiente cantidad de precursores de nitrégeno para vias
anabdlicas de la mucosa para mantener su estructura y funcion.

La Glutamina, sirve como un donador de nitrégeno desde su grupo amida, en la
sintesis de purinas y pirimidinas, componentes basicos de los nucledtidos; los
cuales son esenciales para reparar la mucosa intest_inal.”a Este proceso se lleva
acabo en el area citoplasmatica, mientras que su esqueleto carbonado y el grupo
alfa amino entra a las vias que sintetizan aminoacidos, principalmente prolina,
ornitina y arginina; esta parte del proceso se lleva acabo en la mitocondria, donde
se encuentra con la glutaminasa fosfato dependiente.178

La glutamina también puede estar jugando un rol en la sintesis de aminoazucares,
lo que implica que:

e Influenciando la sintesis de componentes de la matriz extracelular, la
glutamina puede ser un factor en el mantenimiento de la mucosa
estructural, especialmente en el mantenimiento de las uniones estrechas de
los enterocitos (tight juctions).'”

e Como precursor de N — acetilglucosamida, que aumentan la sintesis de
mucina y por tanto el mantenimiento de una barrera pasiva, la glutamina
evitaria la entrada de las bacterias.'®

Este aminoacido, parece tener acciones proliferativas por si misma y
probablemente tenga mas un rol regulatorio que bioquimico,'®"'®2'8 ya que no
solo activa especificamente |a protein kinasa, envuelta en la regulacion de ciclo
celular, sino %ue el metabolismo de la glutamina es necesario para estas acciones
regulatorias, 1%

La glutamina, no solo es un precursor de la sintesis proteica, intermediario comun
de varias vias metabdlicas, sino que también toma parte en la regulacién acido —
base.'® En el estrés metabdlico, tiene un papel como regulador del balance acido
— base durante la acidosis, ya que se dispone de mayor cantidad de bicarbonato a
partir de un cambio en la produccion de urea hacia la sintesis de glutamina en el
higado. Por tanto, la ureogénesis disminuida permite que el bicarbonato que no se
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utiliza, esté disponible para neutralizar protones; la glutamina es entonces

desamidada y desaminada en el rifndon y los iones amonio son liberados en la
. 187

orina.

Este aminoacido, también a mostrado ser Util en mitigar diarrea, probablemente
por la absorcion electroneutral y elec:trcn;:;e’mic:a,‘aa efecto también observado en
becerros infectados con E .coli K99, habiendo una absorcion tanto en células de la
cripta como de la vellosidad.'®®

En el caso especifico de la produccion porcina, la adicion de la glutamina en la
dieta, previene un incremento en la profundidad de la |amina propia al dia 14
posterior al destete, lo que significa un menor numero de células inmaduras, lo
que sugiere que esta molécula podria favorecer la maduracién de los enterocitos.
Pero no tuvo efecto sobre la altura de las vellosidades duodenales y si sobre las
yeyunales al dia 7 posdestete, cuando se adiciond en 1%, lo que puede reflejar
diferencias en el metabolismo y proliferacién celular entre el duodeno y yeyuno de
los cerdos. Esta adicidon también incrementa las concentraciones de aspartato,
glutamato y alanina.'®

La atrofia intestinal, puede ser explicada por un decremento en los nutrientes que
suplen la dieta, debido al minimo consumo de alimento durante la primera semana
posdestete. Es poco probable que la minima ingestion de glutamina, a partir del
consumo de alimento disminuido durante la primera semana posdestete,
mantengan correctamente |a alta actividad metabolica de los enterocitos, asi como
también la proliferacién, maduracion y mi%racién de las células de la cripta o la
funcion de los linfocitos intestinales. ' 192 1%

Glutamina e inmunidad.

La baja en la disposicién de glutamina, resulta en inmunodepresion y existe
evidencia que las funciones claves de las células del sistema inmune dependen de
la provisién de glutamina;'®* |a cual, puede ser muy benéfica para los lechones al
momento del destete, donde sus sistema inmune esta comprometido. En
especifico, la glutamina es usada para éptima funcién por los linfocitos mientras
que la Arginina y la hormona de crecimiento estimulan la funcién de los
macréfagos en la mucosa intestinal.'®®

La nutricidn total parenteral (NTP), promueve la traslocacion bacteriana desde el
intestino en ratas,'*® un proceso que es atenuado cuando se incluye glutamina a la
solucion.'®”'®® E| decremento en la traslocacion es asociado con la normalizacion
de las IgA secretoras y una disminucion en la adherencia a los enterocitos,
sugiriendo que la adicion de la glutamina a la nutricion totalmente parenteral
puede aumentar la funcién del sistema inmune intestinal. '%2%

La nutricion parenteral, es una herramienta valiosa en los cuidados de enfermos
que no pueden obtener nutrientes total o parcialmente via oral. Pero esta forma de
alimentacién, puede provocar también una atrofia del tejido intestinal y muy
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particularmente de la mucosa hasta en un 50%%'. Estudios indican que la adicién
de glutamina a las soluciones destinadas a la NTP, acelera |la recuperacion del
intestino, provocada a partir de la atrofia por inanicion y las disfunciones que
acompanfian a esta.'®%'%®

Como regla general, la deplecion de glutamina que comunmente se desarrolla
durante |la sepsis, tiende a ser mas severa y de larga duracion, si el insulto séptico
es particularmente persistente y no tratado. Las endotoxinas, aceleran la liberacion
de glutamina y se provoca un incremento en la sintesis de glutamina al doble para
evitar la rapida disminucién de las reservas de glutamina a corto plazo.?**?® Los
glucocorticoides, juegan un papel importante pero no exclusivo en el incremento
de la glutamin — sintetasa. Aunque llega un punto en que el incremento de la
glutamin — sintetasa, no compensa a la glutamina liberada por la glutaminasa.®*
Las concentraciones de glutamina en sangre, también fallan marcadamente
seguido de un estrés catabdlico como emaciacion, cirugia y trauma.?%*2%

Cuando lo anterior sucede, la caida en la concentracion de glutamina excede la de
todos los otros aminoacidos y persiste durante la recuperacion del dafo, aun
cuando los otros aminoacidos han recobrado sus niveles normales. El retorno a la
normalidad de sus niveles antes del dano, coincide con el regreso a la capacidad
funcional del paciente. Consecuentemente, la glutamina es de interés para clinicos
y nutridlogos y su interés ha estimulado conferencias y trabajos, que han llevado a
la hipétesis de que la glutamina es un nutriente condicionalmente esencial.

El objetivo de este trabajo, fue evaluar la adicion de glutamina a la dieta de cerdos
destetados precozmente, sobre la morfologia de las vellosidades intestinales, y su
impacto sobre los parametros productivos, asi como la respuesta inmunologica
sistémica, después de haber sido desafiados al virus de la Gastroenteritis
transmisible.
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Justificacion.

La atrofia de las vellosidades intestinales, provocada por el destete temprano,
disminuyen la capacidad digestiva del lechdn, que evita aproveche eficientemente
los nutrientes que le aporta la dieta, cayendo los parametros productivos de estos
animales y por tanto las ventajas de rentabilidad de obtener cerdos mas pesados
al finalizar su estadia en el area de destete. Ademas, el cerdo se encuentra
inmaduro y disminuido en su sistema inmune durante las edades precoces a las
que es destetado de manera comercial, haciéndolo susceptible a enfermedades,
principalmente entéricas, dentro de las cuales se encuentra la diarrea posdestete
que tiene multiples etiologias y gran impacto econdmico, durante el periodo
inmediato a este manejo.

La inclusion L-glutamina en la dieta, ha mostrado evitar la atrofia de las
vellosidades en el intestino en lechones destetados precozmente, en un ambiente
de bajo microbismo. Pero la produccion porcina comercial se desarrolla en
ambientes donde los cerdos son desafiados inmunolégicamente de forma
constante, y la glutamina también registra un papel importante en la eficiencia y
eficacia del sistema inmune cuando este es estimulado por patégenos.

Por ello, en el presente trabajo de decidid utilizar glutamina adicionada a una dieta
para cerdos jovenes, en lechones destetados precozmente, desafiados ante un
virus que afecta las vellosidades y observar su efecto sobre |a integridad intestinal
y productiva de estos animales, asi como su efecto en el sistema inmune.
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Objetivo.

Ubicar el impacto de la adicion de 1% de glutamina en la dieta de lechones
destetados precozmente, sobre la integridad de la mucosa en las diferentes
porciones del intestino delgado, la produccion sistémica de anticuerpos y los
parametros productivos, después de ser desafiados ante el virus de la
Gastroenteritis transmisible.
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Hipodtesis.

La adicion de glutamina en la dieta lechones, favorecera la integridad de las
vellosidades intestinales, durante el periodo critico posterior al destete y después
de ser desafiados con el virus de la Gastroenteritis transmisible, asi como
incrementara la capacidad inmunoldgica del lechén para afrontar este desafio
antigénico. Con ello los cerdos tendran un mejor rendimiento productivo.
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Material y Métodos.

Localizacion.

El presente estudio se realizo en los corrales de nutricién del Departamento de
Produccion Animal: Cerdos, en la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de
la Universidad Nacional Autonoma de México, Campus Ciudad Universitaria.

Animales y Alojamiento.

En el presente trabajo, se utilizaron 35 cerdos recién destetados de 14 + 1 dias de
edad y 46 + 0.2 Kg. de peso, producto de la cruza de cerdos hibridos
especializados en la produccion de animales para abasto, provenientes del Centro
de Ensefanza, Investigacion y Extensionismo en Producciéon Porcina (C. E. I. E. P.
P.), propiedad de esta universidad y ubicada en el Municipio de Jilotepec, Estado
de México.

En la etapa anterior al destete, los lechones recibieron las practicas de manejo
rutinarias para cerdos de esta edad como son: corte y desinfeccion de ombligo;
aplicacion de hierro al tercer dia de edad y castracion de los machos a los 5 dias
de edad.

La granja tiene una historia de no presentar casos de enfermedad por el virus de
Gastroenteritis Transmisible (GET), lo cual es relevante, ya que para el presente
trabajo se utilizd este virus como desafio antigénico. Asi que los anticuerpos que
se detectaron después del desafio correspondian a la reaccién inmune contra el
virus inoculado durante el periodo experimental, y no a los maternos, ni a una
cepa viral presente en la granja. Aun asi se tomaron muestras de sangre en
lechones que se encontraban en maternidad por lo menos un mes antes de
realizar la prueba, con el fin de saber si la granja es positiva a el virus de GET,
mediante la prueba de suero - neutraiizacion.

Al momento de su traslado a las instalaciones de esta facultad, los cerdos se
alojaros en un edificio de ambiente controlado con una dimensién 9.2 m x 9.6 m
que cuenta con 8 corrales, distribuidos en cuatro corrales de cada lado, y un
pasillo central.

Cada corral tiene un dimension de 3.8 x 2.3 metros, construida de pisos y paredes
de cemento. Ademas, cuentan con un comedero para colocar alimento
preiniciador, con una dimension de 75 x 20 x 60 cm. de cinco bocas y una
capacidad de 40 Kg (marca Kane, modelo PNF30, USA) que fueron utilizados
durante todo el periodo experimental.
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También cuentan con 2 bebederos de chupdn desmontables, para cerdos recién
destetados con una capacidad de 7.5 | (Marca KANE, modelo KPW-B, USA),
ademas de cuatro bebederos de chupén dos de los cuales se encuentran
ubicados a una altura de 0.39 m y otros dos a 0.70 m, lo cual permite un libre
acceso a la fuente de agua segun la edad y tamario del animal. A los cerdos
recién destetados también se les proveyo de dos lechoneras de madera por corral
con dimensiones de 90 x 60 x 60 cm., con un foco de 200 watts como fuente de
calor y un tapete térmico por lechonera. La temperatura del edificio se monitoreé
mediante termdmetros de maximos y minimos, que se encontraban a la altura del
lomo del animal. La ventilacion esta regulada mediante cuatro extractores ubicado
dos a cada lado en la parte superior del edificio. Las instalaciones fueron lavadas,
encaladas y desinfectadas una semana antes de la llegada de los animales.

Tratamientos.

Los animales a su arribo se distribuyeron aleatoriamente en seis corrales, con
cinco animales por corral, para posteriormente ser distribuidos en uno de dos
tratamientos, control y experimental. El tratamiento control (0% Glutamina)
consistié Unicamente de una dieta preiniciadora comercial para cerdos destetados
precozmente (Dieta NUPIG SEW, Nutec) sin la adicion de L — Glutamina (Lab.
Kyowa Hakko Co. Ltd, Tokio Japon). El tratamiento experimental consistio en la
dieta preiniciadora comercial mas la adicion de 1% de L — Glutamina durante 21
dias posterior al destete.

La cantidad de L — Glutamina que consumioé el grupo experimental se calculo a
partir del consumo diario de alimento promedio por corral. Este se obtuvo al restar
la cantidad de alimento no consumido a la cantidad de alimento colocado el dia
anterior, por tanto el consumo de alimento se midid diariamente a lo largo de los
21 dias del periodo experimental. El resultado de esta operacion se multiplicd por
0.01, obteniendo asi la cantidad total de L — Glutamina (1%), que se dividid entre
el numero de animales del corral. La glutamina que consumié cada animal se
diluyé en aproximadamente 10 ml de agua y se dosific6 mediante una jeringa.
Este manejo se realizd durante los 21 dias del periodo experimental;, para
mantener la uniformidad en el manejo entre los grupos experimentales, los
lechones del grupo control recibieron Unicamente agua en la jeringa.

Al cuarto dia posterior al destete, los lechones de ambos grupos fueron inoculados
por via oral con el virus de Gastroenteritis Transmisible con 1x10° dosis
infectantes, en 2 ml de medio de cultivo celular como vehiculo, por animal.
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Toma de Muestras.

El dia de arribo de los animales a las instalaciones de laF. M. V. Z., se tomaron al
azar y se sacrificaron 5 lechones para obtener muestras que se utilizaron como
datos basales, mientras que los 30 animales restantes se distribuyeron al azar en
dos tratamientos (un control y un experimental). El dia 5, 14 y 21 posdestete se
tomaron al azar 5 animales de cada tratamiento y se sacrificaron, siguiendo los
lineamientos para el trato humanitario de los animales establecidos por la F.M.V.Z.
delaU.N. A M%

Previo a su sacrificio, se obtuvo sangre de la vena yugular que fue recolectada con
tubos vacutainer sin anticoagulante para la separacion de suero; y se congelaron a
-20° C para su posterior analisis.

Para sacrificar a los lechones, se les aplicd de forma intracardiaca una sobredosis
de Pentobarbital sdédico. Al momento de estar en la fase de anestesia total, la cual
se verificd al observar el nulo reflejo mediante |la aplicacién de presién con una
pinza Kelly en el cojinete plantar, se procedié al desangramiento del animal por el
corte de las yugulares y la carétida.

Una vez desangrado el animal, se realizo |la exposicion de las visceras de la
cavidad abdominal y la identificacion del intestino delgado para la toma de
muestras de sus tres porciones (duodeno, yeyuno e ileon). De la porciéon duodenal
se tomd un fragmento de 10 cm. que inicia a partir del final del esfinter pildrico.
Para la porcion del yeyuno, se tomo la misma cantidad a la mitad del intestino
delgado y del ileon. De esta ultima porcién, la toma de muestra se realizé 10 cm
antes de llegar a la valvula ileocecal. La conservacion de las muestras se realizé al
colocar una parte de cada una de las porciones de intestino en viales previamente
identificados, embebido el tejido con un protector criogénico (tissuetec) y
colocadas en nitrégeno liquido. Otra de las porciones se colocé dentro de
capsulas para embeber tejidos en parafina, también previamente identificadas y
fijadas durante 24 horas a 4° C en PLP, para posteriormente deshidratar en
alcohol (70, 90, 100%), clarificar en xileno y montar en parafina y ser seccionadas
y tenidas con hematoxilina — eosina.

También se tomé una porcién de aproximadamente 20 cm, de |la porcién media del
yeyuno, que se mantuvo en congelacion a -20° C para intentar el aislamiento viral.

Las muestras de sueros sanguineos, previamente identificados, fueron colocadas
en congelacion para su conservacion y posterior aplicacion de pruebas de
diagnéstico de la presencia del virus.
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Variables de respuesta.

Parametros productivos.

Se llevo acabo el registro de los principales parametros productivos a lo largo de
todo el periodo experimental, como son: Peso, Ganancia diaria de peso (GDP),
Consumo diario de alimento (CDA) y Conversion Alimenticia (C. A.).

El registré de los pesos se realizo al inicio del periodo experimental, al dia 5, 14 y
21 posdestete, en ambos grupos experimentales. Con ello se calculd la GDP entre
los periodos mencionados. EI CDA se registré diariamente, ya que de ello
dependié el consumo de glutamina de los cerdos asignados a dicho tratamiento.
Para tal efecto, se obtuvo el valor de CDA mediante la resta del alimento no
consumido o sobrante, al alimento colocado el dia anterior. La C. A. se calculara a
partir de la division del CDA entre la GDP, para cada periodo.

Histologia.

En los cortes histoldgicos las variables de respuesta fueron la altura de 10
vellosidades con mejor integridad; asi como la profundidad de las criptas
adyacentes a éstas para cada segmento. La altura de las vellosidades, se
midieron desde la abertura de la cripta hasta la punta de la vellosidad. La
profundidad de las criptas se midié desde su base hasta donde comienza la
abertura de la cripta. Para ello se utilizé un microscopio 6ptico binocular con luz
integrada y un ocular graduado (1mm / 100).

Aislamiento viral.

Cada una de las porciones de 20 cm de yeyuno, se macero por separado en una
licuadora, a este se le adicioné 20 ml de medio de cultivo MEM sin suero. Como.
siguiente paso, se centrifugd a 2000 rpm por 10 min y se paso el sobrenadante por
un papel filtro convencional para separar particulas grandes; después por un
prefiltro de poro 1 um, seguido el filtrado de una serie de membranas con un
diametro de poro de 0.60, 0.45 y 0.22 um, respectivamente y de forma séptica.

Nuevamente, se paso el filtrado por una membrana de 0.20 um en una campana
de flujo laminar para obtenerlo de manera estéril, posteriormente se colocé cada
filtrado en botellas estériles y se congelo.

Se prepararon placas de 96 pozos de cultivo celular con células ST para ser
inoculadas con los filtrados de yeyuno de cada cerdo y asi observar el efecto
citopatico provocado por el virus. En cada pozo de la placa se colocaron 100 pl de
células ST mas 50 pl de medio de cultivo celular MEM sin suero. Después se
colocé a cada pozo de |la parte superior, 50 ul del filtrado seguido de diluciones
dobles del primer pozo hasta inocular los 7 pozos inferiores restantes obteniendo
un volumen final por pozo de 150 ul; se incubaron durante 48 h a 36° C en una
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estufa de cultivo; la inoculacion de la placa se realizo en forma esteéril. Se utilizaron
como control positivo el aislamiento de virus de GET de un caso severo,
diagnosticado por el laboratorio de diagndstico del Departamento de Produccion
Animal: Cerdos.

Pasado el periodo de incubacién se retird el sobrenadante de forma cuidadosa
para evitar danar el monoestrato celular. Esto se logra al inclinar un poco la placa
y aspirar el sobrenadante con las puntillas desde la pared del pozo.

Del sobrenadante obtenido se transfirieron 70 pl de este a otra placa con 200 ul de
células ST a su pozo correspondiente, dejandose incubar nuevamente por 48 h a
36° C; la transferencia de sobrenadante a una nueva placa se realizé una vez mas
con el fin de obtener un purificado del virus, ya que en el primer aislamiento, el
efecto citopatico puede ser provocado por otras sustancias del tejido y/é contenido
intestinal y no unicamente por el virus.

Una vez retirado el sobrenadante de las placas, estas se fijaron con alcohol etilico
por 5 minutos y se tifieron con cristal violeta para posteriormente observarse al
microscopio para realizar su lectura. Los pozos que presentan espacios vacios ce
la monocapa celular, a causa del efecto citopatico del virus, se toman como
positivos.

Técnica de Prueba de Microtituliacion para Gastroenteritis
Transmisible.

Cultivo celular.
La linea celular de testiculo de cerdo, es la linea de eleccion para el virus del GET.

Propagacion del virus.

Botellas confluentes de cultivo fueron inoculadas con 10 ml del stock de virus que
contenian 100 — 1000 TCIDsg por ml. Al inoculo se le permitié ser absorbido por
una hora a 37° C con ocasional movimiento. Treinta ml de medio MEM (de las
siglas en ingles, Medio Minimo Esencial) suplementado con 5 % de suero fetal
bovino, se adiciond al frasco después de que el inoculo de virus es decantado. Los
cultivos fueron observados diariamente para revisar el efecto -citopatico
desarrollado. Cuando hubo un 75 a 95 % del monoestrato con efecto citopatico,
los frascos se congelaron a - 80° C.

El contenido de los frascos fue descongelado y centrifugado a 2500 rpm por 10
min, posteriormente el sobrenadante de la botella fue colocado en alicuotas.

Para determinar la concentracion de virus, se diluyd un volumen del stock de virus
en una proporcion de 1:10, utilizando tubos de prueba y medio MEM. Ocho pozos
fueron utilizados para cada dilucién del virus. Normalmente un logaritmo de 8,
base 10 es un esquema satisfactorio (e.g., 10™ hasta 10°®), 50 ul de medio MEM
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se colocdé en cada uno de los pozos. El mismo volumen de cada una de las
respectivas diluciones de virus se adiciond a los pozos adecuados. Las células
fueron preparadas como previamente se describio y 0.15 ml de cada suspension
de células fue adicionado a cada pozo.

Después de 6 dias de incubaciéon las diluciones del virus se leyeron para
determinar el efecto citopatico, en el caso de gastroenteritis generalmente se
requiere de 4 a 6 dias antes de obtener una lectura final. EI nimero de pozos
infectados se expresé en proporcion al numero de pozos inoculados por dilucion
de virus (e.g., 4/8: 4 pozos infectados de 8 inoculados). El método Karber fue
utilizado para aproximar el 50% del punto final

YTso =t* + At

Donde t* es la mayor dilucién del virus demostrando el 100% de infectividad en el
numero de pozos inoculados.

Donde At es el numero de pozos infectados en t* y dividido sobre el numero de
pozos inoculados, minimo 2 (50%).

Técnica de micro sueroneutralizacion para Gastroenteritis
Transmisible.

Especimenes.

Se colectaron en tubos comerciales para sangre, en el caso de GET. Después de
tomar la sangre se dejo liberar el suero y posteriormente se congelé. Un minimo
de tres mililitros fue tomado para la prueba.

Tratamiento del suero.

Los sueros fueron inactivados con calor a 56° C por 30 minutos y diluidos 1:2
usando medio MEM.

Diluente.

Medio MEM con antibiotico es usado como diluente de suero y virus. El diluente es
adicionado en un volumen de 50 ul.
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Configuracion de la dilucion de suero.

Las muestras son probadas utilizando pozos pareados para cada dilucion. Pozos
pareados en los pozos de las primeras filas sirven como suero control. Los pozos
controles consisten de 50ul de una dilucién de suero 1:2 y 50 pl de medio.

Cincuenta pl de una dilucién de suero 1:2 son adicionados a cada uno de los
sueros pareados con dilucion 1:4. La titulacion del suero es iniciada en la segunda
fila de pozos. La titulacion del suero resulta en un esquema de dilucién final de 1:4
hasta 1:256.

Controles: Para determinar el TCID aproximado de virus usado en el test, una
titulacion reversa es realizada. Diluciones de titulaciones virales de 10 ™', 10 2 y
10~ son inoculadas dentro de 8 pozos por dilucién como se describid
anteriormente (propagacion del virus).

En adicion a la titulacion reversa y a los previos sueros control, sueros positivos y
negativos son usados en cada prueba.

Prueba: El inventario de virus es diluido a una concentracion de 300 TCDIsg por
50ul de inoculo una titulacién de virus previo.

La placa es inoculada con 50ul de virus por pozo, se mezcla el virus y la dilucién
de suero y se permite neutralizar por una hora a 37° C. El cultivo celular es
sembrado en una proporcion de 0.15 ml por pozo.

Se coloca papel celofan en la placa para cubrirla y se hace una pequefa
perforacion en cada pozo y se deja incubar esta a 37° C y se observa para efecto
citopatico despues de 3 a 6 dias de incubacion.

Interpretacion.

La titulacion reversa del virus es leida y la prueba de la dosis del virus es
calculada como se describio anteriormente. Para gastroenteritis transmisible una
dosis de virus de 100 a 1000 TCID sp es aceptable.

La lectura de la prueba se realiza primero por los sueros controles, para
asegurarse de que no fueron toxicos y/o contaminados. La actual dilucion de suero
se lee si los controles son normales y se registran como el numero de infectados
sobre el numero de inoculados. La mayor dilucién de suero que demuestre 100%
proteccion en contra de la infectividad viral de las células en los pozos pareados
es designada como el punto final del titulo de anticuerpos. Si la citotoxicidad y o
contaminacién ocurre en la dilucidon 1:4, los resultados se registran como no
probados.

Técnica de ELISA.
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En el presente trabajo, se analizaron los sueros obtenidos de los cerdos mediante
una prueba de ELISA con un Kit comercial (SVANOVIR®, Transmisible
Gastroenteritis Virus/Porcine Respiratory Coronavirus EIA Differentiating Test Kit,
Lab. SVANOVA Biotech, Num. Cat. 10-7500-02).%®

Procedimiento.

Para correr la prueba en la placa del Kit, se necesitan 2 x 50ul de suero o plasma
sin diluir de cada muestra, y cada muestra requiere de dos pozos de la placa. Las
muestras pueden ser frescas, refrigeradas o previamente congeladas.

Antes de utilizar los reactivos del kit, se permitid equilibraran a temperatura
ambiente (18 — 25° C). Se lava la placa 3 veces con la solucién buffer PBS-Tween,
llenando y vaciando completamente los pozos en cada lavado. El vaciado, se
voltea la placa y se sacude con fuerza para eliminar todo el liquido que pueda
quedar.

En el pozo 1-A y 2-A se colocé 100l del suero control positivo a virus GET, que
incluia el kit. En el pozo 1-B y 2-B el suero control negativo (100ul) y en el pozo 3-
Ay 3-B se colocd suero control positivo (100ul), al virus de coronavirus respiratorio
porcino (CVRP).

Se adiciond 50ul de PBS-Tween a todos los pozos donde se colocaron las
muestras. Se adiciono entonces 50p! del suero sin diluir a cada pozo en duplicado.
Se tapo la placa y se dejo reposar por 2 h a 37° C. Al término del tiempo se volvid
a lavar la placa como previamente se hizo.

Se adiciond entonces 100l de la solucion anti — GET a cada uno de los pozos que
contenia cada muestra, mientras al otro (duplicado) se le colocé 100ul de Anti —
CVRP/GET.

Se incubd por 30min a temperatura ambiente.

Nuevamente se lavo la placa 3 veces con la solucion PBS-Tween. Entonces se le
adiciond 100 ul de la solucién conjugada de IgG’s de caballo antiraton rabano
peroxidasa (HRP), se dejan incubar por 30 min a temperatura ambiente.

Se volvib a lavar la placa 3 veces con PBS-Tween.

Se colocd 100ul de la soluciéon substrato (Tetrametilbenzidina en un substrato
buffer que contiene H203). Se incubé por 10 min a temperatura ambiente. El inicio
del tiempo se tomo al terminar de llenar el primer pozo.

Se paré la reaccion, adicionando 50ul de la solucién para interrumpir la reaccion
que contiene el KIt. Esto en el mismo orden en que se habian llenado los pozos
con la anterior solucion.

Se sacude entonces la placa para eliminar el contenido de los pozos. La medicién
de la densidad optica se realiza en un fotdmetro de microplacas con un filtro de
450nm. Esta medicion se realizd seguida de la aplicacion de la solucion para
interrumpir la reaccion.
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Calculos.

Se calculan dos puntos de corte:
Valor de corte A = 0.5 x la media de |la densidad éptica a 450nm del suero control
negativo con el suero control positivo anti — GET.

Valor de corte B = 0.5 x la media de |la densidad éptica a 450nm del suero control
negativo con el suero control positivo anti — CVRP/GET.

Se deben de realizar los calculos por separado para cada suero control positivo.

Interpretacion de resultados.

De los valores arrojados por el fotometro, se compararon con los valores de corte
correspondiente. En donde se colocé el Anti — GET contra el valor de corte A, y
donde se colocé el Anti — CVPR/GET con el valor de corte B.

Se diagnostican como muestras positivas aquellas cuyos valores son menores al
punto de corte correspondiente, y como negativas las que son mayores al punto
de corte.
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Diseno Experimental.

Se utilizé un diseno completamente al azar. La unidad experimental fueron las
criptas y vellosidades para la morfologia intestinal. Asi como lo fue el lechén para
la prueba de suero — neutralizacion, ELISA y aislamiento viral, mientras que para
los parametros productivos fue el corral.

Para las diferentes variables ha analizar se utilizd un analisis de varianza y una
prueba estandar de Tukey para la separacion de medias Los tratamientos y los
resultados se analizaron utilizando el procedimiento GLM del paquete estadistico
SPSS V. 10.

El modelo estadistico:
Yij=p+1i+E (i)

u= media poblacional

ti = efecto del i"'esimo tratamiento 1<i<3
E (i)] = error experimental
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Resultados.

Parametros productivos.

Pesos y Ganancia Diaria de Pesos.

Los pesos y las ganancias diarias de pesos (GDP) se muestran en el cuadro 1y la
grafica1y 2.

El peso inicial fue de 464 + 0.32 y 469 + 0.22 Kg. (P<0.79) para los grupos
experimentales con 0% y 1% de inclusion de L — Glutamina en la dieta, este peso
corresponde al inicio del periodo experimental a los 14 dias de edad de los cerdos,
momento en el cual se realizd el destete de los mismos. A los 5 dias posteriores al
destete ambos grupos experimentales alcanzaron pesos similares (5.08 y 5.13
0.35 Kg. para 0% y 1% de glutamina, respectivamente). Durante la segunda
semana posterior al destete los ceros del grupo 1% fueron 8.9% mas pesados
(P<0.01) que los del 0% (8.01 vs. 7.29 Kg. para 1% y 0% respectivamente). Los
cerdos del grupo experimental 1% mostraron una tendencia a ser mas pesados
(P<0.09) al obtener 1.1 Kg. mas peso que su contraparte que consumio 0% de L-
Glutamina (12.0 vs. 10.9 Kg. para 1 y 0% de L-Glutamina, respectivamente).

En el periodo que corresponde de 0 a 5 dias posteriores al destete ambos grupos
experimentales obtuvieron GDP similares (88 + 16 vs. 88 + 18.79 grs. para 0% y
1% de L-Glutamina, respectivamente). Durante el periodo de 5 a 14 dias
posteriores al destete los cerdos que fueron asignados al grupo de 1% de L-
Glutamina mostraron una tendencia (P<0.13) a obtener una mayor GDP, siendo
esta 13.3% superior a la obtenido en los cerdos del grupo 0% (292.16 vs. 253.26
grs., respectivamente). Los cerdos del tratamiento 1% de L-Glutamina mostraron
una GDP 12.4 % superior (P<0.04) que sus contrapartes en 0%, durante el
periodo de 14 a 21 dias posteriores al destete (517 vs. 453 grs. para 1% y 0% de
L-Glutamina, respectivamente).

Durante el total del periodo experimental (0 — 21 dias posdestete) los cerdos
asignados al grupo de 1% de L-Glutamina obtuvieron una GDP de 13%, mayor
(P<0.03) que aquellos asignados al grupo 0% de L-Glutamina (347 vs. 301 grs.
para 1% y 0% de L-Glutamina, respectivamente).
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Cuadro 1. Efecto de la adicion en la dieta de L-Glutamina sobre los Pesos y Ganancia diaria de peso de
lechones destetados precozmente e inoculados con el virus de gastroenteritis transmisible a los 4 dias

posteriores al destete.

Tratamientos
Glutamina
Variables 0% 1% Pr<
Dias posdestete Peso, Kg.
0 464 +£0.32 469+0.22 79
5 5.08 £0.36 513 £0.35 .86
14 7.29£0.18, 8.01 £0.23, .01
21 10.9 £ 0.70 12.0+0.40 .09
Ganancia diaria de peso, g
0-5 88.00 + 32.88 88.00 + 32.83 00
5-14 253.26 + 14.97 292.16 + 14.95 0.13
14 - 21 453.33 £17.90, 517.61 £ 17.87, 0.04
Total 301.23 £10.71, 347.90 £ 10.69, 0.03

a, b = Letras distintas en la misma fila indican diferencia estadistica P< 0.05

Figura 1. Efecto de la adicién de L - Glutamina en la dieta sobre el peso de cerdos destetados precozmente
e inoculados con el virus de gastroenteritis transmisible a los 4 dias posteriores al destete.
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a, b = Letras distintas indican diferencia estadistica P< 0.05
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Figura 2. Efecto de la adicién en la dieta de L- Glutamina sobre la ganancia diaria de peso (GDP), en cerdos
destetados precozmente e inoculados con el virus de gastroenteritis transmisible a los 4 dias posteriores al
destete.
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a, b = Letras distintas indican diferencia estadistica P< 0.05

Consumo diario de alimento.

Los datos de consumo diario de alimento (CDA) se muestran en la cuadro 2 y en
la grafica 3.

Durante los primeros cinco dias posteriores al destete, los cerdos asignados al
grupo de 1% y 0% de L-Glutamina no mostraron diferencias estadisticas en su
CDA, pero fue 6% superior el primero (121.1 vs. 113 grs. para 1% y 0% de L-
Glutamina, respectivamente). Mientras que en el periodo que corresponde de los 5
a 14 dias posdestete, el grupo asignado a 1% fue superior 15.8% en su CDA de
forma significativa (P<0.05) con respecto a los de 0% de L-Glutamina (325 vs. 273
grs. para 1% y 0% de L-Glutamina, respectivamente). El CDA entre los 14 y los 21
dias posdestete se observo una tendencia a mayor (P<0.13) consumo en el grupo
de cerdos que fueron adicionados con 1% de L-Glutamina en comparacion con
aquellos que no la recibieron (692 vs. 619 grs. para 1% y 0% de L-Glutamina,
respectivamente).

No se observo diferencia estadistica significativa (P<0.32) en el CDA entre grupos
durante el total del periodo experimental (0 -21 dias posdestete), aunque existié un
12.8% de mayor CDA en los cerdos con 1% de adicion de L-Glutamina comparada
con los de 0% en el mismo periodo (304 vs. 265 grs., respectivamente).
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Cuadro 2. Efecto de la adicion en la dieta de L-Glutamina sobre el consumo diario de alimento (CDA) de
cerdos destetados precozmente e inoculados con el virus de gastroenteritis transmisible a los 4 dias

posteriores al destete.

Tratamientos

Glutamina
Variables 0% 1% Pr <

Periodo, dias CDA' gr.
0-5 113.89 £ 25.43 121.11 £ 25.39 0.85
5-14 273.62 +13.24, 325.05 £ 13.22, 0.05
14 - 21 619.04 + 27.18 692.85 + 27.14 0.13
Total 265.66 + 25.60 304.37 + 25.40 0.32

a, b = Letras distintas en la misma fila indican diferencia estadistica P< 0.05
'CDA Consumo diario de alimento.

Figura 3. Efectos de la suplemtacion de L-Glutamina sobre el consumo diario de alimento (CDA), en cerdos
destetados precozmente e inoculados con el virus de gastroenteritis transmisible a los 4 dias posteriores al
destete.
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a, b = Letras distintas indican diferencia estadistica P< 0.05
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Conversioén alimenticia.

Los datos de la conversion alimenticia (C. A.) se muestran en el cuadro 3 y la
gréfica 4.

En ninguno de los periodos registrados durante el periodo experimental se
encontraron diferencias estadisticamente significativas. La mayor diferencia
numeérica se observé durante los primeros cinco dias posdestete, donde los cerdos
a cuya dieta se adiciond con 1% de L-Glutamina registraron una C. A. 14.8%
menor que los del grupo 0% (1.15 vs. 1.35 de C. A. para 1% y 0% de L-
Glutamina). En el periodo comprendido entre 5 a 14 posdestete no se observo
diferencia entre grupos, por ser muy similar la C. A. (1.10 vs. 1.11 para 0% y 1%
de L-Glutamina, respectivamente).

En el periodo comprendido entre los 14 a 21 dias la diferencia entre ambos grupos
fue de 3% (1.36 vs. 1.31 C. A. para 0% y 1% de L-Glutamina, respectivamente) y
entre los 0 a 21 dias posdestete la diferencia entre grupos fue de 2.5% (1.22 vs.
1.19 C. A. para 0% y 1% de L-Glutamina, respectivamente).

Cuadro 3. Efecto de la adicion de L-Glutamina en la dieta sobre conversion alimenticia (C. A.) de cerdos
destetados precozmente e inoculados con el virus de gastroenteritis transmisible a los 4 dias posteriores al
destete.

Tratamientos
Glutamina
Variables 0% 1% Pr<
Periodo, dias. C.A.
0-5 1.35+£0.29 1.15+£0.29 0.40
5-14 1.10+£0.10 1.11£0.10 0.95
14-21 1.36 + 0.04 1.31 £0.04 0.49
Total 1.22 +0.05 1.19 £ 0.05 0.71

a, b = Letras distintas en la misma fila indican diferencia estadistica P< 0.05
'C.A = Conversién Alimenticia
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Figura 4. Efecto de la adicion en la dieta de L- Glutamina sobre la Conversién alimenticia (C.A.) de cerdos
destetados precozmente e inoculados con el virus de gastroenteritis transmisible a los 4 dias posteriores al
destete.
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Mediciones histologicas.

Comparacion entre los diferentes dias de observaciéon para los
tratamientos y las diferentes porciones intestinales.

Profundidad de las criptas.

Se realizé la comparacién de la profundidad de las criptas en cerdos sacrificados
al dia O (controles) 5, 14 y 21 posdestete por porcion intestinal y para cada
tratamiento, con el fin de observar el comportamiento de las criptas en cada
tratamiento durante el periodo experimental.

La profundidad de la cripta en los cerdos asignados a la dieta con 0% y 1% de L-
Glutamina se muestra en el cuadro 4 y la grafica 5.

Duodeno.

Los cerdos con 0% de inclusion de L — Glutamina en su porcion duodenal
mostraron una disminucién en la profundidad de las criptas con respecto a los
controles (O dias posdestete), en los tres periodos de evaluacion de esta variable
(5, 14 y 21 dias posteriores al destete. La profundidad de las criptas de los
animales controles fueron 13.8%, 1.2% y 2.8% mayores (P<0.11) que la registrada
en los cerdos con 0% de L — Glutamina a los 5, 14, 21 dias posteriores al destete

(169.4 vs. 146.0, 167.2 y 1646 um para 0 d, 5 d, 14 d y 21 d posteriores al
destete).

El grupo de animales asignados al tratamiento 1% de adicion de L — Glutamina
registraron un aumento significativo (P<0.05) en la profundidad de las criptas,
principalmente a los 14 y 21 dias posteriores al destete en un 7% y 17% en
promedio al compararlas al dia 0 (control) y 5 dias posdestete respectivamente

(182 y 181 vs. 150 y 169 pym para 21 d, 14 d, 5 d y 0 d posdestete,
respectivamente).

Yeyuno.

En la porcion yeyunal del intestino delgado, se observé que los cerdos asignados
al tratamiento 0% L — Glutamina tuvieron una profundidad de cripta 13.3%, 6.4% y
9.3% menor (P>0.05) para el dia 5, 14 y 21 posdestete, respectivamente al
compararla con los cerdos al dia 0 (160.4 vs. 139, 150 y 145.4 um para el dia 0,
5,14 y 21 posterior al destete).

Los cerdos del tratamiento 1% de L-Glutamina al dia 21 posdestete mostraron una
profundidad de la cripta 6.1%, 17.2% y 1.7% mayor (P<0.05) que las registradas al
dia 14, 5 y 0 posdestete, respectivamente (163 vs. 153, 135 y 160 um para 21 d,
14 d, 5 d y O d posdestete, respectivamente).
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Ileon.

En esta porcidn intestinal, la profundidad de las criptas incremento con el tiempo
posterior al destete en los cerdos sin la adicion de L-Glutamina, a los 21 d esta fue
32.6%, 27.8% y 29.2% mas profundas (P<0.05) que en los dias 14, 5 y O,
respectivamente (219 vs. 148, 158 y 155 um para el dia 21, 14, 5 y O posdestete,
respectivamente). Los cerdos con la inclusién de 1% de L-Glutamina mostraron
una mayor profundidad en las criptas al dia 21 posdestete, siendo 25.9% 213y
19.2% mas profundas (P<0.05) que las registradas al dia 14, 5 y O posdestete
(192 vs. 142, 151 y 155 pm para 21, 14, 5 y 0 dias posdestete).

Cuadro 4. Efecto de la adicion en la dieta de L-Glutamina en la dieta sobre la profundidad de las criptas de

cerdos destetados precozmente e inoculados con el virus de gastroenteritis transmisible a los 4 dias
posteriores al destete; comparacion entre los valores basales (dia 0) y los diferentes periodos de registro.

Profundidad de la cripta, pm

Variables Dias posdestete
Porcion Glutamina 0 5 14 21 Pr<
Do 0% 169.4 £52.8 146.0 £52.2 167.2 £49.2 164.6 £ 57.0 0.11
1% 169.4 £ 52.8,, 150.0 £ 52.2, 181.2 £ 65.6, 182.8 £61.8, 0.02
Yeyuno 0 % 160.4 £49.6 139.0 £50.7 150.0 £50.5 145.4 £46.2 0.17
: 1% 160.4 + 49.6, 135.0 £35.0, 153.2 £50.7,, 163.2+£473,  0.01
Wi 0 % 155.4 £ 67.3, 158.6 £49.9, 148.0 £ 41.3, 219.8 £63.3, 0.001

1% 155.4 £ 67.3, 151.4 £71.4, 142.5 £41.3, 192.4 £ 74.5, 0.002
a, b = Letras distintas en la misma fila indican diferencia estadistica P< 0.05.

Figura 5. Efecto de la adicién en la dieta de L-Glutamina sobre la profundidad de las criptas en diferentes
dias posteriores al destete (14 dias) e inoculados con el virus de GET a los 4 dias posdetete.
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Altura de las Vellosidades.

Se realiz6 la comparacion de la altura de las vellosidades en cerdos sacrificados al
dia 0 (controles) 5, 14 y 21 posdestete por porcién intestinal y para cada
tratamiento, y asi observar su comportamiento durante el periodo experimental.

La altura de las vellosidades de la dieta con 0% y 1% de L-Glutamina se muestra
en el cuadro 5y la grafica 6.

Duodeno.

La altura de las vellosidades en el destete (dia 0) fue superior (P<0.05) en 33.3%,
41.3% y 3.8% a la observada en los cerdos sin adicion de L-Glutamina a los dias
5, 14 y 21 posteriores al destete (420 vs. 280, 245y 406 ympara0d, 5d, 14dy
21 d posdestete, respectivamente).

Los cerdos que fueron asignados al tratamiento de 1% de adicion de L-Glutamina
también registraron una disminucion en la altura de las vellosidades en todos los
periodos observados (5, 14 y 21 dias posdestete) con respecto a los cerdos
control, estos ultimos tuvieron una altura 38.4%, 7.3% y 2.5% mayor (P<0.05)
comparadas con los dias 5, 14 y 21 posdestete de los en experimentales (420 vs.
258, 389 y 409 um para el dia 0, 5, 14 y 21 posdestete, respectivamente).

Y eyuno.

El grupo de animales con 0% de L-Glutamina adicionada mostraron un aumento
en la altura de las vellosidades a los 21 dias de destetados los animales, esta
altura fue 49.8%, 54.7% y 13.4% mayor que la registrada a los 14, 5 y 0 dias
posdestete (527 vs. 287, 288 y 456 um para los dias 21, 14, 5 y O posteriores al
destete, respectivamente).

En aquellos cerdos que recibieron el 1% de L-Glutamina la altura fue menor
(P<0.05) en 61%, 33% y 2.6% a los dias 5, 14 y 21 posteriores al destete, al
compararla con los cerdos controles (456 vs. 177, 303 y 445 um para los dias 0, 5,
14 y 21 posteriores al destete, respectivamente).

Ileon.

La altura de las vellosidades en los cerdos asignados al tratamiento 0% L-
Glutamina mostraron una altura 30.2%, 16.1% y 1.1% menor (P<0.05) a los dias 5,
14 y 21 posteriores al destete, que |a registrada al dia 0 (268 vs. 187, 225 y 265
um para el dia 0, 5, 14 y 21 posterior al destete).

En el caso de los cerdos con 1% de L-Glutamina, la altura promedio de las
vellosidades a los 21 dias posteriores al destete fue 9.6%, 31.9% y 26.2% superior
(P<0.05) al compararlas con los dias 0, 5, 14 posdestete (297.2 vs. 268, 202 y 219
um para los dias 21, 0, 5 y 14 posdestete, respectivamente).
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Cuadro 5. Efecto de la adicion en la dieta de L-Glutamina sobre la altura de las vellosidades de cerdos
destetados precozmente e inoculados con el virus de gastroenteritis transmisible a los 4 dias posteriores al

destete; comparacion entre los valores basales (dia 0) y los diferentes periodos de registro.

Altura de la vellosidades, ym

Variables

Porcién

Duodeno

Yeyuno

lleon

Glutamina

0%
1%

0%

1%

0%

1%

Dias posdestete

0 5 14 21
420.4+ 176, 280.0 + 100y 247.5 + 68.8 406.6 + 116,
420.4 + 176, 258.6 + 82.6, 389.5 + 142, 409.6 + 108,
456.2 + 225, 288.8 + 107, 287.0 £ 82.9, 527.2 £ 157,
456.2 £ 225, 177.6 £ 66.1¢ 303.0 + 58.7y 445.0 + 125,
268.4 + 85.1, 187.2+ 90.3, 225.0 £ 75.6a 265.4 + 76.8,
268.4 £ 85.1, 202.2 + 49.6 219.2 £ 54.1p 2972+ 91.8,

Pr<

0.001

0.001

0.001

0.001

0.001

0.001

a, b = Lefras distintas en la misma fila indican diferencia estadistica P< 0.05

Figura 6. Efecto de la adicion en la dieta de L-Glutamina sobre la altura de las vellosidades en diferentes
dias posteriores al destete (14 dias) e inoculados con el virus de GET a los 4 dias posdetete.
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Proporcién Vellosidad : Cripta.

Se realizd la comparacion de las proporciones de vellosidad : cripta (v : c) en
cerdos sacrificados al dia O (controles) 5, 14 y 21 posdestete por porcion intestinal
y para cada tratamiento.

La proporcién v.c de los cerdos que consumieron la dieta con 0% y 1% de L-
Glutamina se muestra en el cuadro 6 y la grafica 7.

Duodeno.

La proporcion vellosidad : cripta (v:c) en los animales con 0% de L-Glutamina fue
mayor (P<0.05) a los 21 dias en 43.4%, 22.7% y 1.42% al compararla con los 14,
5 y O dias posdestete (2.81 vs. 1.59, 2.17 y 2.77 de radio vellosidad : cripta para
los 21, 14, 5 y O dias posdestete).

En los animales asignados al tratamiento de 1% de L-Glutamina, la relacion
vellosidad cripta fue 29.9%, 11.9% y 7.9% mayor (P<0.05) al dia O posdestete al
compararse con los dias 5, 14y 21 (2.77 vs. 1.94 y 2.44 de radio v:c para los 0O, 5,
14 y 21 dias posdestete).

Yeyuno.

En la porcion del yeyuno, en los cerdos con 0% de L-Glutamina, la proporcion
entre cripta y vellosidad fue mayor (P<0.05) a los 21 dias posdestete a la
registrada a los 0, 5 y 14 dias, en 25.3% 38.0% y 46.4% respectivamente (3.94 vs.
294, 244 y 211 radio v.c, para 21, 0, 5, 14 dias posteriores al destete,
respectivamente).

En el tratamiento con 1% de L-Glutamina la relacién v:c fue mayor (P<0.05) a los
21 dias en 4.5%, 54.2% y 28.2% en comparacion con los dias 0, 5 y 14 posdestete
(3.08 vs. 294, 141 y 221 radio vic a los 21, 0, 5 y 14 dias posdestete,
respectivamente).

Ileon.

La relaciéon entre la altura de las vellosidades y la altura de las criptas fue mayor
(P<0.05) al dia 0 al compararla contra los dias 5, 14 y 21 posterior al destete en
34.8%, 18.6% y 35.2%, respectivamente (2.04 vs. 1.33, 1.66 y 1.32 radio v:c a los
0, 5, 14 y 21 dias posteriores al destete, respectivamente).

En los cerdos asignados al tratamiento con 1% de L-Glutamina la relacion v:c fue
20.0%, 18.1% y 9.3% mayor (P>0.05) al dia O, al compararla con la registrada al
dia 5, 14 y 21 posdestete (2.04 vs. 1.63, 1.67 y 1.85radiov.ical dia 0, 5, 14y 21
posterior al destete, respectivamente).
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Cuadro 6. Efecto de la adicién en la dieta de L-Glutamina sobre el radio vellosidad : cripta de cerdos
destetados precozmente e inoculados con el virus de gastroenteritis transmisible a los 4 dias posteriores al
destete; comparacion entre los valores basales (dia 0) y los diferentes periodos de registro.

Radio cripta : vellosidad

Variables Dias posdestete
Porcién Glutamina 0 5 14 21 Pr<
busdens, yn 2w B 1SR 2 O
Yo % B BEe O
- 0% 2.04, 1.33, 1.66.p 1.32, 0.0001
1% 2.04 1.63 1.67 1.85 0.18

a, b = Letras distintas en la misma fila indican diferencia estadistica P< 0.05

Figura 7. Gréfica 7. Efecto de la adicion en la dieta de L-Glutamina sobre el radio vellosidad : cripta, en
diferentes dias posteriores al destete (14 dias) e inoculados con el virus de GET a los 4 dias posdetete
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Comparacion entre los diferentes tratamientos para las diferentes porciones
intestinales.

Profundidad de las criptas.

Se midié la profundidad de las criptas intestinales y se compararon entre
tratamientos, para cada dia de toma de muestra (dia 5, 14 y 21 posterior al
destete) y por porcién intestinal.

Los resultados sobre la profundidad de las criptas se muestran en el cuadro 7 y la
grafica 8.

Duodeno.

Los cerdos asignados al tratamiento con 1% de L-Glutamina registraron una
mayor (P>0.05) profundidad de las criptas al dia 5 del periodo experimental, esta
fue 2.6% superior a la registrada en los cerdos sin la adicion del aminoacido (150
vs. 146 um para 1% y 0% de L-Glutamina, respectivamente). Al dia 14 del periodo
experimental los cerdos con 1% de L-Glutamina tuvieron una profundidad 12.4%
mayor (P<0.06) que la observada en los cerdos con 0% L-Glutamina (181 vs. 158
pum, respectivamente). El dia 21 posterior al destete los cerdos asignado al
tratamiento con 1% de L-Glutamina registraron una mayor (P<0.12)

Yeyuno.

La profundidad de las criptas, al dia 5 posterior al destete en los cerdos con 0% de
L-Glutamina fueron 2.9% mas profundas (P>0.05) que en aquellos animales con
1% de L-Glutamina (139 vs. 135 pm, respectivamente). El grupo de cerdos con 1%
de L-Glutamina a los 14 dias posteriores al destete tuvieron una profundidad en
las criptas 6.3% mayor (P>0.05) a la de los cerdos en el tratamiento 0% de L-
Glutamina (160 vs. 150 um, respectivamente). La profundidad de las criptas fue
10.9% mayor en los cerdos con 1% de L-Glutamina (163.2 um), comparada con
los cerdos con 0% de L-Glutamina (145.4 um).

Ileon.

Los cerdos que consumieron el tratamiento con 0% de L-Glutamina mostraron una
profundidad 4.5% superior (P>0.05) a la observada en los cerdos con 1% de L-
Glutamina (158 vs. 151 pym). A los 14 dias posteriores al destete los cerdos con
0% de L-Glutamina mostraron una profundidad de la cripta 6.3% mayor (P<0.07)
que aquellos sin L-Glutamina (150 vs. 135 pm). De manera similar, a los 21 dias
posdestete, las criptas en los cerdos asignados al tratamiento con 0% de L-
Glutamina fueron 12.4% mas profundas que las registradas en los cerdos con 1%
de L-Glutamina (219 vs. 192 um).
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Cuadro 7. Efecto de la adicion en la dieta de L-Glutamina sobre la profundidad de las criptas de cerdos
destetados precozmente e inoculados con el virus de gastroenteritis transmisible a los 4 dias posteriores al
destete; comparacion entre tratamientos.

Profundidad de la cripta, uym

Variables Glutamina
Dias Posdestete Porcion 0% 1% Pr <
Duodeno 146.0 £ 52.2 150.0 £52.2 0.70
5 Yeyuno 139.0 + 50.7 135.0 £ 35.0 0.64
lleon 158.6 +49.9 1514 +71.4 0.56
Duodeno 158.6 £49.8 181.2+65.6 0.06
14 Yeyuno 150.0 £ 50.5 160.2 £78.2 0.47
lleon 150.2 £ 38.3 1356 +41.2 0.07
Duodeno 164.6 + 57.0 182.8 +61.8 0.12
21 Yeyuno 145.4 £ 46.2 163.2 £ 47.3 0.06
lleon 219.8 £ 63.3, 192.4 £+ 74.5, 0.05

3, b = Letras distintas en la misma fila indican diferencia estadistica P< 0.05

Figura 8. Efecto de la adicion en la dieta de L-Glutamina sobre la profundidad de las criptas intestinales en
cerdos destetados precozmente e inoculados con virus de GET al dia 4 posterior al destete.
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Altura de las vellosidades.

Se midié la altura de las vellosidades intestinales y se compararon entre
tratamientos, para cada dia de toma de muestra (dia 5, 14 y 21 posterior al
destete) y por porcidn intestinal.

Los resultados sobre la profundidad de las criptas se muestran en el cuadro 8 y la
grafica 9.

Duodeno.

La altura de las vellosidades en los primeros 5 dias posteriores al destete fue
mayor (P>0.05) en los cerdos asignados al tratamiento con 0% de L-Glutamina,
esta fue 7.6% superior a la observada en los animales con 1% de L-Glutamina
(280 vs. 258 um, respectivamente). Mientras que a los 14 dias la altura fue
superior (P<0.05) en aquellos con 1% de L-Glutamina (389.5 vs. 252 pum,
respectivamente). A los 21 dias posteriores al destete la altura de las vellosidades
en ambos grupos fue similar (P>0.05) (409 vs. 406 um para 1% y 0% de L-
Glutamina, respectivamente).

Y eyuno.

Durante los primeros 5 dias posteriores al destete se observo en los cerdos del
tratamiento 0% una altura de 288 um que fue 38.5% superior al grupo con 1% de
L-Glutamina con 177 um. A los 14 dias posteriores al destete la altura de las
vellosidades fue mayor (P>0.05) en los cerdos asignados al tratamiento con 1% de
L-Glutamina en 7.1% al compararse con aquellos que no la recibieron (309 vs. 287
pum, para 1% y 0% de L-Glutamina, respectivamente). En el final del periodo
experimental (21 dias posdestete), el grupo de animales con 0% de L-Glutamina
registrd una altura 15.5% superior a al observada en los cerdos del grupo 1% de
L-Glutamina (527 vs. 445 pm, respectivamente).

Ileon.

El grupo con el tratamiento de 1% de L-Glutamina, fue 7.4% superior (P>0.05) a
los animales del tratamiento 0% de L-Glutamina en la altura de las vellosidades al
dia 5 posterior al destete (202 vs. 187 pm, respectivamente). A los 14 dias la
altura fue similar (P>0.05) en ambos grupos (221 vs. 217 um para 1% y 0% de L-
Glutamina). Mientras que a los 21 dias posdestete la mayor (P>0.05) altura de las
vellosidades en los cerdos se observd en le grupo con 1% de L-Glutamina,
comparada con la observada en el grupo de 0% de L-Glutamina, los primeros
fueron 10.6% superiores (297 vs. 265 pm, para 1% y 0% de L-Glutamina).
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Cuadro 8. Efecto de la adicion en la dieta de L-Glutamina sobre la altura de vellosidades en cerdos
destetados precozmente e inoculados con el virus de gastroenteritis transmisible a los 4 dias posteriores al
destete; comparacion entre tratamientos.

Altura de la vellosidad, pm

Variables Glutamina
Dias Posdestete Porcion 0% 1% Pg<
Duodeno 280.0 + 14.2 2586+ 11.6 0.24
5 Yeyuno 288.8 £ 15.2, 177.6 £ 9.36, 0.0001
lleon 187.2+12.7 202.2+7.00 0.30
Duodeno 2526 +9.33, 389.5 +2.25, 0.0001
14 Yeyuno 287.0 £13.1 309.2 + 8.41 0.14
lleon 217.9+10.0 221.2+7.05 0.79
Duodeno 406.6 + 16.4 4096 + 15.3 0.89
21 Yeyuno 527.2 +£22.3, 4450+ 17.6, 0.005
lleon 265.4 +10.8 297.2+12.9 0.063

a, b = Letras distintas en la misma fila indican diferencia estadistica P< 0.05

Figura 9. Efecto de la adicién en la dieta de L-Glutamina sobre la altura de las vellosidades intestinales en
cerdos destetados precozmente e inoculados con virus de GET al dia 4 posterior al destete.
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Radio Vellosidad : Cripta.

Se midié la proporcidn vellosidad : cripta (v:c) y se compararon entre tratamientos,
para cada dia de toma de muestra (dia 5, 14 y 21 posterior al destete) y por
porcion intestinal.

Los resultados sobre |la profundidad de las criptas se muestran en el cuadro 9y la
grafica 10.

Duodeno.

El mayor radio v:c observado a los 5 dias posteriores al destete, fue en el grupo de
animales con el tratamiento 0%, siendo 10.5% superior (P>0.05) al registrado en
los animales con 1% de L-Glutamina (2.17 vs. 1.94 v:c. respectivamente). En las
mediciones realizadas al dia 14 posdestete, el mayor (P<0.05) radio v:ic se
observé en los cerdos que consumieron el 1% de L-Glutamina, este radio fue
27.4% al del grupo con 0% de L-Glutamina (2.44 vs. 1.77 um, respectivamente). A
los 21 dias posteriores al destete, el mayor (P>0.05) radio se observo en los
cerdos del tratamiento 0% de L-Glutamina (2.81 v:c), siendo 9.2% superior al
registrado en los animales con 1% de L-Glutamina (2.55 v:c) .

Yeyuno.

En el dia 5 posterior al destete, los cerdos del grupo 0% de L-Glutamina mostraron
la mayor (P<0.05) proporcidn v.c, esta fue 42.2% superior a la observada en los
animales con 1% de L-Glutamina (2.44 vs. 1.41 v.c, respectivamente). A los 14
dias posteriores al destete esta relacion v:c fue similar (P>0.05) en ambos grupos
experimentales (2.22 vs. 2.21 v.c, respectivamente). Al final del periodo
experimental (21 dias posdestete), la mayor proporcion fue observada en los
cerdos con 0% de L-Glutamina (3.93 v:c), siendo 21.6% superior (P<0.05) a la de
los cerdos con 1% de L-Glutamina (3.08 v:c).

Ileon.

En la ultima porcion del intestino delgado, la mayor proporcion v:c a los 5 dias
posteriores al destete, se observo en los animales con 1% de L-Glutamina siendo
18.4% superior, comparado con los animales de 0% de L-Glutamina (1.63 vs. 1.33
v:c, respectivamente). Al dia 14 esta mayor proporcién por parte de los cerdos con
1% de L-Glutamina se observé nuevamente; siendo 11.7% superior (p>0.05) a la
registrada en los animales con 0% de L-Glutamina (1.78 vs. 1.57 vic,
respectivamente). Los animales asignados al tratamiento con 1% de L-Glutamina
mostraron una relacion v:c 28.6% superior (P<0.05) en le dia 21 del periodo
experimental, a la observada en los cerdos con 0% de L-Glutamina, en el mismo
periodo (1.85 vs. 1.32 v:c, respectivamente).
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Cuadro 9. Efecto de la adicién en la dieta de L-Glutamina sobre el radio vellosidad : cripta en cerdos
destetados precozmente e inoculados con el virus de gastroenteritis transmisible a los 4 dias posteriores al
destete; comparacion entre tratamientos.

Radio vellosidad : cripta

Variables Glutamina
Dias Posdestete Porcién 0% 1% Pr<
Duodeno 217 1.94 0.39
5 Yeyuno 2.44, 1.41, 0.0001
lleon 1.33 1.63 0.07
Duodeno 1.77, 2.44, 0.004
14 Yeyuno 21 222 0.53
lleon 1.57 1.78 0.11
Duodeno 2.81 2.55 0.36
21 Yeyuno 3.93, 3.08, 0.006
lleon 1.32, 1.85, 0.004

a, b = Letras distintas en la misma fila indican diferencia estadistica P< 0.05

Figura 10. Efecto de la adicién en la dieta de L-Glutamina sobre el radio vellosidad : cripta en cerdos
destetados precozmente e inoculados con virus de GET al dia 4 posterior al destete.

6
a
S T b
; : T
T 4 2
wn
: 1’ 1’
K] a
>
% s ; '
3 b
: | K
) - -
% 2.4 o= T
14
1 i
e 53
0 i i
Duodeno | Yeyuno leon Duodeno | Yeyuno lleon Duodeno1 Yeyuno \ lleon

Dia 5

Dia 14

a, b, ¢ = Letras distintas indican diferencia estadistica P< 0.05

56

._ Dia 21




Serologias mediante la prueba de ELISA.

Los resultados de la prueba de ELISA practicada a los sueros de los animales de
ambos tratamientos se muestran en el cuadré 10.

Se realizé una prueba de ELISA con un kit comercial, para detectar anticuerpos en
contra del virus de gastroenteritis y el virus de coronavirus respiratorio porcino, los
sueros de los 35 lechones resultaron negativos a la prueba de ELISA. Los
resultados aqui mostrados corresponden solo a los valores del virus de
gastroenteritis porcina. Las densidades opticas donde se diagnosticd GET/CVPR,
no se muestran, aunque todos los sueros también fueron negativos.

Prueba de Suero Neutralizacion.

Los resultados de la prueba de suero neutralizacion de los cerdos de ambos
tratamientos se muestran en el cuadro 11.

Los cerdos sacrificados al dia 0, no registraron anticuerpos ya que la granja de
donde se obtuvieron es negativa a esta enfermedad, lo cual ya habia sido
confirmado anteriormente con la misma prueba. Al dia 5 posterior al destete, los
cerdos de ambos grupos se diagnosticaron como negativos, estos animales
habian sido inoculados 24 h antes de la toma de muestra. Al dia 14 posterior al
destete, ambos grupos tuvieron dos animales positivos, con similar titulo de
anticuerpos (1:32 y 1:64, en ambos grupos). Al dia 21 posterior al destete, el grupo
que recibio la dieta control mostré un 80% de animales positivos (4/5), con similar
titulo de anticuerpos (1:64). Mientras tanto el total de animales del grupo que
recibid el tratamiento 1% de glutamina, y muestreados al dia 21, resulto positivo al
virus, aunque sus titulos fueron muy irregulares.
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Cuadro 10. Efecto de la adicion en la dieta de L-Glutamina, sobre la seroconversién de cerdos destetados
precozmente y desafiados al virus de la gastroenteritis transmisible.

Densidad Optica Punto de corte 0.521
Control positivo 0.444 Valores > 0.521 son negativos
Control negativo 1.642 Valores < 0.521 son positivos
0% de Glutamina 1% de Glutamina
No de cerdo D%’;}i:g:d Anticuerpos | No de cerdo D%ﬁ:g:d Anticuerpos
Dia 0 Control
1 1.686 Neg.
2 1.565 Neg.
3 1.579 Neg.
4 1.569 Neg.
5 1.602 Neg.
Dia 5 posdestete
6 1.537 Neg. 11 1.417 Neg.
7 1.431 Neg. 12 1.394 Neg.
8 1.478 Neg. 13 1.561 Neg.
9 1.322 Neg. 14 1.515 Neg.
10 1373 Neg. 15 1.445 Neg.
Dia 14 posdestete
16 1.463 Neg. 21 1.537 Neg.
17 1.455 Neg. 22 1.535 Neg.
18 1.418 Neg. 23 1.501 Neg.
19 1.508 Neg. 24 1.707 Neg.
20 1.449 Neg. 25 1.427 Neg.
Dia 21 posdestete
26 1.378 Neg. 31 1.531 Neg.
27 1.416 Neg. 32 1.488 Neg.
28 1.359 Neg. 33 1.439 Neg.
29 1.521 Neg. 34 1.307 Neg.
30 1.595 Neg. 35 1.411 Neg.
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Cuadro 11. Efecto de la adicion en la dieta de L-Glutamina, sobre la seroconversion de cerdos destetados
precozmente y desafiados al virus de la gastroenteritis transmisible.

0% de Glutamina 1% de Glutamina

No de cerdo Titulo Diagnédstico | No de cerdo Titulo Diagnéstico

Dia 0 control

1 (-) Neg.
2 (-) Neg.
3 (-) Neg.
4 (-) Neg.
5 Sin suero
Dia 5 posdestete
6 (-) Neg. 11 (-) Neg.
7 (-) Neg. 12 1:2 Neg.
8 (-) Neg. 13 (-) Neg.
9 (-) Neg. 14 (-) Neg.
10 (-) Neg. 15 (-) Neg.
Dia 14 posdestete
16 1:16 Neg. 21 1:64 Pos.
17 1:16 Neg. 22 1:32 Pos.
18 1:32 Pos. 23 (-) Neg.
19 1:16 Neg. 24 1:16 Neg.
20 1:64 Pos. 25 1:8 Neg.
Dia 21 posdestete
26 1:64 Pos. 31 1:64 Pos.
27 1:64 Pos. 32 1.64 Pos.
28 1:64 Pos. 33 1:256 Pos.
29 1:64 Pos. 34 1:32 Fos.
30 1:16 Neg. 35 1:32 Pos.

Titulos superiores a 1:16 son considerados positivos
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Aislamiento Viral.

Se realizd el aislamiento viral de la porcion yeyunal de cada uno de los 35
lechones sacrificados a los dias 0 (14 dias de edad), 5, 14 y 21 dias posteriores al
destete. El aislamiento viral se realiz6 mediante macerado de los 6rganos,
filtracion del mismo e inoculacion de células ST y Vero con el filtrado,
observandose efecto citopatico en todos los filtrados de cerdos inoculados con el
virus de GET. Estos corresponden a los cerdos sacrificados del dia 5 al 21
posterior al destete. Las células inoculadas pertenecientes a los lechones
sacrificados el dia de su arribo (dia 14 de edad, dia O del periodo experimental)
fueron negativas con respecto al efecto citopatico. Se inocularon células con un
caso de campo diagnosticado positivo a GET, a manera de control positivo, y las
células presentaron dano celular.
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Discusion.

En trabajos previos se ha demostrado que el destete tiene severos efectos sobre
el cerdos, # '® que se hacen mas evidentes conforme el periodo de lactancia se
acorta,  observandose una caida en los parametros productivos, *> *' asi como
sobre la morfologia del intestino delgado principalmente. “ Este trabajo no fue la
excepcion, pues se observa una muy baja tasa de crecimiento durante los
primeros dias posteriores al destete, asi como la atrofia de las vellosidades
intestinales e incremento en la profundidad de las criptas.

Wu , et al. *® demostrd que en cerdos destetados a 21 dias de edad, podian evitar
la atrofia de las vellosidades si se incluia 1% de L-glutamina. Este efecto se
observo a partir de la primera semana posterior al destete, ademas se registroé una
mejora de la eficiencia alimenticia en la segunda semana posterior al destete. De
manera similar De la Cruz ?'° observd en cerdos destetados a 14 dias y
suplementados con glutamina utilizando como vehiculo suero de leche, mantenian
la morfologia del intestino delgado, de manera similar a los cerdos sin destetar. En
el presente trabajo no se detectd efecto benéfico de la glutamina sobre la
morfologia intestinal. Los datos muestran que el grupo de cerdos que consumieron
1% de glutamina, tuvieron una altura de las vellosidades en la porcion del yeyuno
61% menor a los cerdos del dia 0, mientras que los del grupo control solo fueron
49% menores a los datos basales.

Esta diferencia de efecto entre los trabajos antes mencionados y el actual se
puede explicar mediante la ausencia de desafio antigenico, que a diferencia de
este trabajo si se realizé en presencia del virus de la gastroenteritis transmisible,
donde el virus tiene especial afinidad, sobre los enterocitos principalmente los de
la punta de la vellosidad, causandole graves danos a esta. Wu obtuvo alturas de
vellosidades basales (454 y 339 p para duodeno y yeyuno, respectivamente)muy
similares a las reportadas en este trabajo (420 y 456 pu, duodeno y yeyuno,
respectivamente), mientras que al dia 7 posdestete, la altura de las vellosidades
fue mucho mayor en el trabajo de Wu, como se menciond anteriormente por efecto
del dano a los tejidos por parte del virus de la gastroenteritis.

La cantidad de glutamina ingerida en el grupo experimental durante los primeros
cinco dias, fue insuficiente para evitar la atrofia de las vellosidades observada por
efecto del destete que se ha reportado ser mas evidente a los 5 dias posteriores a
este manejo. >' También fue insuficiente para tener un efecto protector en la
mucosa intestinal en contra del virus de la gastroenteritis transmisible.
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Durante estos primeros cinco dias no se observé ninguno de los efectos que se le
atribuyen a la glutamina como ser combustible de enterocitos, o el efecto
anabolico al ser precursor de prolina, arginina o de precursores de nitrégeno. '"®
"7 muy probablemente debido a la alta demanda que se tiene de este aminoacido
en estos estados hipercatabélicos o de estrés prolongado. '*% "> '%® por o que la
proporcion de células danadas y células recuperadas no fue proporcional,
registrandose la atrofia durante este periodo.

A diferencia de los primeros cinco dias posteriores al destete, en el dia 14, si se
observé un efecto positivo en la inclusién de glutamina, registrandose una
recuperacion de la altura de las vellosidades de forma mas marcada, no asi en los
cerdos control (0%GIn). Observandose una diferencia de 7 y 33% en el duodeno y
yeyuno, en comparacion con las vellosidades de los cerdos con 0 dias de destete,
mientras que los cerdos del grupo 0%GIn registraron una recuperacion mas lenta
en el mismo periodo , donde las diferencias con las medidas basales fueron de 41
y 54 % para duodeno y yeyuno respectivamente.

La recuperacion mas evidente en el grupo experimental al dia 14 en comparacion
al dia 5 dentro del grupo experimental, puede estar muy relacionada con el
incremento en el consumo de alimento. De tal manera que durante los primeros
cinco dias de edad ambos grupos, experimental y control, registraron consumos
similares (121 vs 113 gr CDA, respectivamente), y donde la morfologia intestinal
no favorecio al grupo experimental. Mientras que en el periodo de 5 a 14 dias
posdestete el incremento significativo de 15% en el CDA registrado a favor del
grupo control (324 vs 273 g CDA, para 1%GIn y 0%GIn respectivamente), fue
acompanado de una mayor altura de las vellosidades en todas las porciones
intestinales, comparadas contra el grupo con 0% de inclusion de glutamina.

A mayor consumo de alimento, también hubo mayor consumo de glutamina, que
muy probablemente impacto en la mejoria de la morfologia intestinal. Al aportar
cadenas carbonadas como fuente combustible para la proliferacion de los
enterocitos en las criptas asi como donar nitrogenos para la formacién de
nucledtidos que formen parte de las cadenas de RNA y DNA ' ademas del
propio efecto proliferativo que tiene la glutamina,'®" '® como se observé en este
mismo periodo, en donde las criptas de los cerdos que consumieron la dieta con
la inclusion de 1% de Glutamina fueron mas profundas que las del grupo 0% gin.
Lipking, L explica que la mayor profundidad de la lamina propia también
representa una mayor cantidad de células inmaduras. En este estudio, los
animales que consumieron glutamina, tuvieron las criptas mas profundas al dia 14
y 21, en préacticamente todas las porciones del intestino, y esto también puede
representar que se generaron mayor cantidad de enterocitos que mas tarde
poblaron de manera mas réapida las vellosidades intestinales. *'

Panigrahi '”® concluye en su trabajo, que la glutamina influye en la sintesis de
componentes de la matriz extracelular, siendo este un factor de mantenimiento de
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la estructura mucosa, especialmente en el mantenimiento de las uniones
estrechas (tight juctions), por su parte Khan '® propone que la glutamina es un
precursor de N — acetilglucosamida, que aumenta la sintesis de mucina, formando
una barrera fisica y proteccion de la mucosa.

Esto puede explicar el por que los cerdos que consumieron la dieta con la
inclusion de glutamina, mostraron una mejor estructura de la mucosa intestinal, y
esta mejor estructura también provoca una menor estimulacion del sistema
inmune digestivo, que a su vez resulta en una menor inflamacion intestinal que
puede interferir en el consumo de alimento.

El incremento del consumo de materia seca, es una estimulacion muy importante
para el desarrollo y maduracién del intestino delgado, por lo que el incremento y
mejor consumo de alimento del grupo experimental, apoyo la recuperacion de las
estructuras del epitelio intestinal. ®’

El mayor consumo de materia seca en el grupo 1%Glu , también resulté en
incremento de la ganancia diaria de peso. La recuperacion mas pronta de los
cerdos del grupo experimental, permitié tener mayor superficie de absorcion de la
mucosa intestinal X una mayor eficiencia de aprovechamiento de los nutrientes a
partir de la dieta. %42

La proporcion vellosidad : cripta fue mayor en el grupo 1%GlIn al dia 14 posterior al
destete, lo que representa una mayor altura y desarrollo de las vellosidades
intestinales en comparacion a las criptas. En estos datos se observa que el grupo
0% GIn se recuperd hasta la tercera semana posterior al destete, en donde las
relaciones entre estas dos estructuras fueron mucho mayores, que en el dia 14
posterior al destete.

A pesar de que el grupo 0%GIn incrementd la altura de las vellosidades, el
consumo de alimento y la ganancia diaria de peso, en la tercera semana posterior
al destete, no alcanzé durante el periodo experimental los parametros productivos
alcanzados por el grupo que recibio la inclusion de la glutamina.

La glutamina también juega un importante papel en las células del sistema
inmunolégico, principalmente en células como los macrofagos, monocitos,
neutrofilos y linfocitos. Todas estas células presentan una alta cantidad y actividad
de la enzima glutaminasa, lo que refleja su importancia en el metabolismo de
estas células de rapida division.?'® Los resultados obtenidos mediante
seroneutralizaciéon, con el fin de detectar anticuerpos en contra del virus de
gastroenteritis muestran un patrén clasico de desarrollo de inmunidad humoral,
pues es hasta la segunda semana posterior al desafio inmune que se encuentran
titulos de anticuerpos muy similares en ambos tratamientos, sin encontrar cambios
en la tercera semana, lo cual indica que la concentracidon incluida en el grupo
experimental, no fue suficiente para estimular o mejorar la respuesta inmunoldgica
humoral en contra del virus.
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El efecto estresante ejercido por el destete y por el desafio antigénico, pudieron
ser demasiado demandantes en glutamina, como para reflejar un efecto sobre el
funcionamiento del sistema inmune, asi como evitar la atrofia del intestino.

Conclusiones.

La inclusién de 1% de L — Glutamina en la dieta de cerdos destetados a 14 dias de
edad y desafiados con el virus de Gastroenteritis Transmisible, no evita la atrofia
de las vellosidades intestinales, ni los dafos al epitelio provocados por el agente
viral durante la primera semana posterior al destete.

Sin embargo acelera la recuperacion del epitelio intestinal y ayuda a recuperar el
crecimiento de los cerdos a partir de la segunda semana, reflejando en un
incremento de los parametros productivos.

La inclusion de 1% de glutamina, no fue suficiente para mostrar efectos sobre los
niveles de anticuerpos en contra del virus de la gastroenteritis transminsible.
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