Efecto de la Adicion ex vivo del Lipopolisacarido de Escherichia coli sobre la Absorcion
de Lisina en Cerdos Destete
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Resumen. Con el destete brusco se induce la mortalidad de
lactobacilos y el aumento de la poblacion de E. coli, que liberan
desde su pared productos proinflamatorios como €l lipopolisacarido
(LPS). El LPS activa una serie coordinada de sefales que involucran
a la familia de las MAPK, iniciando una cascada de reacciones que
interrumpen los procesos de transporte de nutrientes y pueden
progresar a fallo organico multiple. El objetivo de este estudio fue
determinar el efecto de la adicion ex vivo de diferentes niveles de
lipopolisacarido de E. coli sobre la absorcion de lisina en cerdos
destete. El trabajo de campo se realizo con 16 cerdos destetados
a los 21 dias de edad. Los animales fueron alimentados durante
10 dias con una dieta basal que tuvo como componentes
leche y algunos de sus derivados. Los cerdos se sacrificaron
escalonadamente los dias 1, 5, 7 y 10 posdestete y se realizo
extraccion del yeyuno, al que se le adicionaron las sustancias:
Lisina 0,91 mg mL'; LPS de E. coli (0,3 ug) y dos inhibidores
de la ruta MAPK (a) SB-203580 (10, 20 y 50 mM) (b) U-0126
(10, 20 y 50 mM). La adicion de 20 Mm de cualquiera de los
inhibidores de MAPK aumento significativamente la absorcion de
lisina (P<0,01). Los animales con 10 dias posdestete presentaron
el mayor porcentaje de absorcion (P<0,01). Se concluye que
el lipolisacarido de E. coli contribuye a la interrupcion de los
mecanismos de transporte intestinal de lisina.

Palabras clave: Intestino delgado, MAPK, productos
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Abstract. With the abrupt weaning mortality of lactobacillus
is induced and E. coli population is increased, which release
proinflammatory products from their wall cell such as
lipopolysaccharide (LPS). LPS activates a coordinated series
of signs that involve the MAPK family, initiating a cascade of
reactions that interrupt nutrient transport processes and can
progress to multiple organic failure. The aim of this study was
to determine the effect of adding ex vivo different levels of
lipopolysaccharide of E. coli on lysine absorption in weaned pigs.
The experiment was carried out with 16 weaned pigs 21 days
old. Animals were fed during 10 days with a basal diet with milk
and some of its derivatives. Pigs were sequentially slaughtered
on days one, five, seven, and 10 after weaning, and jejunum
extraction was realized to which the following substances were
added: Lysine 0.91 mg mL*, LPS from E. coli (0.3 ug) and two
MAPK pathway inhibitor (a) 203580 (10, 20 y 50 mM) (b) U-0126
(10, 20 y 50 mM). The addition of either 20 mm MAPK inhibitors
significantly increased the uptake of lysine (P<0.01). Animals
with 10 days post-weaning showed the highest percentage of
absorption (P<0.01). As conclusion the lipopolysaccharides
of E. coli contribute to the disruption of intestinal transport
mechanisms of lysine.

Key words: intestinal transport, MAPK, proinflammatories
products, small intestine.

El sistema de produccién de cerdos no sélo ha
avanzado en la obtencidon de animales destetados
a edades mas tempranas, sino también hacia la
obtencién de lineas genéticas precoces con mejores
indices de conversion de alimento (Gomez, 2006).
Sin embargo, el destete precoz esta siempre
relacionado con problemas digestivos y diarreas, lo
que frecuentemente se ve traducido en la reduccion

del crecimiento y utilizacién de nutrientes (Touchette
et al., 2002).

Ademas de los problemas mencionados anteriormente,
existen otros factores que usualmente limitan el
crecimiento y la capacidad productiva del cerdo, entre
estos se encuentran el desarrollo intestinal, factores
ambientales, presencia de estrés y la misma respuesta
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inmunoldgica, los cuales afectan los procesos de
absorcion y uso de nutrientes, principalmente de
lisina (Blecha, 2000). Por tal motivo, la practica del
destete tiene implicaciones tanto sobre el bienestar
del animal, como en el aspecto econdmico.

La alimentacion del cerdo recién destetado, es uno de
los aspectos mas criticos en los sistemas de produccidn
porcinos, ya que éstos se basan en suplir en primera
instancia los requerimientos de lisina (Lys), el cual
se considera como el primer aminoacido limitante
en cerdos alimentados principalmente con dietas
basadas en maiz-soya (NRC, 1998). Ademas, los
animales con mayor potencial genético para depositar
magro (proteina) tendran un mayor requerimiento
de todos los aminoacidos, principalmente Lys, de
modo que la seleccidén genética para magro no solo
incrementa los requerimientos de Lys, sino de todos
los aminoacidos (Friesen et al., 1994). Debido a lo
anterior, el disefo de un programa de alimentacion
acertado tendra un efecto significativo sobre los
rendimientos futuros de los cerdos.

Ademas, hay que considerar que el posterior
consumo de una nueva racion soélida durante la
etapa posdestete, resulta en la reduccion drastica y
posterior mortalidad de la poblacion de lactobacilos y
estreptococos, mientras que el nimero de bacterias
coliformes (en especial Escherichia coli) aumentan
durante la primera semana posdestete. Esta
poblacién al ir aumentando y muriendo, provoca
la liberacién desde su pared celular de productos
proinflamatorios como el lipopolisacarido (LPS). El
LPS es un patron molecular asociado a patdgenos
(PAMP) que es reconocido en cualquier hospedero
mamifero como una entidad patogénica importante
(Amador et al., 2007).

Este LPS provoca alteraciones importantes en la
estructura intestinal, que conllevan a la interrupcion
de su capacidad funcional, principalmente de los
procesos de digestion y absorcion de nutrientes
(Pluske et al., 1997; Amador et al., 2007). El dano
fisico a nivel intestinal inicia la activacion de una
serie coordinada de sefiales que involucran varias
proteinas quinasas, donde la familia de las protein
kinasas activadoras por mitdgenos (MAPK) es de
gran importancia (Korcheva et al., 2007; Oner et al.,
2008).

Las MAPK son un grupo de serina/treonina
quinasas presentes en todas las células eucariotas
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que participan en multiples procesos celulares, y
son activadas en respuesta a una gran variedad
de estimulos (Waetzig et al, 2002). Las MAPK
desempefian un papel central en la regulacion de
una variedad de respuestas inflamatorias, entre
las que se encuentran la expresién de mediadores
proinflamatorios como el factor de necrosis tumoral
alfa (TNF-a) y las (IL) interleuquinas (Ono y Han,
2000; Roy et al., 2010; Yuang et al., 2010).

Algunos autores han reportado que las alteraciones
intestinales pueden provocar anormalidades en el
transporte intestinal de agua y electrolitos (Amador et
al., 2007; Garcia et al., 2008). Sin embargo, el efecto
de estas alteraciones sobre la absorcion intestinal de
nutrientes es menos conocido que su accidon sobre
los procesos de transporte de agua y electrolitos.
En cuanto a los mecanismos de transporte de
aminodcidos a través del epitelio intestinal, recientes
trabajos han evidenciado que la absorcién intestinal
de algunos aminoacidos (leucina) es inhibida por la
adicion al tejido de LPS de E. coli(Abad et al., 2001b;
2002a; Rebollar et al., 2003; Amador et al., 2007).

Dado que la administracion de LPS de E. coli es uno
de los modelos mas empleados en estudios para
simular procesos infecciosos agudos, por tener
acciones altamente reproducibles y carecer de los
efectos secundarios asociados a las infecciones
crénicas, el objetivo de este trabajo fue conocer las
implicaciones de la inflamacion intestinal inducida
por la adicion ex vivo de diferentes niveles de LPS de
E. coli sobre los mecanismos de absorcién de lisina
y su relacion con las proteinas quinasas activadas
por mitdgeno (MAPK) a nivel intestinal (yeyuno), en
cerdos durante varios periodos posdestete.

MATERIALES Y METODOS

Consideraciones éticas. Todos los procedimientos
experimentales fueron llevados a cabo de acuerdo a
las guias propuestas por “The International Guiding
Principles for Biomedical Research Involving Animals”
(CIOMS, 1985). Esta investigacion fue avalada por
el Comité de Etica en la Experimentacién Animal de
la Universidad Nacional de Colombia, Sede Medellin
(CEMED 001 del 26 de enero de 2009).

Localizacion. E| trabajo de campo se realizd en el
Centro Agropecuario San Pablo, perteneciente a la
Universidad Nacional de Colombia - Sede Medellin,
ubicado en el municipio de Rionegro, localizado a
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2.100 msnm, con una temperatura entre 12 y 18
oC, correspondiendo a una zona de vida bosque muy
humedo Montano bajo (bmh-MB).

Animales y dieta. Se utilizaron 16 cerdos, resultado
de un cruce alterno Duroc x Landrace, destetados
exactamente a los 21 dias de edad, con un peso
de 6,5 = 0,5 kg. Estos lechones fueron alojados en
grupos de cuatro y en jaulas provistas de comedero
de canoa, las cuales fueron ubicadas en un cuarto con
temperatura controlada a 26 = 3 °C. Los animales
dispusieron de agua a voluntad durante todo el

experimento. La dieta basal ofrecida a los animales
tuvo como componente leche y algunos de sus
derivados. Ademas, fue enriquecida con vitaminas,
minerales y lisina HCL. Las dietas se balancearon
para cumplir con todos los minimos nutricionales
requeridos y propuestos por el NRC (1998) (Tablas 1
y 2). La cantidad de alimento ofrecido por jaula fue
de 300 g/dia; sin embargo, se suministrd alimento
adicional cuando los animales lo requirieron. La
dieta basal se proporciond desde el dia uno al 10
posdestete. Durante la lactancia no se suministrd
alimento sélido a los lechones.

Tabla 1. Composicion de la dieta basal empleada en estudios de bienestar animal en cerdos destete.

Ingredientes %
Leche en polvo 59,00
Caseina 6,05
Dairylac 80 (lactosa* 15,00
Proliant 1000 (suero)® 8,00
Hemoglobina 2,50
Almidon de maiz 4,32
Aceite de palma 2,36
Sal de mar 0,20
Fosfato monodicalcico 0,31
Sal comun 0,40
Lisina 0,439
Metionina 0,326
Treonina 0,279
Triptofano 0,061
Adsorbente de Toxinas® 0,050
VitaminasP 0,360
Mineralest 0,120
Saborizantes® 0,217

A Dairylac 80 (Pro-Ag Products®, Winnipeg, Canada). ® Proliant 1000 (Alitecno® S.A.C., Lima, Per(). ¢ Toxibond (Biomix®, Medellin,
Colombia). ® Composicion por kg de alimento: vitamina A 1020 UI, vitamina D 198 UI, vitamina E 6 UI, vitamina K 1,20 mg, riboflavina 7,20
mg, vitamina B12 0,04 mg, colina 968,58 mg, niacina 36 mg, acido pantoténico 16,55 mg, tiamina 30 mg, piridoxina 31 mg, biotina 0,08
mg, acido fdlico 0,75 mg. E Composicion por kg de alimento: cobre 14,40 mg, hierro 120 mg, manganeso 36 mg, selenio 0,30 mg, yodo
0,96 mg, zinc 144 mg. FVainilla dulce, esencia de frutas (Prodia®, Medellin, Colombia).

Tabla 2. Andlisis proximal de la dieta basal empleada en estudios de bienestar animal en cerdos destete.

Proteina Cruda (%)
Extracto Etéreo (%)
Cenizas (%)

Humedad (%)

Energia bruta (Kcal/kg)

21,00
8,35
5,42
7,22

3.708,0
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Tipo de estudio. En este experimento se evaluaron
siete soluciones que se adicionaron directamente al
medio de incubacion a las concentraciones deseadas,
para valorar su efecto directo sobre el tejido intestinal.
Las sustancias que conformaron las diferentes
soluciones en estudio fueron Lys (0,91 mg mL?!), LPS
(0,3 pL mL*), Inhibidor de la via MAPK 1 (Inhibidor de
p38 MAPK quinasa; 10, 20 y 50 Mm), e Inhibidor de
la via MAPK 2 (inhibidor de MAPKK, MEK-1 y MEK-2;
10, 20 y 50 Mm).

Toma de muestras de tejido intestinal. Durante
la fase experimental se sacrificaron 16 cerdos
de la siguiente forma: el dia inicial, o dia uno (dia
del destete), se sacrificaron cuatro cerdos, que
representaron el grupo de referencia para determinar
la absorcion de Lys el dia del destete, antes de
suministrar las diferentes sustancias en estudio. Los
dias cinco, siete y 10 posdestete fueron sacrificados
cuatro cerdos. Todos los cerdos fueron sacrificados
2,5 horas después de su ultima comida. Los animales
se sedaron por inhalacién de didéxido de carbono
durante 3 min y fueron sacrificados por exanguinacién,
mediante seccién de la vena yugular. Después del
sacrificio, los cerdos se colocaron en posicion de cubito
dorsal, se incidi6 la region abdominal y se extrajo
completamente el intestino delgado desde la union
pilérica hasta la valvula ileo-cecal (Segales y Domingo,
2003). El intestino fue alineado y medido en una
mesa sin ningun tipo de tensién. Posteriormente éste
se dividio en tres regiones: duodeno, yeyuno, e ileon
de igual tamafio, y se tomaron 40 cm del centro del
yeyuno. El yeyuno se fragmentd en nueve partes, de
aproximadamente 2 g cada uno, eliminando las zonas
que presenten placas de Peyer. La digesta contenida
en cada una de las partes se removié mediante lavado
por infusién con solucion salina fria segln lo descrito
previamente (Reis de Souza et al., 2005).

Protocolo para induccion de inflamacion ex
vivo.

Medio de incubaciéon. Para mantener el tejido
intestinal en dptimas condiciones durante los procesos
experimentales, se utilizd solucion Ringer preparada
diariamente a partir de las siguientes soluciones:

1. Solucién B: 20,024 g de KHCO,, 1,08 g de K,HPO,
y 1,095 g de KH,PO,; completando hasta un litro con
agua destilada.

2. Solucién C: 2,663 g de CaCl, y 4,880 g de
MgCl,.6H,O; completando hasta un litro con agua
destilada.
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Ambas soluciones fueron conservadas en
refrigeracion en nevera (4-8 °C) y tuvieron como
tiempo de caducidad un mes. El medio de incubacion
se prepard disolviendo 4,09 g de NaCl en 300 mL de
agua destilada, posteriormente se le afiadid 25 mL
de solucion B y por ultimo se adicionaron 25 mL de
la solucion C enrasando con agua destilada aforando
hasta 500 mL. La proporcion final de Solucion By C
en el Ringer, es de 1:20. El pH del medio fue ajustado
a 7,4 con acido citrico.

Técnica de medida de acumulacion tisular de
sustrato. Inmediatamente después del sacrificio,
se dejo expuesto el lado mucosal de cada uno de
los fragmentos a la accién de las sustancias durante
las incubaciones. Cada fragmento fue introducido
en tubos de ensayo que contenian 3 mL del medio
de incubacién, al que se le afiadio la concentracion
deseada de lisina, LPS e inhibidores de la via MAPK
(segun el tratamiento) de la siguiente forma:

- Tubo 1 (S1): solucion de incubacion (nivel basal
de Lys en el tejido).

- Tubo 2 (S2): S1 + Lys 0,91 mg mL* (nivel de Lys
total en el tejido: basal + absorbida).

- Tubo 3 (S3): S2 + LPS de E. coli 7 (0,3 pL mL?).

- Tubo 4 (S4): S3 + Inhibidor 18 a concentracion 10
mM.

- Tubo 5 (S5): S3 + Inhibidor 18 a concentracion 20
mM.

- Tubo 6 (S6): S3 + Inhibidor 18 a concentracion 50
mM.

- Tubo 7 (S7): S3 + Inhibidor 2° a concentracion 10
mM.

- Tubo 8 (S8): S3 + Inhibidor 2° a concentracion 20
mM.

- Tubo 9 (S9): S3 + Inhibidor 2° a concentracion 50
mM.

7 Serotipo 0111:B4 (Sigma-Aldrich®, St Louis, MO,
USA), concentracion 0,3 ug mg* de alimento.

8 Inhibidor de la via MAPK 1: SB-203580 (Sigma-
Aldrich®, St Louis, MO, USA).

° Inhibidor de la via MAPK 1: U-0126 (Sigma-
Aldrich®, St Louis, MO, USA).

Los tubos fueron mantenidos a 37 °C en bafio
termostatizado durante todo el periodo experimental.
Bajo estas condiciones, los tejidos fueron incubados
durante 3 min adicionando el LPS en primera medida
(Tubos 3-9). Posterior a este periodo, los fragmentos
intestinales que pertenecian a los tubos 4-9 (con
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inhibidores de MAPK) fueron incubados por 12
min. Finalmente, cada fragmento (tubos 2-7) se
incubd durante otros 3 min con Lys. Transcurrido
el tiempo de incubacion de 3 min para absorcidn
de Lys, los fragmentos intestinales fueron extraidos
y rapidamente lavados con solucién Ringer fria.
Este paso se realizd con la finalidad de retirar el
sustrato no absorbido y adherido al tejido y detener
el proceso de acumulacion. A continuacion los
fragmentos fueron secados ligeramente en un papel
de filtro previamente humedecido para no dafar el
tejido.

Posteriormente, se pes6 cada fragmento intestinal
y se introdujo en un criovial que fue congelado a
-20 °C y transportado para la realizacion de analisis
de laboratorio. Paralelamente, dos de los nueve
fragmentos intestinales fueron utilizados para
determinar la concentraciéon basal (Tubo 1) y la
concentracion final absorbida de lisina (adicion de Lys
0,91 mg mL?) en el tejido bajo condiciones normales
(Tubo 2). La concentracion de Lys acumulada en
el tejido fue expresada como porcentaje de lisina
absorbida. Lo anterior se calculé con las siguientes
ecuaciones:

Lys acumulada testigo 10 = [Lys final tejido]-[Lys
basal tejido]

Lys acumulada tratamientos =
tratamientos] - [Lys basal tejido]
Lys absorbida (%) = [Lys acumulada tratamientos] /
[Lys acumulada testigo]*100

[Lys final tejido

Determinacion de lisina en mucosa intestinal.
Las muestras de mucosa intestinal obtenidas de los
diferentes segmentos de intestino delgado fueron
procesadas y analizadas en el Laboratorio del Grupo
Interdisciplinario de Estudios Moleculares (GIEM) de
la Universidad de Antioquia. Las muestras fueron
liofilizadas durante dos dias a una presion de 133 x
103 mbar y una temperatura de -40 °C (Labcondo
Freeze Dry System/Freezone 4,5). Una vez liofilizada
la muestra, se triturd con una espatula hasta conseguir
un material muy fino. Al tubo con la muestra triturada
se le agreg6 1 mL de HCl 0,01 M y se agit6 en
un vortex por dos minutos aproximadamente,
hasta conseguir una mezcla homogénea; luego
se centrifugd a 12.000 rpm, por 15 min a 4 °C.
Posteriormente se recogid el sobrenadante que
contenia la extraccion de lisina absorbida y se
guard6 a -20 °C hasta la cuantificacion. Se repitio
este procedimiento de extraccion dos veces hasta
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que se considerd extraida en su totalidad la lisina.
Los sobrenadantes se acumularon en el mismo tubo
y se descartd el material sdlido. El sobrenadante
resultante de las extracciones fue liofilizado en su
totalidad. La muestra resultante del liofilizado es
la muestra de andlisis para la determinacion por
electroforesis capilar, la cual se reconstituyé en 2,0
mL de HCI 0,01 M.

Se utilizd un sistema de electroforesis capilar
(Hewlett-Packard® HP-CE) equipado con un
detector UV-Vis de arreglo de diodos. El control
del instrumento y el procesamiento de datos fue
realizado con el Software Chemstation HP-CE
version A06.03. Para la determinacion de lisina por
electroforesis capilar, se requiri6 acondicionar el
capilar con un medio electroforético que contenia un
visualizador de movilidad similar a la de los analitos
y agentes complejantes. De esta forma, se obtuvo
una buena separacion y mayor sensibilidad. Antes de
cada inyeccién el capilar fue acondicionado por 10
min con el electrolito de corrido (Buffer). La solucion
electrolitica (buffer) fue preparada con un contenido
de 20,0 mM de PDC (2,6-pyridine dicarboxylic acid)
y 0,5 mM de CTAB el cual se utilizd para invertir
el sentido del flujo electroosmotico (EOF). El pH de
este electrolito se ajusté con NaOH 1,0 M hasta un
valor de 12,3. La cuantificacién se realizd por curva
de calibraciéon. Para ello se prepararon estandares
de aminoacidos disolviendo patrones de los mismos
en NaOH 0,1 M o en HCI 0,01 M con el fin de tener
todos los aminoacidos en su forma anidnica. Se
realizd una mezcla en un baléon de 25,0 mL. De
esta mezcla se prepararon diferentes diluciones que
permitieron obtener un intervalo de concentraciones
amplio para elaborar las curvas de calibracién. Los
estandares preparados se inyectaron en el equipo de
electroforesis capilar.

Disefio estadistico. El experimento se realizd
segun un diseno de bloques al azar (para un total
de dos bloques) en un arreglo factorial de 7X4
(siete soluciones experimentales por cuatro periodos
posdestete) (Steel et al,, 1997). Para la conformacion
de los bloques se tom6 en consideracion el peso
inicial de los animales. Cada tratamiento tuvo un
total de cuatro repeticiones. El analisis estadistico
de los datos obtenidos fue desarrollado utilizando el
procedimiento de Modelos Lineales Generales (GLM)
del SAS (2006). Para realizar la comparacion de los
promedios entre tratamientos se utilizd una prueba
de Duncan (P<0,05).
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RESULTADOS

Los cerdos utilizados presentaron un buen estado de
salud y se comportaron normalmente; ademas, no
mostraron incrementos en la temperatura rectal (por
encima de 38 ©°C) durante todo el experimento. Los
cerdos no evidenciaron signo alguno de enfermedad que
causara su retiro o sacrificio inmediato. Al nivel en que se
fijé el suministro diario de alimento no hubo sobrantes.

En la Figura 1 puede observarse que a partir del dia
uno posdestete, en el fragmento intestinal incubado
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con S2 (solucion de incubacién + Lys 0,91 mg mL?),
hay una disminucién en la absorcion de Lys hasta el dia
cinco posdestete. Sin embargo, a partir de este dia, la
absorcion de Lys aumenta, llegando a su nivel maximo
el dia 10 posdestete. No obstante, el fragmento que
fue sometido a S3 (induccién de inflamacion ex vivo)
presentd una disminucion marcada en la absorcion de
Lys, donde los dias mas criticos fueron a partir del dia
cinco hasta el dia siete posdestete, llegando a su minimo
nivel el dia 10, momento a partir del cual no se aprecia
la recuperacion de la absorcion de Lys observada en el
fragmento incubado con S2.

u S2
m S3

7 10

Tiempo (dias posdestete)

Figura 1. Cantidad de Lisina absorbida durante los primeros 10 dias posdestete en fragmentos de intestino
de cerdos con inflamacidn intestinal posdestete e inflamacion intestinal inducida por LPS de Escherichia col.

Los promedios generales de absorcidn intestinal
de lisina (Lys) analizados para cada una de las
soluciones en estudio y periodos posdestete se
pueden observar en las Tablas 3 y 4. Para la
variable absorcién intestinal de Lys, no se encontrd

interaccién estadistica entre las diferentes soluciones
experimentales y los periodos posdestete en que
fueron sacrificados los cerdos, por lo que no fue
necesario analizar y desglosar dichos factores de
manera independiente.

Tabla 3. Absorcion de Lys (%) en intestino de cerdos destetos a los que se les adiciond LPS de Escherichia coli
y dos inhibidores de MAPK durante varios posdestete.

Soluciones (S)

S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9
21,06a 64,58b 93,03c 37,29d 79,00 e 94,14 c 36,81d 6,14
Todos los tubos contenian: Solucién de incubacién+ Lys 0,91 mg mL' (S2); S3: S2 + LPS de E. coli; S4: S3 + Inhibidor 1
(10 mM); S5: S2 + Inhibidor 1 (20 mM); S6: S3 + Inhibidor 1 (50 mM); S7: S3 + Inhibidor 2 (10 mM) S8: S3 + Inhibidor

2 (20 mM); S9: S3 + Inhibidor 2 (50 mM).
Medias con diferente letra son estadisticamente diferentes de acuerdo a Duncan (P<0,01). EEM: Error estandar de la media.

Variables

Absorcion Lys
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Para la variable absorcion intestinal de Lys se observo
diferencia estadistica significativa entre tratamientos
(soluciones) (P<0,01), donde el fragmento que fue
sometido a S3 (absorcion intestinal con induccion de
inflamacion ex vivo) present6 los menores valores
(21%) con respecto a las muestras obtenidas
en S5 y S8 (Tabla 3), las cuales presentaron los
mayores porcentajes de absorcion (93,03 y 94,14%,
respectivamente) (P<0,01). S6 y S9 (concentracion
mayor utilizada, 50 mM) presentaron niveles de
absorcion de Lys mayores que S3 (P<001); sin
embargo, estos porcentajes de absorcion son menores

al ser comparados con que S5 y S8 (ambos afiadidos
de inhibidor a la concentraciéon de 20 mM).

Para los periodos posdestete (Tabla 4), el porcentaje
de absorcién de Lys presentd una disminucion
estadistica significativa (P<0,01) en el dia cinco
posdestete (53,56%) con respecto al dia uno
posdestete (73,96%). Sin embargo, los animales
con 10 dias de destetados presentaron el mayor
porcentaje de absorcion (80,47%), apreciandose una
recuperacion total mayor (P<0,01) que la encontrada
en los animales del dia uno posdestete.

Tabla 4. Absorcidn de Lys (%) en intestino de cerdos a los que se les adicion6 LPS de Escherichia coliy dos
inhibidores de MAPK durante varios periodos posdestete.

Dias sacrificio

Variables
1 5

EEM
7 10

Absorcion Lys 73,96 a 53,56 b

61,10 c 80,47 d 2,38

Medias con diferente letra son estadisticamente diferentes de acuerdo a Duncan (P<0,01). EEM: Error estandar de la

media.
DISCUSION

Este es un estudio pionero en la medicion de absorcion
de lisina en el intestino delgado (yeyuno) de cerdos
destetados precozmente (21 dias de edad). Para
evaluar si la absorcion de lisina en cerdos podria ser
afectada por inflamacién inducida por infecciones
bacterianas, se utilizd un modelo experimental ex
vivo para inducir inflamacidn intestinal utilizando LPS
de E. coli.

Los resultados observados demuestran que la exposicién
del intestino al LPS (S3) tiene efectos negativos de
gran importancia sobre la permeabilidad, transporte y
absorcion de algunos nutrientes, especificamente Lys.
Estos resultados concuerdan con los publicados por
Abad et al. (2001b), quienes encontraron que algunas
endotoxinas bacterianas afectan la absorcion de
azlcares y aminoacidos a nivel intestinal. Esto podria
verse representado por el aumento en el catabolismo de
la proteina y la disminucion en el indice de deposicién
de la proteina de musculo esquelético de los animales
(Liu et al., 2008).

El LPS ha sido catalogado como el principal factor
involucrado en la disfuncién del intestino durante los
procesos de infeccién causados por bacterias gram-
negativas (Abad et al, 2001a; 2002a). Debido a lo
anterior, la disminucién en el porcentaje de absorcion
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de Lys observada en este trabajo a partir del dia
uno hasta el dia siete posdestete, es consecuencia
del efecto del LPS. Estudios in vitro e in vivo indican
que ante la presencia de algunas toxinas bacterianas
(principalmente LPS) e infecciones microbianas
(Stadnyk, 2002; Gopal et al, 2008), y durante los
procesos fisioldgicos desencadenados por el destete
(Pié et al, 2004; Garriga et al, 2005), se estimula
la producciéon de una variedad de citoquinas y de
mediadores inflamatorios como TNF-o, IFN-y y ciertas
Interleuquinas (IL), los cuales pueden influenciar la
permeabilidad y el transporte de iones y nutrientes
(Bauer et al., 2006; Davis et al., 2006; Liu et al,, 2008).

El TNF-a ha sido involucrado en la disfuncién mucosal
intestinal inducida por el LPS (Mullin y Smock, 1990),
considerandose por tanto, que esta citoquina puede
actuar como reguladora directa o indirecta del trasporte
idnico y de la permeabilidad epitelial intestinal (McKay y
Baird, 1999). Ademas, la produccion de TNF-o. durante
episodios de estrés e infecciones bacterianas, provoca
la reduccion del flujo sanguineo y de la absorcion de
nutrientes a nivel intestinal y favorece la presentacion
de diarreas (Koopmans et al., 2006).

Aunado a lo anterior, en este estudio el efecto que
tuvo la adicién de LPS de E. coli sobre la capacidad
funcional del intestino, podria deberse a que este
compuesto puede activar una gran variedad de
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mediadores y rutas de sefializacion intracelular (Pié et
al.,, 2004; Amador et al., 2007) que afectan el normal
desarrollo celular (Garc{ia et al, 2008) e inducen
inflamacion del tejido. Una vez que se inician estas
cascadas de sefializacion sobreviene una respuesta
sistémica no regulada que puede terminar en un
estado séptico, fallo organico multiple y por ultimo,
la muerte (Hewett y Roth, 1993; Burrell, 1994). Una
de las muchas vias de sefializacion implicadas es la
via de las proteinas quinasas activadas por mitdgeno
(MAPK) (Ono y Han, 2000).

Las via de senalizacién MAPK es una de las mas
estudiadas, ya que estan involucradas en numerosos
procesos celulares incluyendo funciones basicas
como la proliferacion, diferenciacion, supervivencia
y apoptosis celular (Kolch, 2000). Ademas, las MAPK
desempefian un papel central en la regulacion de
una variedad de respuestas inflamatorias, entre
las que se encuentran la expresion de mediadores
proinflamatorios como el TNF-a y la IL-1 (Waetzig et
al,, 2002; Roy et al., 2010; Yuang et al., 2010). Como
se mencion6 anteriormente, el TNF-a disminuye la
absorcion de algunos aminoacidos por interferir con
el funcionamiento de los sistemas de transporte a
nivel de membrana de borde en cepillo (Palacin et
al.,, 1998; Abad et al., 2002b).

En esta investigacion, la adicion de diferentes
concentraciones de inhibidores de la via MAPK al
tejido intestinal después del contacto con el LPS
aumentd el porcentaje de absorcion de Lys, en
comparacion de los tratamientos que carecian de
dichos inhibidores. Esto podria deberse al efecto
directo de los inhibidores, ya que la via de las MAPK
esta interconectada con la expresion del TNF-a. Esta
citoquina activa los tres principales miembros de la
familia de las MAPK (p38 MAPK, JNK y p42/44 MAPK)
(Amador et al., 2008), los cuales controlan y activan
la respuesta celular de la inflamacion in vitro (Van
den Blink et al., 2001).

En la actualidad se dispone comercialmente de
diversos inhibidores de MAPK, los cuales son
altamente especificos segin el tipo de quinasa a
inhibir. El inhibidor SB-203580, es altamente selectivo
para la p38 MAPK quinasa (Cuenda et al., 1995) y el
inhibidor U-0126 es selectivo de la MAPKK, MEK-1 y
MEK-2; ademas, es un inhibidor débil de PKC, Raf,
ERK, JNK, MEKK, MKK-3, MKK-4/SEK, MKK-6, Abl,
Cdk2 e inhibe la transactivacion de AP-1 (Duncia et
al., 1998).
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Sin embargo, Liu et al (2008) mencionan que la
adicién de altas concentraciones de inhibidores de
MAPK, podria causar un antagonismo o desequilibrio
en los procesos de absorcion intestinal de aminoacidos.
Este hecho podria haber causado la diminucion en
los procesos de absorcion de lisina a nivel intestinal
en esta investigacion cuando se adiciond la maxima
concentracion (50 Mm) de ambos inhibidores de MAPK.

CONCLUSIONES

El LPS de E. coli tiene un gran efecto sobre la
funcionalidad intestinal, provocando alteraciones
importantes, cuyos efectos contribuyen a la interrupcion
de los mecanismos de transporte intestinal de lisina.

Eluso deinhibidores de MAPK mejoran los mecanismos
de transporte y absorcion de lisina durante el
desarrollo de enteropatias de origen infeccioso en
cerdos recién destetados afectados por LPS. Sin
embargo, la adicion de altas concentraciones de
estos inhibidores de MAPK puede afectar igualmente
los procesos de absorcion de lisina a nivel intestinal.
Mas investigaciones sobre los mecanismos de accion
de estos inhibidores y de las dosis adecuadas, son
necesarios para su posible empleo como estrategia
terapéutica.

El desarrollo de la técnica de inflamaciéon ex vivo
en lechones podria ser utilizada ampliamente como
modelo para estudiar la etologia de la disfuncion
intestinal humana. Ademads, el conocimiento de
coémo el LPS de E. coli provoca diarreas y disminuye
la absorcidon de nutrientes a nivel intestinal, podria
tener importantes implicaciones tanto para la
nutricion animal como para la medicina humana.
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