ADICION DE LISINA Y TREONINA AL SORGO Y SU EFECTO SOBRE LA
RESPUESTA INMUNOLOGICA DE CERDAS GESTANTES'

RESUMEN

Cien cerdas hibridas fueron emplea-
das en dos experimentos para evaluar
13 respuesta inmunoldgica de cerdas
gestantes ante el empleo de las
siguientes raciones isonitrogenadas:
sorgo-pasta de soya (12% P.CJ;
sorgo (Basal); basal + L-treonina;
Basal + L-lisina:HClI y basal +
L-treonina + L-lisina-HCl. Los crite-
rios de respuesta productiva al parto
respondieron positivamente a la adi-
cién de lisina. En el primer experi-
mento, las cerdas . alimentadas con
dietas adicionadas de treonina tuvie-
ron titulos mas altos de anticuerpos
vs. albumina sérica bovina en plasma
{P<0.03) y en el suero del calostro (F¢
. 0.06). Esta respuesta fue también
observada en el plasma de lechones
{P< 0.07) provenientes de cerdas que
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recibieron lisina durante la gestacioén.
Cuando el dextran fue empleado co-
mo antigeno la adicion de cualquiera
de los dos aminoacidos tendid (P¢
0.17) a aumentar la respuesta materna
en cuanto a anticuerpos circulantes,
observandose en el plasma sanguineo
de los lechones una respuesta defini-
da por la interaccion entre lisina y
treonina (P<0.10).

Al medir el rechazo de aloimplan-
tes de piel en las cerdas, séio un
efecto de la adicion de lisina (P¢0.007)
pudo ser detectado; las cerdas bajo
estos tratamientos rechazaron los im-
plantes con mayor rapidez. Sin em-
bargo, 95% de todos los aloimplantes
fueron rechazados 30 dias después de
la cirugia, independientemente de los
tratamientos nutricionales. Estos re-
sultados indican que las respuestas
celulares se ven frenadas en {a ausen-
cia de un nivel adecuado de lisina.
Por otro lado, los titulos de 1gG son
aparentemente mas altos en cerdas
consumiendo sorgo adicionado con
treonina. Sin embargo, una deficiencia
de treonina parece/no tener mayores
consecuencias sobre la capacidad
productiva de la cerda, ya que la
adicion al sorgo de sélo lisina fue
suficiente para mantener la ganancia
de peso de la cerda durante la
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gestacion y transferir suficientes anti-
-cuerpos a la camada.

INTRUDUCCION
En dos trabajos previos (Cuardn,

Chapple y Easter, 1984a; 1984b) al
emplear criterios de respuesta corpo-

rales, i.e., retencién de nitrdgeno,’

ganancia de peso y comportamiento
productivo durante la lactacion, defi-
nimos a la lisina como el primer
aminoacido limitante del sorgo para
cerdas gestantes. Sin embargo, la
suplementacion con treonina previno
una depresién en los niveles circulan-
tes de IgG al final de la gestacién.
Asi, esto dio como resultado una apa-
rente respuesta al segundo aminoaci-
do limitante, alin en ia ausencia de
niveles adecuados del primer limitan-
te. Hallazgos similares han sido pre-
viamente descritos por otros autores
(Kenney et al., 1970; José y Good,
1973; Lotan et al., 1980). En vista de
estos resultados y al considerar que
el contenido de treonina en las inmu-
noglobulinas es relativamente alto
(Wilkinson y Crumpton, 1963; Smith y
Greene, 1947), propusimos a la treoni-
na como el primer aminoacido limi-
tante de la proteina del sorgo para el
mantenimiento de los niveles circu-
lantes de IgG en la cerda gestante.
Sin embargo, resulta cuestionable si
una deficiencia, naturalmente ocurren-
te, de treonina puede resultar en una
menor proteccion contra la invasion
de un antigeno.

En estos experimentos evaluamos
el efecto de la lisina, Ia treonina o de
ambas adicionadas al sorgo sobre la
respuesta inmunolégica de cerdas
gestantes, medida ésta como ia unién
de anticuerpos a antigenos especifi-
cos y el rechazo de aloimplantes de
piel. Los antigenos fueron selecciona-
dos por sus caracteristicas contras-
tantes, ya que la albimina sérica
bovina genera una respuesta humoral

82

después de la mediacién de células T,
mientras que el dextran funciona
como un antiegeno timo-independien-
te (Katz y Bencerraf, 1972; Bellanti,
1978). Los aloimplantes de piel fueron
empleados para observar las respues-
tas inmunoloégicas celulares, ya que el
rechazo de un tejido implantado es
basicamente el resultado de citotoxi-
cidad (Billingham vy Silvers, 1961;
Cerrotini y Brunner, 1974; Carpenter,
D’Apice y Abbas, 1976).

MATERIAL Y METODOS

Un total de 100 cerdas hibridas, muiti-
paras (con un promedio de 1.6 pari-
ciones previas}, y con un peso inicial
promedio de 184.5 kg, fueron usadas
en dos experimentos. Los tratamien-
tos fueron impuestos 56 dias después
de la monta (previa confirmacion de
la gestacién) y las cerdas fueron alo-
jadas hasta el dia 109 de gestacién en
jaulas individuales dentro de un edifi-
cio de ciima controlado. A partir del
dia 110 de gestacion las cerdas se
alojaron en jaulas de paricion.

A las cerdas se les asigné total-
mente al azar una de las 5 raciones de
gestacion (Cuadro 1): sorgo-pasta de
soya (12% P.Q; sorgo-L-acido gluta-
mico (basal, 12% P.C.) y las isonitro-
genadas; basal + L - treonina; basal
+ L-lisina-HCl y basal + L-treonina
+ L-lisina.HCL. Cada animal fue
alimentado individuaimente a razén de
2.0 kg/dia en una sola comida.

Experimento 1.

Para medir la respuesta de la union
especifica antigeno-anticuerpo, 13
cerdas por tratamiento fueron inyecta-
das intramuscularmente con 1 mg/kg
de peso corporal de albumina sérica
bovina (ASB)! en un adyuvante com-

1 Libre de globulinas. Sigma Chemical Co.,
St. Louis, Mo., U.S.A.



CUADRO 1. COMPOSICION DE LAS RACIONES BASAL Y DE REFERENCIA?,
Ingrediente (%) Racidn

Sorgo - Pasta de soya ,Basal
Sorgo 91.62 92.45
Pasta de ‘soya 5.80 -
Almidén de maiz -— 0.45.
L-dcido glutdmico e 4.50
Fosfato dicdlcico 1.71 1.90
Roca fosforica 0.42 0.25
Vitaminas® 0.10 0.10
Minerales trazab‘ 0.35 0.35
Total 100.00 100.00
COMPOSICION ANALIZADA, %
Nitrégeno 1.92 1.92
Lisina 0.37 0.19
Treonina 0.35 0.22

a) Las raciones experimentales se prepararon al afiadir a la racién -
basal L-1isina-HC1 (0.288% para resultar en un consumo de 8,50 g
de Tisina/dia) y/o L-treonina (0.15% para resultar en consumo de

6.80 g de treonina/dia).

Las adiciones de aminodcidos se hicie~

‘ron ajustando los niveles de almidon y L-dcido glutam1co para re-
-sultar en raciones isonitrogenadas.

b} Cuarbn, Chapple y Easter, 1984b.

pleto de Freund durante los dias 95 y
109 de gestacu‘m Para observar las
respuestas primarias y secundarias,
las cerdas fueron sangradas por pun-
cién de la vena cava anterior y de la
vena marginal auricular durante los
dias 100 de gestaciéon y al parto,
respectivamente. El plasma fue alma-
- cenado {-20°C) para su posterior ana-
lisis. Los lechones (3 por camada) se
sangraron 6 h después del nacimiento
por puncion de la cava, obteniendo el
plasma en forma inmediata y conge-
landoto {-20°C) para su almacenamien
{o. Se obtuvieron muestras de calos-
tro, al parto, que fueron procesadas
(Cuardn, Chapple y Easter, 1984) para
{a obtencion del suero. ,

Las muestras de plasma sanguineo
y suero de calostro fueron sujetas a la
prueba de Farr (Farr, 1958}, que se
basa en la precipitacién cuantitativa
de gammaglobulinas en una solucién
saturada (50%) de sulfato de amonio.
En la prueba, '2%|-ASB es afadida a
diluciones seriadas del espécimen vy
los titulos de unidn antigeno-anticuer-
po son calculados a partir de Ila
emision de rayos gamma en el preci-
pitado. La iodinacién de la ASB se
logré por el método de cloramina-T,
segun fue descrito por Farr en 1958.
El promedio de actividad especifica
de 125|.ASB empleada fue de 1.08 x
10° cpm/mg y 0.050 mg de la ASB
iodinada fueron afiadidos por tubo de
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reaccion. Adicionalmente las mues-
fras de plasma sanguineo y de suero
de calostro fueron analizadas para
determinar proteina total {(Lowry et
al., 1951) e IgG, empleando placas
comerciales ¢ para inmunodifusion ra-
dial (Mancini, Carbonara y Heremans,
1965) .

Para poder evaluar la citotoxicidad
celular, se hicieron aloimplantes al
dia 100 después de la monta, siguien-
do las recomendaciones de Billin-
gham y Silvers (1961). Para ello, pares
de cerdas fueron inducidas a aneste-
sia general empleando pentobarbital
sbdico y dos porciones de tejido
cutaneo {8 cm de diametro) fueron
tomadas de la porciéon dorsal de la
region lumbar de cada cerda. Una de
las porciones de tejido fue reimplan-
tada en la misma cerda (homoimplan-
te), mientras que la otra fue implanta-
da en la otra cerda (aloimplanie). El
homoimplante fue empleado como un
control para la técnica. Para asegurar
la permanencia de los implantes,
éstos fueron suturados en 4 puntos
con sutura absorbible (cat gut croémi-
co del calibre 0) y un antibidtico topi-
co fue aplicado (en base oleosa)
durante las primeras 48 h después de
implantado el tejido. Lo anterior fue
hecho para evitar vendajes que pudie-
ran haber impedido la detecciéon de
rechazos tempranos. Todos los im-
plantes fueron observados diariamen-
te y el rechazo fue registrado a la
primera evidencia de éste, empleando
como criterio el obscurecimiento y la
observacion de arrugas en el tejido
transplantado, posteriormente el re-
chazo fue confirmado por desprendi-
miento del tejido. Los casos de
aceptacion del implante fueron confir-
mados por la ausencia de signos de
rechazo después de 14 dias de realiza-
da la cirugia, lo cual se asegurd por

2 Research Products, Miles Laboratories,
Inc., Elkhart Indiana, U.S.A.
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la evidencia de crecimiento de pelo en
el tejido implantado 30 dias después
de la cirugia. Los casos en los
que los aloimplantes fueron dafados
mecanicamente (por rascado) u obvia-
mente infectados (e.g., descarga pu-
rulentad), asi como los individuos en
los que los homoimplantes fueron
aparentemente rechazados fueron ex-
cluidos de la cuenta de rechazos.

Experimento 2.

La unidon especifica de anticuerpos
contra dextran fue medida en 7 cerdas
por tratamiento con una modificacion
de la prueba de Farr (Farr, 1958), se
utitiz6 como antigeno dextran de alto
peso molecular®. La jodinaciéon del
dextran se consiguid por la adicion de
tiramina, después de la oxidacion de
la molécula con metaperiodato de
sodio, seguida de iodinacion utilizan-
do cloramina-T (Keck, 1979 . Enton-
ces el '#|-tiraminil-dextran (con una
actividad especifica promedio de 6.25
x 10 cpm/mg) fue afadido a razdn de
0.040 mg por tubo de reaccion. Los
procedimientos generales, de inmuni-
zacion y sangrado fueron segun se
describié en el experimento 1.

Los criterios de respuesta comu-
nes a ambos experimentos, (i.e., cam-
bio de peso durante la gestacion (dia
56 al dia 100 después de la monta),
numero y peso de los lechones vivos
al parto, proteina e IgG en plasma
sanguineo y suero de calostro, fueron
analizados estadisticamente siguiendo
un modelo completamente al azar
{Steel y Torrie, 1980), incluyendo el
efecto de experimento. Cuando el
efecto de experimento no fue signifi-
cativo (P>0.25), los términos del error
fueron sumados para probar los efec-
tos de dieta. El analisis de varianza se
siguid conforme a un disefio comple-

3 A partir de Leuconostoc mssenteroides,
cepa B-512, con peso molecular promedio de

79,000. Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo.
U.S.A.



tamente al azar con los tratamientos
arreglados como un factorial 2 (nive-
les de lisingg por 2 ({niveles de
treonina) con un tratamiento de refe-
rencia (sorgo-pasta de soya). Las

comparaciones en el arregio factorial -

fueron hechas por grado unico de

libertad para encontrar efectos de

lisina, treonina o de la interaccion de
ambos, © bien para comparar el
tratamiento de referencia con el resto.

Para tener una indicacién de la
afinidad antigeno-anticuerpo, la unién
especifica fue estadisticamente anali-
zada al comparar las pendientes (en la
porcion lineal descendente de la cur-
va) obtenidas a partir de:

Y =i +PiXij +g&ij, en donde:

Y = porciento de union especifica
observado {cpm en la muesira,
menos cpm de resonancia sobre
el total de cpm en el ensayo);

«i= interseccion {concentracion
mas aita de la muestra en la que
menos del 100% de la unidn
antigeno-anticuerpo fue observa-
da);

i = pendiente de la regresion atri-
buible al tratamiento (i.e., depre-
sién en el % de unidon al incre-
mentar el factor de dilucion);

Xij = logaritmo base 10 del factor de
dilucién;

£1j = Error experimental

Los resultados de cada muestra
fueron integrados a la ecuacion de
regresién y el titulo al 33% de unién
fue predicho; asi los resultados se
expresan como el logaritmo base 10
del factor de dilucion al que se
obtuvo el 33% de la union antigeno-
anticuerpo (log CU-33), éstos fueron
entonces sujetos a un andlisis de
varianza segln se propuso para los
criterios de produccion.

El rechazo de los aloimplantes se
analizé estadisticamente al comparar
las pendientes de la porcién recta de
la curva de rechazo, integrando el %

de rechazos en funcién de los dias

posquirargicos a un modelo de regre-

sién lineal:

Y =«i+8iXij +£ii, en donde:

Y = casos de rechazo, % (n(mero
de casos de rechazo/el total de
casos x 100);

i = interseccién

Ai = pendiente de la linea de regre-
sién por tratamiento (rechazo, %
en funcién de los dias);

Xij = variable independiente (tiempo,
en dias, a partir de que el primer
caso de rechazo fue observado y
hasta el parto).

$i)= error experimental

Los analisis estadisticos se siguie-
ron segun las recomendaciones de
Steel y Torrie (1960) y los célculos
fueron facilitados por ei Sistema de
Analisis Estadistico (SAS, 1979).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los criterios de respuesta productiva,
la proteina e IgG plasmaticas, asi
como los contenidos en el suero del
calostro fueron similares (P>0. 25 en
ambos experimenios, por (o que los
resultados fueron unidos y analizados
en conjunto, y se resumieron en los
Cuadros 2 y 3. La ganancia diaria de
peso en las cerdas {(Cuadro 2) fue
superior {(P<€0.01) ante la adicion de
lisina a la dieta basal y aunque
numéricamente {P<0.13) ios pesos de
los lechones parecieron ser superiores
ante la adicién de lisina a las dietas
de las madres, el tamafo y peso de
las camadas al nacimiento no fueron
afectadas (P>0.20) por el tratamiento
durante gestacion. Los resuitados de
las determinaciones de proteina total
e 19G en plasma sanguineo y suero de
calostro (Cuadro 3 s6lo sugirieron
diferencias en ¢l caso del plasma de
las cerdas, al responder la proteina
plasmatica a la suplementacién con
lisina (P < 0.12), mientras que IgG
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CUADRO 2.

COMPORTAMIENTO PRODUCTIVO DE CERDAS CONSUMIENDO RACIONES BA-
SADAS EN SORGO DURANTE LA SEGUNDA MITAD DE LA GESTACION?.

Criterio Tratamiento EEMb
- S-Soya Basal (B} B+Tre B+Lis B+Tretlis

Peso inicial, kg 186 187 185- 183 184 4.200

Ganancia de peso/cerda

(g/d1a)¢ 320 230 230 310 360 25.600

Lechones vivos al parto 10.70 10.70 10.90 20.60 10.80 0.460

Peso de 1a camada al

parto (kg)d 15.14  13.81  14.08 14.13 14.89 0.587

Peso del lechdn al

parto (kg)d*® 1.42 1.2  1.30 1.33 1.38 0.040

a) 20 observaciones por tratamiento en 2 experimentos; no se encontrd

efecto del experimento (P >>0.25).

al dia 56 de gestacifn.

b) Error estindar de la media.

Los tratamientos se impusieron

¢) La ganancia diaria de peso se calculd del dia 56 de gestacion al -
dia 109, encontrandose un efecto por la adicidén de lisina {P£0.01)}

d) Lechones nacidos vivos.

e) Respuesta (P« 0.13) a la adicidn de lisina.

resultdé mas elevada (P < 010 en
cerdas que recibieron treonina suple-
mentaria. El efecto de la adicién de
aminoacidos al sorgo coincide con
nuestras observaciones previas (Cua-
rén, Chapple y Easter, 1984a; 1984h) y
con los resultados de otros autores
{Rippel et al., 1965a; 1965b; Hesby et
al., 1970; Baker et al., 1970; Mahan,
1977; Corley et al., 1983), al sefalar
que la deficiencia del primer aminoa-
cido limitante, lisina en este caso,
redujo la ganancia de peso de las
cerdas durante gestacion, sin afectar
el peso de la camada al nacimiento.
Asi, puede concluirse que la sola
‘adicion de lisina al sorgo para la
formulacién de raciones de gestacién,
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es suficiente para resultar en una
buena respuesta productiva al parto.
La respuesta a treonina en el plasma
sanguineo de las cerdas confunde el
cuadro.

Ei requerimiento por treonina se
incrementa al aproximarse el parto
(Rippel et al.,, 1965b), hecho que
aparentemente responde a la observa-
cién de una elevada concentracion de
este aminoacido en el calostro (Bea-
com y Bowland, 1951}, reflejo del
gran contenido de treonina en las
inmunoglobulinas (Smith y Greene,
1947). Por otro lado, la cerda parece
tener una especial habilidad para
sustraer las proteinas plasmaticas
para la sintesis del calostro (Porter,



CUADRO 3.

PROTEINA E IgG EN PLASMA SANGUINEOD Y SUERD DE CALOSTRO EN RES

PUESTA A RACIONES DE GESTACION BASADAS EN SORGO®.

Criterio Tratamiento EEMb
B+Soya Basal (B) B+Tre Bt+Lis B+Tre+lLis
--------- Proteina {g/100 m1) ————
Plagma de las cerdasc’d 6.50 6.30 6.37 6.60 6.47 0.129
Suero del calostro® 15.46  15.32  15.59 15.56 15.63 0.736
Plasna de los lechones® 4.56 4.69 4.41 4.46 4.39  0.256
-------------- Ig6 (mg/m}) -
Plagna de las cerdas®’  16.40 14.57  15.86 15.20 16.12 0.528
Suero de calostro® 63.17 61.45  60.07 62.49  64.38 3.317
Plasnade los lechones®  11.85 11,001  11.70 12.31  11.18

0.974

a} Medias de 20 observaciones por tratémiento; 3d§ tratamientos fueron
impuestos a partir del dia 56 de gestacidn.

b) Error estdndar de la media.

c} Las muestras se obtuvieron al parto.

d} Respuesta (P < 0.12} a la adicidn de lisina.

e} Las muestras fueron tomadas 6 hs después del nacimiento.

f) Respuesta {P« 0.10) a la adicibn de treonina.

1976), lo que explicaria la ausencia de
diferencias en caiostro y, por ende,
en el plasma de los lechones. Sin
embargo, el hecho de haber observa-
do una respuesta a treonina para el
mantenimiento de la IgG plasmatica
en la cerda parturienta, nos hace
sugerir a este aminoacido como pri-
mer limitante en el sorgo para esta
funcién; lo que nos conduce a pre-
guntarnos-sobre la importancia relati-
va de aminoacidos especificos para el
mantenimiento de respuestas inmu-
nes. Kenney et al.,, (1968; 1970
encontraron un diferente orden de
limitancia de aminoacidos que depen-
de del criterio de respuesta empleado
para evaluar las dietas (en su caso,
crecimiento y respuesta inmunolégi-

ca), esta respuesta diferencial apoya
nuestras observaciones y confirma las
de Lotan et al., (1980), que definie-
ron, en gluten de trigo para ratas, a la
lisina como el primer aminoéacido
limitante para el crecimiento y a la
treonina como el primer limitante para
la respuesta inmunologica.

Al medir los titulos de la unidn
especifica antigeno-anticuerpo como
un desafio controlado a la capacidad
inmunolégica del animal, que requiere
de una mayor sintesis de proteina de
alta especificidad, esperamos mostrar
la necesidad de suplementaciéon con
treonina a cerdas gestantes alimenta-
das con la racién basal {dependientes
de la calidad de proteina del sorgo}.
Los titulos de anticuerpos al ser
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CUADRO 4.

ACTIVIDAD ESPECIFICA DE ANTICUERPOS vs. ASB EN EL PLASMA DE

CERDAS Y LECHONES, Y.EN EL SUERO DEL CALGSTRO, DE GERDAS RE
CIBIENDO RACIONES BASADAS EN SORGO, DURANTE LA SEGUNDA MITAD

DE LA GESTACION.

Parnetro Tratamtento?d EEMb
S-Soya  Basal (B) B+Tre B+Lis B+Tre+lis
e e Plasna de Jas cerdas ~-mmmmmemcmccena
Interseccifn 97.69 91.46 97.06 93.13 99.18 2.848
Pend iente ~35.84 34,11 ~34.60 =~33.75 -35,92 1.427
Log CU-33¢4 1.80  1.69 1.83  1.78 1.84  0.038
--------------- Suero del calostrp —-—-mmemeccemmmn~
Interseccidn 109.87 87.48 99.54 101.00 104.79 4.495
Pendiente -37.23 -29.96 -33.98 -35.61 -35.10 2.252
Log cv-33¢>T 2.2 1.74 1.91  1.87 2.00 0.078
——————————————— Plasma de los lechones ==e—-—cmmmeu-
Interseccidn 53.10 40.97 48.29 50.56 53.52 2.639
Pendiented -28.80 -22.26 -25.88 -27.96 -29.46 2.095
Log CU-33¢9 0.58  0.25 0.45  0.53 0.59  0.114

a) Los tratamientos se impusieron al dia 56 de gestacion.

b) Error estandar de la media.

c) Logaritmo base 10 de] factor de dilucidn al que se predijo de las
ecuaciones individuales de regresion el 33% de union del,anticuer-
po al antigeno (% de unidn vs. el factor de dilucidn); r°>0.86.

d) Respuesta a la adicidn de treonina {P < 0.03).
e) Respuesta a la adicidon de Tisina (P < 0.13).
f) Respuesta a la adicidn de treonina {P. 0.06).
g) Respuesta a la adicidn de lisina (P« 0.07).

expresados como el porciento de
unién al antigeno, son una medida de
concentracion y de la afinidad relativa
del anticuerpo por el antigeno. Por lo
que, dos especimenes que muestren
un titulo similar de anticuerpos pue-
den ser el resultado de una baja
concentracion de anticuerpos de alta
afinidad o una alta concentracién de
los mismos pero de baja afinidad, Por
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lo tanto, al comparar la capacidad de
unién del anticuerpo al antigeno ante
diluciones seriadas, es posible llegar
a obtener una estimacidén de la afini-
dad de los anticuerpos.

Aunque se detectaron anticuerpos
vs ASB en el plasma de las cerdas al
dia 1080 de gestacién {.e., 5 dias
después de la primera inmunizacién),
el titulo promedio fue muy bajo (log


http:P.::::.o.03

CU-33=-1.035 y fue confundido en
muchos casos con las cuentas ‘de
resonancia del ensayo (éstas repre-
sentaron aproximadamente et 5% del
total de cpm afadidas por tubo de
ensayo). El Cuadro 4 resume los
resultados obtenidos después de la
inmunizacion secundaria para la unién
especifica anti-ASB en el plasma
materno, suero del calostro y plasma
de los lechones. El titulo de anticuer-
pos (log CU-33) fue mas alio (P£0.03
en cerdas que recibieron treonina
suplementaria; este mismo efecto de
treonina se repitid en el suero del
calostro (P« 0.06); mas aun, en la
comparacién de las pendientes sugi-
rié un efecto de la adicion de lisina a
la dieta (P< 0.13), esto es, los titulos
de anticuerpos vs ASB declinaron
.mas rapidamente al incrementar gra-
dualmente el factor de dilucion en las
muestras provenientes de animales
suplementados con lisina. En contras-
te, el log CU-33 en el plasma de los
{echones respondidé positivamente
(P<0.07) a la suplementaion de lisina
en las madres, mientras que las
pendientes de las lineas resultaron
con un efecto debido a treonina (P<

0.03).

. Similar a lo observado en la res-
puesta primaria anti ASB, la respues-
ta primaria vs dextran no fue del todo
confiable, lo que se complica en este
caso por un alio porcentaje de cuen-
tas de resonancia {aproximadamente
el 30% del total de cpm por tubo de
ensayo); estc quiza se debié a la
precipitacion del '®3)-tiraminil-dextran
en la solucidén saturada al 50% con
sulfato de amonio4 . Sin -embargo,
debe mencionarse que el titulo obte-
nido después de la inmunizacién
primaria {log CU-33= 1.036) fue nota-
4 En experiencias futuras, este problema
podria ser prevenido iodinando dextran de
menor peso moiecular (i.e., 10,000 para fa

parte in vitro del experimento, ya que los
determinantes antigénicos serian idénticos.

blemente mas alto que aquél observa-
do en el caso de ASB. Es posible que
la respuesta primaria no se haya
detectado va que las cerdas, al
nacimiento fueron tratadas {intramus-
cularmente) con soluciones de hierro
dextran, fo que deja abierta la posibi-
lidad de que los animales hubiesen
tenido una respuesta anamnésica. De
cualquier forma los resultados ante la
segunda inmunizacién experimental
son validos para observar una res-
puesta secundaria tipica. Los titulos
vs dextran (log CU-33), asi como las
pendientes e intersecciones de las
curvas para ias muestras de plasma
sanguineo y suero de calostro, se
resumen en el Cuadro 5. La dnica
diferencia detectada en este caso fue
para el log CU-33 del suero del
calostro del tratamiento de referencia
vs Basal + treonina + lisina (P<
0.03), mientras que en el plasma de
los lechones gse encontré una interac-
cion entre lisina y treonina (R<0.10),
al ser mas altos los titulos en
lechones provenientes de cerdas su-
plementadas con ambos aminoacidos.

Los desafios antigénicos fueron
empleados para evaluar el efecto de
deficiencia como un factor limitante
en la sintesis de proteina por los
linfocitos. Asi, las diferencias en
respuesta obtenidas con el uso de
ASB o dextran como antigenos puede
residir en las caracteristicas intrinse-
cas de éstos.

La ASB es una molécula compleja,
que como antigeno, para observar
respuesta, requiere de la cooperacién
de linfocitos B y T, en cambio,
dextran funciona como un mitégeno
de las células B. Asi la respuesta
generada por este antigeno provoca la
sintesis de diferentes clases de inmu-
nogiublinas, 10 que a su vez resulta
en diferentes comportamientos ho-
meostaticos de los anticuerpos. El
ritmo catabdlico de IgA como res-

89



CUADRO 5,

ACTIVIDAD ESPECIFICA DE ANTICUERPOS vs. DEXTRAN EN EL PLASMA DE

CERDAS Y LECHONES Y EN EL SUERO DEL CALOSTRO DE CERDAS RECIBIEN
DO RACIONES BASADAS EN SORGO DURANTE LA SEGUNDA MITAD DE LA GES

TACION.
) a

Parimetro Tratamiento epmP

S-Soya Basal {B) B+Tre B+lis B+Tretlis

------------- Plasma de las cerdas -wemmmemcccmcean.
Interseccidn 83.11 81.28 79.97 76.45 77 .43 5.028
Pendiente -23 .45 -25.67 -21.72 -19.98 -20.04 3.033
Log UC-33C 2.14 1.93 2.16 2.18 2.23 0.100

-------------- Suero del calostro ------memmccmcenn-
Interseccion . 46.62 44.76 73.88 74.06 76.29 3.481
Pendiente -15.49 -19.18 -17.67 -17.01 -18.07 2.11%
Log UC-BSC*d 2.60 2.28 2.27 2.45 2.20 0.118

------------ Plasma de los lechones =-wem—ecmmemmmo—-
Interseccion 46.62 44.76 45.14 44.31 47.86 1.957
Pend'jente -14.62 ~13.26 -14.44 -12.43 -14.25 1.180
Log UC-33°+€ 0.93 0.85 0.80  0.90 1.01 0.104

a) Los tratamientos se impusieron al dia 56 de gestacion.

b) Error estandar de la media.

¢} Logaritmo base 10 del factor de dilucion al que se predijo de las ecua

ciones individuales de regresidn el 33% dg
(% de unidn vs. el factor de dilucidn). r

unidn antigeno-anticuerpo -
= 0.84.

d} Soya es diferente (P < 0.03) de.B + Tre + Lis.
e) Interaccidn entre lisina y treonina (P <.0.10).

puesta secundaria a lgm inicial (las
clases generadas por inmunizacion
con dextran) es independiente de la
concentraciéon sérica (Fahey y Sell,
1965); en cambio, el catabolismo de
1gG (generada por ASB) es directa-
mente proporcional a su concentra-
cién en la circulacion periférica (So-
lomon et al., 1964; Fahey y Robein-
son, 1963}; Dubiski y Fradette, 1966)
y por lo tanto mas susceptible a los
cambios inducidos en el metabolismo

90

proteico por dietas inadecuadas en
aminoacidos (Lanza-Jacoby et al.,
1982 ; de aqui que en la evaluacidn de
la respuesta empleande ASB como
antigeno se haya encontrado una
mayor definicién que ante el uso de
dextran.

Al observar que los patrones de
respuesta en el calostro y en el
plasma de los lechones no correspon-
dieron con los obtenidos en las
cerdas, los resultados sugieren un



transporte selectivo de las moléculas
de los anticuerpos generados favore-
ciendo la transferencia de inmunidad
a la progenie. El transporte de IgG
esta bien fundamentado, mientras que
el de IgA parece ser no tan claro
(Kaeberle y Segre, 1964; Porter, 1969).
En el caso de IgG, se sabe que la
fraccién constante de ia molécula es
transportada a través de membranas
mas eficientemente que la porcion
variable y esta porcidén constante
parece ser el factor determinante para
el establecimiento de las constantes
de degradacion de la molécula, sien-
do éstas en proteinas de elevada
afinidad (Voss y Voss, 1977). Lo
anterior quiza explique por qué la
concentracion inicial de los anticuer-
pos (interseccion) fue en general mas
alta en el caso de los animales
suplementados con treonina, pero a
medida que se incrementd el factor de
dilucién, el titulo fue mayor en el
caso de los animales que recibieron

CUADRO 6.

lisina adicional (denotado por ia pen-
diente de Ia lines), lo que definiria a
fos anticuerpos de los animales que .
recibieron lisina como de mayor afini-
dad.

La posiblidad de transferencia de
anticuerpos de mayor afinidad contri-
buye a explicar las mas altas tasas de
sobrevivencia en camadas provenien-
tes a cerdas suplementadas con lisina
(Baker et al., 1970; Hasby et al., 1970;
Cuar6n, Chapple y Easter, 1984b). Sin
embargo, dados los mayores titulos
de anticuerpos en los lechones de
cerdas recibiendo lisina suplementa-
ria, no puede negarse el hecho de que
el efecto de sobrevivencia esté con-
fundido con un mayor consumo de
calostro, hecho que se fundamenta en
las observaciones (Woerman y Speer,
1976; Cuardn, Chapple y Easter, 1984
b} acerca de una mayor produccion de
leche en cerdas consumiendo niveles
adecuados de lisina; asi, este efecto
de lisina puede ser de mayor trascen-

EFECTO DE LA RACION DE GESTACION SOBRE EL RECHAZO (%) DE ALO

IMPLANTES DE PIEL EN CERDAS GESTANTES®.

Dias para 10029

Tratamiento N Interseccion Pendiente® de rechazos
S-Soya 8 - 0.94 11.81 8.4
Basal (B) 9 - 8.42 8.92 12.2

B+ Tre 10 -12.55 8.12 13.9

B + Lis 10 -12.87 11.26 10.0

B + Tre + Lis 11 -11.20 12.07 9.2
Error estandar 5.885 1.102

a) Analisis de regresion lineal, % de rechazo/tiempo; rziz .96.

b} 13 cerdas por tratamiento fueron inicialmente implantadas.

¢) Efecto de la adicibn de lisina (P« 0.007).

d) Predichos de la ecuacidn de regresion, el origen de la 1inea se fijo
24 hs antes del primer rechazo, asi el nimero real al 100% de recha-

zo es 5 dias mayor.

N



dencia que el de treonina sobre el
mantenimiento de los niveles de IgG,
presumibiemente con mejor afinidad.
Por lo tanto, la importancia de la
concentracion total de una clase de
inmunoglobulinas (.e., igG) es relati-
va, al ser la concentracion de anti-
cuerpos con una actividad especifica
por un antigenc dado, de mayor
relevancia.

Las manipulaciones de aminoaci-
dos usadas en los presentes trabajos
fueron suficientemenie severas como
para deprimir la ganancia de peso
materna y las fracciones proteicas
observadas. La respuesta fue alin mas
clara en el caso de rechazo a los
aloimplantes de piel {Cuadro 6).

La mayoria de los homoimpiantes
no fueron rechazados, fue detectado
sélo un 17% de pérdidas por infec-
ciébn o rascado, lo que confirmd lo
adecuado del procedimiento. Aproxi-
madamente el 26% de l0s casos no
fueron incluidos en los calculos del
porciento de rechazo a causa de
dafios en el tejido por causas diferen-
tes a la respuesta inmune del animal.
El primer aloimplante rechazado se
detecté 6 dias después de la cirugia y
se observé que 95%, del total de
rechazos fueron registrados entre los
dias 8 y 14 posquirargicos. Treinta
dias después de la cirugia sélo 2
cerdas (ambas en e! tratamiento B +
trey mostraron una aparente acepta-
cién por el aloimplante. En el analisis
de regresion se fij6 el origen de la
linea 24 h antes de que se detectara
el primer caso de rechazo, por lo que
en el Cuadro 6, el nimero de dias
predicho para obtener 100% de recha-
20 esta codificado por un factor de 5.
El rechazo de aloimplantes se vio
favorecido por la suplementacién con
lisina (P<0.007), &l ser el porciento de
rechazos mas rapido en los individuos
suplementados con este aminoécido.
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Al respecto Rosenau y Moon (1961)
y Bloom (1971) demostraron que las
células efectoras involucradas en el
rechazo a aloimplantes son las timo
dependientes. En otros estudios (Coo-
per, Wood y Mariani, 1974) se demos-
tré que los cambios en las proteinas
plasmaticas inducidas por una defi-
ciencia de aminoacidos fue responsa-
ble por cambios en la viscosidad del
plasma y por lo tanto en el flujo de
éste a los tejidos. Un incremento.en
la filtracién de componentes celulares
de la sangre para compensar una
posibile depresién en el volumen san-
guineo, pudo haber resultado en una
mayor presion intersticial que haya
modificado la respuesta de rechazo.
La citotoxicidad celular, medida por ¢l
rechazo de aloimplantes, es consis-
tente con las observacioneu hechas
en el caso de la capacidad de unidn
antigeno-anticuerpo. Las células "T
parecieron ser responsables de la
modificacién de la respuesta inmuno-
{6gica inducida por la dieta, donde un
efecto positivo de la suplementacion
de lisina fue detectado, lo que es
congruente con observaciones previas
en animales de laboratorio {(Jose y
Good, 1971; 1973; Lotan et al., 1980).
Ahora bien, las diferencias en el
tiempo de rechazo se pueden haber
debido a diferencias en el complejo
de histocompatibilidad tanto de dona-
dores como de receptores.

La razon para las diferencias en
respuesta inmunoloégica inducidas por
lisina o treonina no esta del todo
clara, pero podria sugerirse que las
alteraciones generadas por cambios
en las células efectoras, en respuesta
al desbalance, o deficiencia de ami-
noécidos, modificd la cooperacion
entre células linfoides, su prolifera-
cién, diferenciacién y distribucién o
ambas, todo girando alrededor de su
metabolismo proteico. Los resultados
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de los presentes experimentos subra-
yan la importancia de lisina como
primer aminoacido limitante del sor-
go. Las consecuencias biolégicas de
las pequefas diferencias provocadas
por la deficiencia de treonina son
cuestionables, ya que la homeostasis
de las células y las poblaciones de
anticuerpos probablemente tienden a
mantener la eficiencia inmunolégica
del animal, para permitir la prevalen-
cia de la especie. Por lo tanto, el
efecto e treonina sobre el manteni-
miento de los niveles de IgG puede
relegarse a un segundo planto. Sin
embargo, de subrayarse la necesidad
de estudios sobre los requerimientos
de aminoéacidos para funciones espe-
cificas, que pueden no reflejar los
requerimientos del animal como un
todo.

Nuestros resultados sugieren que
fa respuesta inmunolégica celular pa-
rece tener relacion directa con las
respuestas corporales. Sin embargo,
las respuestas de la funcién humoral
no estan siempre en concordancia
con el orden de aminoacidos limitan-
tes medidos con las funciones pro-
ductivas del animal.

SUMMARY

One hundred crossbred sows were
used in two experiments to evaluate
immunological responses in gravid
swine as influenced by these isonitro-
genous diets: 12% crude protein
sorghum-soybean meal (S-SBM); sor-
ghum (B); B + L-threonine; B +
L-lysine - HCI; B + L-threonine +
L-lysine - HCI. Reproductive criteria
responded positively to lysine suppie-

mentation when measured at parturi- -

tion. In the first experiment, sows fed
diets supplemented with threonine
had greater antibody titers vs bovine
serum albumin (BSA) in plasma (P <
.03) and colostrum whey (P« .06).

This response was also seen (P < .07)
in plasma of piglets from sows fed
diets supplemented with lysine. When
dextran was used as an antigen, the
supplementation of either lysine or
threonine only tended (P< .17) to
improve maternal circulating antibody
titers. Colostrum whey antidextran
titers were greater in the S-SBM-fed
sows. A lysine by threonine interac-
tion (P < .10} was observed for
antibody titers in piglet plasma. Skin
allograft rejection was measured, and
a positive (P« .007) effect of lysine
supplementation was observed. Sows
fed diets with added lysine rejected
the grafted skin sooner. However,
95% of all allografts were rejected by
30 d after surgery regardless of
dietary treatment. The results tend to
indicate that cellular responses are
impaired by lysine deprivation. The
igG antibody titers were apparently
higher in sows fed the threonine
supplemented diets. A threonine defi-
ciency apparently is not of major
consequence to the reproductive per-
formance of the sow, since the
dietary addition of only lysine impro-
ved gestation weight gains and the
transfer of antibodies to the sow’s
offspring.
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