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Resumen

Resumen.

Los objetivos de la tesis fueron el estudio y revision de los actuales conocimientos sobre el
metabolismo y las acciones de IGF-I en la produccidon porcina y mas especificamente la
investigacion de los efectos que un suplemento alimenticio proveniente de la fermentacion de la
proteina de patata puede tener sobre los niveles de IGF-I en diferentes estadios productivos, y si

estas modificaciones tienen alguna repercusion practica sobre la produccion.

En el estudio realizado con las cerdas lactantes, el objetivo fue estudiar si la adicioén en la dieta de
las cerdas lactantes durante 5 dias antes del destete y 5 dias post destete de la proteina de patata
fermentada con o sin glucosa tenia algin efecto sobre los dias no productivos entre el destete y su
cubricion, sobre la fertilidad y sobre el nimero de lechones nacidos totales en el subsiguiente parto
y si estos parametros productivos estuvieron relacionados con niveles plasmaticos de IGF-1. Para
ello se eligié una granja altamente productiva con un alto status sanitario porque se considerd que
era la mejor opcidn para conocer los efectos de la proteina de patata fermentada sobre los
parametros estudiados. Se usaron un total de 183 cerdas de 3 grupos de cerdas destetadas de forma
consecutiva y se distribuyeron en 4 grupos de tratamiento teniendo en cuenta el ciclo de parto, el
nimero de lechones destetados en el ciclo anterior y el nimero de lechones paridos en el ciclo
actual. El tratamiento consisti6 en la adicion de la proteina de patata fermentada, con y sin glucosa,
que se consideré como el control positivo y un grupo de cerdas que actué como control negativo al
que no se le suministré ningin producto. Los tratamientos se iniciaron 5 dias antes del destete y
concluyeron 5 dias post destete. Se registraron todos los pardmetros productivos para alcanzar los
objetivos y se obtuvieron muestras de sangre de un subgrupo de cerdas para determinar el nivel de
IGF-I. No se encontraron diferencias significativas en cuanto a los niveles de IGF-I al finalizar los
tratamientos ni tampoco se encontraron diferencias significativas en los pardmetros productivos
estudiados. Un hallazgo no contemplado en el estudio pero encontrado en el andlisis fue que las
cerdas que fueron nodrizas durante la lactacion en la que se inici6 el tratamiento tenian mayor nivel
de IGF-I que las que no lo fueron. Este hallazgo confirma que el nivel de IGF-I depende del status
nutricional y metabolico de los animales ya que las cerdas que actuaron como nodrizas tuvieron un
gasto metabdlico menor que las que no lo fueron y pudieron recuperar mejor su status metabolico. A

pesar de ello no existieron diferencias de productividad tras el subsiguiente parto.

En el estudio con los lechones lactantes el objetivo fue estudiar el efecto de la administracion oral

de la proteina de patata fermentada a lechones durante las primeras 12 horas tras el nacimiento
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sobre los niveles plasmaticos de IGF-I, sobre la mortalidad y sobre la ganancia de peso vivo desde
el nacimiento al hasta el destete. Este estudio se realizé en una granja con productividad media, con
una sanidad considerada como habitual en la produccién porcina y que podia ser catalogada como
una granja estandar. Se usaron 542 lechones nacidos en 3 grupos consecutivos de parto. Los
lechones fueron clasificados seglin su peso al nacimiento entre lechones grandes, con 1,2 kg de peso
o mas al nacimiento y lechones pequeiios con menos de 1,2 kg de peso al nacimiento porque se
considerd que el peso al nacimiento podria ser una variable que influyera en el estudio. Se
distribuyeron en 4 grupos de tratamiento dentro de cada grupo de peso. Los tratamientos
consistieron en el suministro oral de la proteina de patata fermentada bien en una sola dosificacion
(primer grupo) o bien partida en media dosis separadas de un intervalo de 12 h (segundo grupo)
suministrando a un tercer grupo de animales glicerol en una sola toma, grupo que se considerd
como el control positivo. El cuarto grupo fue el control negativo y los lechones de este grupo no
recibieron ningun tratamiento. No se encontraron diferencias significativas de forma global ni
dentro de cada grupo de peso en ninguna de las variables estudiadas. Los niveles de IGF-I fueron
mayores en los animales del grupo de peso grande cuando se compararon con los lechones

pequefios a los 7 dias del estudio, pero no al finalizar el mismo.

En el estudio con los lechones destetados, el objetivo fue estudiar si la adicion en la dieta de
lechones de proteina de patata fermentada tras su destete en diferentes proporciones podia
reemplazar el uso de plasma porcino y si las modificaciones estaban relacionadas con los niveles
plasmaticos de IGF-I. Este estudio se realizd en una granja de destete de lechones. Los lechones
provenian de la granja utilizada en el estudio de lechones lactantes. Se realizaron dos estudios
consecutivos, el primero para conocer los efectos de la proteina de patata fermentada sobre los
lechones y el segundo para conocer el nivel necesario de incorporacion a las dietas para substituir al
plasma porcino. Se usaron 200 lechones en el primer estudio distribuyéndose homogéneamente
segun su peso y edad al destete y su sexo. Se distribuyeron en 5 grupos de tratamiento donde un
grupo fue el control negativo sin plasma ni proteina de patata fermentada, un grupo como control
positivo con plasma en la dieta y 3 dosificaciones crecientes de proteina de patata. En el segundo
estudio se usaron 1036 lechones distribuidos homogéneamente seglin su peso y edad al destete y su
sexo. Se distribuyeron en 6 grupos de tratamiento donde un grupo fue el control negativo sin plasma
ni proteina de patata fermentada, un grupo como control positivo con plasma en la dieta y 4 grupos
con cantidades crecientes de proteina de patata fermentada. Los lechones alimentados con plasma
en el primer estudio tuvieron el dia 4 del mismo un nivel mayor de IGF-I que el resto siendo los

lechones que fueron alimentados con la dosis inferior de proteina de patata fermentada los que
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tuvieron el nivel de IGF-I inferior teniendo el resto de grupos un nivel intermedio de IGF-I. Los
lechones que mas pienso consumieron fueron los lechones que consumieron el menor nivel de
proteina de patata y los que menos los del grupo control negativo. Estas diferencias de consumo no
se vieron reflejadas en un mayor crecimiento diario ni en una mejor conversion alimenticia al final
del estudio. Los lechones que consumieron proteina de patata tuvieron mayor peso y ganancia
media diaria que los animales del control negativo al finalizar el segundo estudio. En cuanto al
consumo, los animales con las 3 dosis mas bajas de proteina de patata tuvieron mayor consumo que
el resto teniendo una mejor conversion alimenticia los lechones que consumieron bien proteina de

patata o plasma que los lechones del control negativo.

Los resultados de la presente tesis demuestran que el suministro de un suplemento alimenticio
derivado de la fermentacion de la proteina de patata 1) no mejora la productividad de las cerdas en el
subsiguiente parto, ii) no mejora la mortalidad de los lechones durante la lactacion ni tampoco su
peso a destete y iii) puede reemplazar al plasma animal en las dietas de lechones destetados. El
nivel de IGF-I no se ve modificado en ningin estudio al suministrar la proteina de patata

fermentada por lo que el modo de accion de este producto debe ser investigado con estudios futuros.
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Resum.

Els objectius de la tesi van ser l'estudi 1 revisio dels actuals coneixements sobre el metabolisme i les
accions d'IGF-I en la produccié porcina i més especificament la investigacio dels efectes que un
suplement alimentari provinent de la fermentaci6 de la proteina de patata pot tenir sobre els nivells
d'IGF-I en diferents estadis productius, i si aquestes modificacions tenen alguna repercussio practica

sobre la produccio.

En l'estudi realitzat amb les truges lactants, I'objectiu va ser estudiar si l'addicié a la dieta de les
truges lactants durant 5 dies abans del deslletament i 5 dies post deslletament de la proteina
fermentada de patata amb o sense glucosa tenia algun efecte sobre els dies no productius entre el
deslletament i la cobricid, sobre la fertilitat i sobre el nombre de garrins nascuts totals en el
subseglient part i si aquests parametres productius van estar relacionats amb nivells plasmatics
d'IGF-I. Per a aixod es va triar una granja altament productiva amb un alt estatus sanitari perque es
va considerar que era la millor opcid per congixer els efectes de la proteina fermentada de patata
sobre els parametres estudiats. Es van usar un total de 183 truges de 3 grups de truges deslletades de
forma consecutiva i es van distribuir en 4 grups de tractament tenint en compte el cicle de part, el
nombre de garrins deslletats en el cicle anterior i el nombre de garrins parits en el cicle actual. El
tractament va consistir en l'addici6 de la proteina de patata fermentada, amb i sense glucosa, que es
va considerar com el control positiu i un grup de truges que va actuar com a control negatiu al qual
no se li va subministrar cap producte. Els tractaments es van iniciar 5 dies abans del deslletament i
van concloure 5 dies post deslletament. Es van registrar tots els parametres productius per assolir els
objectius 1 es van obtenir mostres de sang d'un subgrup de truges per determinar el nivell d'IGF-I.
No es van trobar diferéncies significatives pel que fa als nivells d'IGF-I en acabar els tractaments ni
tampoc es van trobar diferéncies significatives en els parametres productius estudiats. Un resultat no
contemplat en l'estudi pero trobat en I'analisi va ser que les truges que van ser alletants durant la
lactacid en qué es va iniciar el tractament tenien major nivell d'IGF-I que les que no ho van ser.
Aquesta troballa confirma que el nivell d'IGF-I depen l'estatus nutricional i metabolic dels animals
ja que les truges que van actuar com dides van tenir una despesa metabolica menor que les que no
ho van ser 1 van poder recuperar millor el seu status metabolic. Malgrat aix0 no van existir

diferencies de productivitat després del subsegiient part.

En l'estudi amb els garrins lactants l'objectiu va ser estudiar l'efecte de I'administracio oral de la
proteina fermentada de patata a garrins durant les primeres 12 hores després del naixement sobre els

nivells plasmatics d'[GF-I, sobre la mortalitat i sobre el guany de pes viu des del naixement al fins
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al deslletament. Aquest estudi es va realitzar en una granja amb productivitat mitjana, amb una
sanitat considerada com habitual en la produccid porcina i que podia ser catalogada com una granja
estandard. Es van usar 542 garrins nascuts en 3 grups consecutius de part. Els garrins van ser
classificats segons el seu pes al naixement entre garrins grans, amb 1,2 kg de pes o més al
naixement i garrins petits amb menys de 1,2 kg de pes al naixement perque es va considerar que el
pes al naixement podria ser una variable que influis en l'estudi. Es van distribuir en 4 grups de
tractament dins de cada grup de pes. Els tractaments van consistir en el subministrament oral de la
proteina de patata fermentada bé en una sola dosificacid (primer grup) o bé partida en mitja dosi
separades d'un interval de 12 h (segon grup) subministrant a un tercer grup d'animals glicerol en una
sola presa, grup que es va considerar com el control positiu. El quart grup va ser el control negatiu i
els garrins d'aquest grup no van rebre cap tractament. No es van trobar diferéncies significatives de
forma global ni dins de cada grup de pes en cap de les variables estudiades. Els nivells d'IGF-I van
ser majors en els animals del grup de pes gran quan es van comparar amb els garrins petits als 7 dies

de l'estudi, pero no al finalitzar el mateix.

En l'estudi amb els garrins deslletats, 'objectiu va ser estudiar si I'addici6 a la dieta de garrins de
proteina fermentada de patata després de la seva deslletament en diferents proporcions podia
reemplacar 1'as de plasma porci i si les modificacions estaven relacionades amb els nivells
plasmatics d'IGF-I. Aquest estudi es va realitzar en una granja de transicio. Els garrins provenien de
la granja utilitzada en 'estudi de garrins lactants. Es van realitzar dos estudis consecutius, el primer
per con¢ixer els efectes de la proteina de patata fermentada sobre els garrins i el segon per coneixer
el nivell necessari d'incorporacio a les dietes per substituir al plasma porci. Es van usar 200 garrins
en el primer estudi distribuint homogeniament segons el seu pes 1 edat al deslletament 1 el seu sexe.
Es van distribuir en 5 grups de tractament on un grup va ser el control negatiu sense plasma ni
proteina de patata fermentada, un grup com a control positiu amb plasma en la dieta 1 3
dosificacions creixents de proteina de patata. En el segon estudi es van usar 1036 garrins distribuits
homogeniament segons el seu pes 1 edat al deslletament i el seu sexe. Es van distribuir en 6 grups de
tractament on un grup va ser el control negatiu sense plasma ni proteina de patata fermentada, un
grup com a control positiu amb plasma en la dieta 1 4 grups amb quantitats creixents de proteina de
patata fermentada. Els garrins alimentats amb plasma en el primer estudi van tenir el dia 4 del
mateix un nivell major d'IGF-I que la resta sent els garrins que van ser alimentats amb la dosi
inferior de proteina de patata fermentada els que van tenir el nivell d'IGF-I inferior tenint la resta de
grups un nivell intermedi d'IGF-I. Els garrins que més pinso consumir van ser els garrins que van

consumir el menor nivell de proteina de patata 1 els que menys els del grup control negatiu.
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Aquestes diferéncies de consum no es van veure reflectides en un major creixement diari ni en una
millor conversié alimentaria al final de 1'estudi. Els garrins que van consumir proteina de patata van
tenir més pes i guany mitja diari que els animals del control negatiu al final del segon estudi. Pel
que fa al consum, els animals amb les 3 dosis més baixes de proteina de patata van tenir major
consum que la resta tenint una millor conversi6é alimentaria dels garrins que van consumir bé

proteina de patata o plasma que els garrins del control negatiu.

Els resultats de la present tesi demostren que el subministrament d'un suplement alimentari derivat
de la fermentaci6 de la proteina de patata 1) no millora la productivitat de les truges en el subsegiient
part, ii) no millora la mortalitat dels garrins durant la lactacié ni tampoc el seu pes a deslletament i
ii1) pot reemplacar al plasma animal en les dietes de garrins deslletats. El nivell d'IGF-I no es veu
modificat en cap estudi al subministrar la proteina de patata fermentada per la qual cosa la manera

d'accio d'aquest producte ha de ser investigat amb estudis futurs.



Abstract
Abstract.

The objectives of this thesis were the study and review of the current knowledge about the
metabolism and actions of IGF-1 in pig production. The thesis also studied the effects that an
additive coming from the fermentation of the potato protein can have on the IGF-I levels in the
different pig production phases and if these modifications have some practical consequence in the

pig production.

In the lactating sows study, the objective was to assess if the introduction of the fermented protein
potato in the diet of the sows 5 days before and 5 days after weaning, with or without glucose, had
some effect on the non-productive days between weaning and mating, the fertility and the number
of piglets total born in the subsequent litter, and if these productive parameters were in relation with
plasma IGF-I levels. It was chosen a high productive sow farm with a high health status because it
was considered the best option to assess the effects of the fermented protein potato over the studied
parameters. 183 sows coming from 3 consecutive weaned batches sows were distributed in 4
treatment groups taking into account the parity, the number of piglets weaned in the former litter
and the number of piglets born in the current litter. The dietary treatments were arranged as a 2x2
complete factorial design with the factors being the addition or not of fermented protein potato and
with or without glucose. The treatment started 5 days before weaning and ends 5 days after
weaning. There were recorded all the production parameters to get the targets and blood samples
were obtained from a subgroup of sows to analyze IGF-I level. No statistical differences were found
in IGF-1 levels at the end of the treatment nor in the productive parameters recorded. An outcome
not considered in the design of the study was that nursing sows had higher IGF-I levels. This
finding confirms that IGF-I level depends on the nutritional and metabolic status. Sows that were
nursing an extra litter (small piglets) in the current lactation had lower metabolic expense that
normal sows during the nursing time and there could recover their metabolic status. In spite of,

there were not found productive differences in the next parity.

In the study with milking piglets the objectives were to assess if the oral administration of the
fermented potato protein in piglets during the first 12 h of live had some effects on the plasma
levels of IGF-I, the pre weaning mortality and the average daily gain from birth to wean. This study
was carried out in a sow farm with the country average production, with a standard health status.
542 piglets from 3 consecutive batches were used. Piglets were classified into two groups

depending on their weight at birth because it was considered that weight at birth could influence the
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results. The cut-off weight was 1.2 kg. The treatments were: a single oral dose of fermented protein
potato, a split half dose in 12 h interval of fermented protein potato, and a group of piglets that
received glycerol as positive control group. One group of piglets with no treatment was considered
negative control group. No differences were found in any group neither of treatment nor within the

weight groups. IGF-I levels were higher in heavier piglets at 7 day of study but not at the end.

In the study with weaned piglets the objectives were to assess if the introduction in the diet of the
fermented potato protein in weaned piglets at different ratios could substitute the use of animal
plasma and if this modification was linked with the plasma level of IGF-I. This study was carried
out in a nursery using piglets from the sow farm used in the milking piglets study. There were
conducted 2 consecutive experiments. The first of them was carried out to assess the effects of the
fermented protein potato on the productive parameters and the second to assess the level to
substitute animal plasma. In the first experiment, 200 piglets were distributed taking into account
their age, sex and weight at weaning in 5 experimental groups. One group was considered as
negative control group with neither fermented protein potato nor animal plasma, one group was the
positive control group with animal plasma and 3 other groups with different levels of fermented
protein potato. In the second experiment, 1036 piglets were distributed taking into account their
age, sex and weight at weaning in 6 experimental groups. One group was the negative control group
without animal plasma or fermented protein potato, one group as positive control group with animal
plasma and 4 groups with increasing ratios of fermented protein potato. IGF-I levels at day 4 of the
first study were higher in piglets fed with animal plasma being the lowest IGF-I level for the piglets
fed the lower ratio of fermented protein potato. The rest of the groups had intermediate IGF-1 levels.
The highest daily feed intake was achieved by the piglets fed with the lowest ratio of fermented
protein potato. This high daily feed intake was not achieving a high daily gain or a better feed
conversion ratio at the end of the study. Piglets fed with fermented protein potato were heavier and
growth faster than piglets in the negative control group at the end of the second study. The highest
daily feed intake was achieved by the piglets fed the 3 lower doses of fermented protein potato.
Feed conversion ratio was improved in piglets fed either fermented protein potato or animal plasma

than piglets in the negative control group.

The results of the studies of this thesis show that feeding a fermented protein potato i) do not
improve the productivity of the sows in the subsequent parity, ii) do not improve pre weaning piglet
mortality nor their weaning weight, iii) can substitute animal plasma in the post weaning diets. The

IGF-1 levels were not modified in any study when fermented potato was administered orally either
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to weaned sows, pre weaning piglets or weaned piglets. The mode of action of fermented protein

potato should be researched in future experiments.
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Introduccion General

1.1 Origenes e hipotesis previas de trabajo con IGF-I

Las observaciones clinicas realizadas por Pierre Marie en 1886 estudiando la acromegalia, sirvieron
de punto de partida para elucidar el papel que la parte anterior de la gldndula pituitaria tiene en la
regulacién del crecimiento. Tres afios mas tarde, Pierre Marie describio los hallazgos patoldgicos
encontrados en un paciente con acromegalia, como ‘“hipertrofia de la pituitaria con una enorme

dilatacion de la silla turca” (Daughaday et al., 1999).

El aislamiento de las hormonas de la parte anterior de la pituitaria y la caracterizacion de sus
funciones fueron logros destacados de Hervert M. Evans en el departamento de anatomia de la
universidad de California en Berkeley. En 1921 junto a Long estudiaron que la estimulacion del
crecimiento en ratas era posible a partir de inyecciones de extractos de pituitaria anterior bovina
(bGH) (Daughaday et al., 1999).

Philip E. Smith de la Universidad de California en Berkeley fue el responsable de los primeros
métodos quirdrgicos a través de los cuales fue posible mantener vivos animales hipofisectomizados.
También el mismo autor fue responsable del descubrimiento de que ratas hipofisectomizadas
mantenian el crecimiento si eran sometidas a inyecciones cronicas de hormona bovina del
crecimiento (bGH). Estos descubrimientos fueron descritos en su articulo de 1930,

“Hypophysectomy and a replacement therapy in the rat”.

Li et al. en 1945 propusieron un método para el aislamiento de la hormona del crecimiento (GH) y
Greenspan et al., en 1948 un procedimiento para medir su actividad bioldgica estandarizado (“the
tibia test”) fijando que la dosis minima efectiva para este ensayo era de 5 pg de bGH administrada

diariamente durante 4 dias (Daughaday et al., 1999).

Gemzell et al., en 1955 informaron de que fracciones de plasma de un paciente con acromegalia y
de otro paciente que padecia gigantismo parecian contener altos niveles de GH y que las fracciones
de un individuo normal eran inactivas contribuyendo de esta forma a la estimulacion epifiseal-tibial
(Daughaday et al., 1999).

En la década de los 50 del siglo pasado se descubri6 que la incorporacion de azufre radiactivo [35S]
al grupo sulfato en el cartilago epifiseal de la tibia era una prueba biolégica méas sensible y menos

costosa que el ensayo que se usaba hasta entonces para estudiar la regeneracion de los cartilagos. El
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azufre radioactivo [35S] estuvo mas disponible a los investigadores tras la segunda guerra mundial
y se descubrié que era incorporado en el cartilago epifiseal a través de una matriz de
mucopolisacaridos (Jones et al., 1995a) en el cartilago de ratas. Glicosaminoglicanos sulfatados del
cartilago junto con otros oligosacaridos estan unidos mediante enlaces covalentes a proteinas y estos
proteoglicanos forman agregados gigantes en la matriz extracelular con &acido hialurénico y una
glicoproteina estabilizante (Hardingham et al., 1992). Los proteoglicanos juegan un papel
importante a través de la hidratacién de la matriz y de la regulacion de la funcién celular y su
capacidad para unirse a determinados factores de crecimiento (Ruoslahti, 1989) y proteinas de union
a IGF-1 (IGFBPs) (Hodgkinson et al., 1994).

Ellis et al., en 1953 (citado por Daughaday et al., en 1999) informaron de que ratas jovenes
hipofisectomizadas tenian una menor sulfatacion in vivo solo en el cartilago costal que las no
hipofisectomizadas y que esto podia ser revertido con la inyeccion diaria de bGH durante 3 dias.
Denko et al., en 1955 (citado por Daughaday en 1999), informaron de que la menor incorporacion
de [35S] era sOlo apreciada en el cartilago costal y no en otros cartilagos en las ratas
hipofisectomizadas pero el tratamiento con GH incrementaba en todos los cartilagos la
incorporacion de [35S]. Esta observacion sugirié que la valoracion biologica de la accién de GH

podria ser mas sensible si se media la incorporacion de [35S] en el cartilago epifiseal de la tibia.

Murphy et al., en 1956 observaron un fallo progresivo en la incorporacion de sulfato en la tibia
proximal incluyendo el cartilago epifiseal de ratas durante las 2 primeras semanas tras la
hipofisectomia. La inyeccion de bGH restablecia casi completamente la incorporacion de sulfato a
la tibia (Daughaday et al, 1999).

Salmon et al., en 1957 demostraron que la incorporacion de sulfato en los cartilagos costal, nasal y
xifoideo de ratas hipofisectomizadas disminuia y que esto podia ser recuperado tras el tratamiento
de las ratas con bGH (Daughaday et al., 1999; Jones et al., 1995b).

Park et al., en 1952 investigaron la capacidad de la GH para corregir la hipersensibilidad a la
insulina del diafragma de ratas hipofisectomizadas inyectando GH 24 h antes de la reseccién del
diafragma (Daughaday et al., 1999). Si se incorporaba GH in vitro al diafragma ésta tenia una
accion parecida a la insulina méas que una accion anti-insulinica de forma que resultaba una paradoja
que intrigd a muchos investigadores. La posibilidad de que un factor intermediario que se
encontrase, bien en el plasma o en el suero responsable de la accion anti-insulinica de la GH in vivo

sobre el cartilago fue objeto de investigacion.
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En estos experimentos llevados a cabo para probar esta hipétesis, la adicion de plasma de ratas
normales al medio de incubacion del tejido recuperd la incorporacién de sulfato al cartilago costal
de ratas hipofisectomizadas al mismo nivel que tiene el cartilago de ratas normales, incorporacion
que no se lograba si se afiadia al tejido, plasma de ratas hipofisectomizadas. Asi pues, la actividad
promotora de la adicion de grupos sulfatos (sulfatacion) estaba presente en el suero asi como en el

plasma de ratas normales y ademas era dosis dependiente.

La insulina también estimulaba la sulfatacion pero la alta concentracion necesaria para provocar esta
accion elimin6 a la misma de su consideracion como estimulante del crecimiento del cartilago

mientras que la tirosina y la triyodotirosina tampoco fueron efectivas en la sulfatacion del cartilago.

La actividad estimulatoria del cartilago quedaba de forma remanente en el suero de ratas normales
tras 24 h de didlisis lo que sugeria que habia un componente activo bien de naturaleza proteica o
ligado a una proteina con lo que el término “factor de sulfatacion” fue dado a este desconocido

componente dependiente de la accion de GH.

Estudiando la sulfatacion del cartilago se descubrié ademas que la incorporacién de *H-timidina al
cartilago costal tras el tratamiento con suero de ratas hipofisectomizadas era muy superior al de
ratas no hipofisectomizadas viéndose que bGH no actuaba directamente sobre las células del
cartilago sino que estimulaba la division celular indirectamente a través de un componente del suero

que podia ser idéntico al factor de sulfatacion.

La incapacidad de GH para estimular directamente la sulfatacion en los glicosaminoglicanos como
una respuesta diferenciada, la incorporacion de la timidina al ADN como una respuesta mitogénica
en el cartilago costal aislado y la capacidad de que el suero de ratas normales estimulase ambas
respuestas dieron lugar a la hipétesis de la somatomedina (hormona mediadora de la somatotropina;
somatotrophin intermediary) que establece un modo de accion endocrino para la molécula que hoy
conocemos como IGF-1. Ademas ejerce otras acciones como son la incorporacion de la prolina a

hidroxiprolina del colageno y la de uridina al ARN (Daughaday et al., 1972).

Ademas se descubrieron otros factores en el suero que estimulaban efectos parecidos a los de la
insulina y distintos a los de la insulina inmunoreactiva que no pueden ser eliminados con la adicion
simultanea de anticuerpos anti-insulina. Estos fueron llamados factores con actividad insulinica no
suprimible (NSILA) (Froesch et al., 1966).

En 1970 se determind que no habia ningun organo principal donde se sintetizasen ni la
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somatomedina ni los NSILA, pero se podian encontrar preparaciones altamente purificadas de
ambos en extractos de suero. Se descubri6 también que preparaciones purificadas tanto de NSILA
como de somatomedina estimulaban la formacion de grasa a partir de glucosa asi como la
incorporacion de grupos sulfato a los cartilagos. Basado en estos descubrimientos se concluyé con
que estos factores debian tener estructuras iguales o muy similares a las de la insulina. Esto fue
demostrado en 1976 con la secuenciacién de los NSILA (Rinderknecht et al., 1978a; Rinderknecht
et al., 1978b).

A consecuencia de ello los NSILA fueron renombrados como factores del crecimiento similares a la
insulina (IGF, insulin-like growth factor, por sus siglas en inglés). La posterior secuenciacion de la
somatomedina-C demostrd que era idéntica a la de IGF-1 y se unificd la nomenclatura bajo el
término de factores del crecimiento similares a la insulina tipo | (Rinderknecht et al., 1978b). La
secuenciacion de una segunda molécula con actividad similar a la insulina con estructura similar
pero no idéntica a IGF-I dio origen al factor de crecimiento similar a la insulina tipo Il (IGF-II)
(Rinderknecht, et al., 1978; Klapper, et al., 1983).

Por ello se determind que las acciones de GH en el cartilago y en otros tejidos eran mediados por la
IGF-I sintetizada en el higado y no por la accién directa de GH en los tejidos (Daughaday et al.
,1972).

En 1978, IGF-1 y Il fueron purificadas y caracterizadas y se demostré que la molécula denominada
somatomedina C, correspondia a IGF-l. Ambas moléculas fueron denominadas “parecidas a la
insulina” (insulin-like por su denominacion en inglés) ya que tenian la propiedad de estimular la

incorporacion de glucosa a las células grasas y musculares Le Roith, 2001).

Como se conocia el receptor de la insulina, los siguientes pasos fueron determinar si IGF-1 competia
con los mismos receptores que la insulina (Hintz et al., 1972) pero se descubrié que tenian
diferentes receptores (Marshall, et al., 1974) observandose que las diferencias de cada receptor
podian dar lugar a la existencia de dos receptores (Megyesi, et al., 1975) Posteriormente se
descubri6 un tercer receptor que muestra mas afinidad por la IGF-I1 que por la IGF-I y que no tiene
ninguna afinidad por la insulina (Rechler, et al., 1980). Tras la determinacion de los tamafios
moleculares de los receptores de la insulina, IGF-1 e IGF-II se conocidé perfectamente la

independencia de las tres moléculas (Massague et al., 1982).

Esta fue la hipotesis original de la actuacion de la IGF-1 llamada entonces somatomedina ya que




Introduccion General
reflejaba la habilidad de esa sustancia para intermediar los efectos de GH. Asi IGF-1 actuaba en los
cartilagos y huesos principalmente de un modo principalmente endocrino. También tenia un efecto
de retroalimentacion en el eje somatotropico suprimiendo la liberacion de GH de la pituitaria
(Berelowitz, et al., 1981).

El descubrimiento de que IGF-I era sintetizada préacticamente en todos los tejidos, significo el
primer desafio a la hipdtesis original. Se descubrio que el gen de IGF-I se expresaba en maltiples
tejidos desde la fase embrionaria al desarrollo postnatal y la fase adulta (Roberts Jr., et al., 1987;
Han, et al., 1988). La amplia expresion de IGF-I indicaba que ejercia un papel importante en la
regulacion del crecimiento en mdaltiples tejidos y células de un modo local, paracrino y autocrino
llegandose a la conclusion de que la IGF-1 producida de modo local en diferentes tejidos y su
expresion podia ser regulada por GH o por otras hormonas (Le Roith, 2001). Isaksson et al., en 1982
concluyeron que la forma circulante de IGF-I no era necesaria para la estimulacion del crecimiento
longitudinal del hueso sino que GH podia por ella misma estimular el cartilago e incluso que la
produccion local de IGF-I estimulase el efecto de GH. Esto dio lugar a una hipoétesis alternativa con
un compromiso donde los efectos de GH fueran ejercidos tanto por la forma endocrina como por la
produccién local de IGF-I, existiendo también efectos propios de GH independientes de IGF-I. A
esta teoria se la denomino, la teoria dual propuesta por Green y sus colaboradores en 1985 (Green,
etal., 1985).

La teoria dual propuesta por Green se basaba en el hecho de las acciones que tenia GH e IGF-I en el
crecimiento y diferenciaciones celulares. Esta teoria sugeria que GH estimulaba la diferenciacion de

adipocitos mientras que IGF-1 estimulaba su expansion clonal.

La teoria dual también fue cuestionada ya que se demostré que la insulina a altas dosis y la IGF-1 a
concentraciones fisioldgicas estimulan a los preadipocitos a pasar a adipocitos maduros (Rubin, et
al., 1977; Rubin, et al., 1978; Accili, et al., 1991; Steinberg, et al., 1982) probablemente por la
activacion de los receptores de IGF-1. Parece claro que GH tiene efectos directos no mediados o
dependientes de IGF-I en células tanto in vivo como in vitro. La presencia de GH parece no ser
esencial para la diferenciacion celular ya que estos tipos celulares diferenciados son abundantes en
ratones y humanos con deficiencia en GH. Los tratamientos de GH en estos individuos reducen la
abundancia de tejido adiposo. Mientras que GH y IGF-I tienen acciones complementarias
promoviendo el crecimiento de huesos largos: estas acciones no son exactamente como proponia la
hipdtesis dual de IGF-I.
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La figura 1 (tomada de Le Roith, 2001) resume el estado de las hipdtesis hasta el inicio del siglo
XXI. La hipotesis original proponia que GH controlaba el crecimiento somatico mediante la
estimulacion hepética de la produccion y circulacion de una sustancia, somatomedina o IGF-I
(izquierda). La hipotesis fue modificada por el descubrimiento de que IGF-1 se expresaba en casi
todos los tejidos del organismo y esto introducia la posibilidad de un funcionamiento autocrino y
paracrino de IGF-l. Los trabajos realizados mediante la deleccion de determinados genes
cuestionaron el papel de la IGF-I hepatica y de la forma circulante de IGF-I en el control del
crecimiento postnatal y adulto por lo que una reduccion de la cantidad de IGF-1 o su forma ligada a
IGFBP-3 asociados a elevados niveles de GH cuando se produce el crecimiento postnatal son
normales. El nivel de IGF-1 circulante de forma libre es normal y puede estar asi mismo involucrada
en el crecimiento de forma autocrina o paracrina. La fuente de la forma libre de IGF-1 esta todavia

por determinar.

La familia IGF tiene acciones contradictorias sobre los efectos de GH y sobre las acciones parecidas
a las de la insulina para inhibir la estimulacion de la gluconeogénesis y lipolisis generada por GH.
El sistema GH-IGF aumenta la accion anabdlica de GH atenuando los efectos indeseables de la
gluconeogénesis y lipolisis de GH. Dados los efectos parecidos a los de la insulina de IGF sobre la
estimulacion de la sintesis proteica inhibiendo la protedlisis y contrarrestando los efectos
hiperglicémicos y lipoliticos de GH, este doble sistema sirve para incrementar los efectos
anabdlicos de GH (Kaplan et al., 2007).

Con las nuevas técnicas de ingenieria molecular ha sido posible determinar las acciones de la
familia IGF, de sus receptores y de sus proteinas transportadoras (IGFBP) asi como el conocimiento
sobre qué genes se expresan cuando las células se exponen a IGF-I ¢ Il. También se ha logrado
identificar los componentes de las rutas de las sefiales de transduccién de la insulina y de IGF

determinando los elementos de sefializacion entre la insulina e IGF que interactdan.

La revision del funcionamiento y acciones de la familia IGF propone actualmente que el sistema
IGF méas que ser un ejecutor de las acciones de GH son hormonas que amplifican las acciones
anabolicas de GH contrarrestando sus efectos perjudiciales dadas las acciones estimulantes de
algunos de los efectos de GH pero disminuyendo los efectos sobre la gluconeogénesis y lipolisis. Se
incrementan las acciones anabdlicas de GH a través de la estimulacion dependiente de GH de la

sintesis proteica y de la inhibicion de la protedlisis.
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Figura 1. Las hipétesis de la actuacion de IGF-I en el afio 2000.
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Este doble efecto de incrementar y disminuir al mismo tiempo las acciones de GH, puede ser
considerado como una adaptacion para incrementar los efectos de GH a traves de la secrecién de
IGF, que aumenta a su vez sus efectos anabdlicos mientras que disminuye sus potenciales efectos

diabetogénicos y lipoliticos (Kaplan et al., 2007).

1.2 Elsistema IGF

El sistema IGF filogenéticamente comprende una vieja familia de péptidos relacionados con el
crecimiento de los mamiferos, su desarrollo, su metabolismo asi como con procesos celulares como

la proliferacion, supervivencia, la migracion y la diferenciacion (Annunziata et al., 2011).

La familia IGF comprende tres ligandos (IGF-I, IGF-II e insulina), sus receptores en la superficie
celular (el receptor de IGF-I, el receptor manosa-6-fosfato de IGF-11, M6P/IGF-1IR, el receptor de la
insulina, IR y el receptor hibrido de IGF e insulina, IR/IGF/IR) y seis proteinas transportadoras o
ligantes (IGFBP 1 a 6) y sus proteasas (Le Roith 2003; Federici et al., 1997; Annunziata et al.,
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2011).

IGF-1 tiene caracteristicas de una hormona circulante y de un factor de crecimiento tisular. La
mayor parte de la IGF-I que se encuentra en la circulacion se produce en el higado. La regulacion de
la produccion es compleja y la hormona GH juega un papel dominante en la regulacion de la
expresion génica de IGF-I. IGF-1 se produce también en otros 6rganos, no sélo en el higado
(principal fuente, pero no Unica) y ejerce en ellos acciones autocrinas y paracrinas asi como también
por el clasico mecanismo hormonal endocrino (Thissen et al., 1994a). IGF se excreta asi como se
produce sin que exista ningn 6rgano donde se almacene. La molécula activa de IGF-I es una
cadena de 7500 daltons con 70 aminoéacidos con 3 enlaces disulfito. IGF-II tiene una gran
semejanza pero sélo tiene 67 aminoacidos (Rotwein et al., 1986). Tiene una gran homologia con la
insulina teniendo un 48% de los aminoacidos idénticos, enlaces disulfito y similar estructura
terciaria. La mayor diferencia estructural entre la insulina e IGF-I se encuentra en que IGF-I retiene
un péptido C que se ha eliminado de la proinsulina y una pequefia extension D en la cadena A que

se encuentra en ambas IGF.

1.2.1 La transduccion de sefiales a través de los receptores de la familia IGF

Se conocen dos receptores que especificamente reconocen las IGF. El receptor de IGF-1 que tiene
una alta homologia con el receptor de la insulina y es el Unico que tiene funciones de sefializacién
mediadas por IGF y el receptor de IGF-11 que es idéntico al receptor cation independiente manosa-
6-fosfato con funciones ligadas al reciclado de las enzimas lisosomales que contienen residuos de
manosa-6-fosfato pero sin funciones conocidas de sefializacion de IGF (Rosenfeld et al., 1999).
Existen ademas dos receptores, el de la insulina (IR) con baja afinidad para unirse a las IGF y el
receptor hibrido de insulina e IGF al que se une la IGF y puede trasmitir sefiales citoplasmaéticas
(Jones et al., 1995a).

1.2.2 El receptor de IGF-I

Las acciones de IGF-I a nivel celular se realizan cuando IGF-I se une a su receptor (IGF-1R). El
receptor de IGF-I consta de dos subunidades (dos cadenas polipeptidicas) denominadas o y J,

unidas por enlaces disulfuro para formar un holoreceptor oyp, (Figura 2).
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La especificidad de union se localiza en las regiones ricas en cisteina mientras que la actividad

tirosin-quinasa se encuentra en la parte citoplasmatica de la subunidad f.

A pesar de la alta similitud entre los receptores de IGF-I e insulina, éstos se unen muy
especificamente a sus ligandos. EI receptor de insulina tiene 100 veces menos afinidad por IGF-I
que por la insulina. El receptor de IGF-I tiene de 100 a 1000 veces menos afinidad por la insulina
que por IGF-1 y de 2 a 15 veces menos afinidad por IGF-11 dependiendo de las células. En el
receptor de IGF-I las regiones ricas en cisteina son necesarias para reconocer especificamente a
IGF-1 y las regiones adyacentes son las que especificamente reconocen a la insulina. El receptor
hibrido IGF-1/insulina reconoce IGF-I con la misma afinidad que el receptor de IGF-1 y de 15 a 50

veces menos a la insulina (Frattali et al., 1993; Steele-Perkins et al., 1988).

Figura 2 Caracteristicas de los receptores de la insulina, IGF-1 y del receptor hibrido IR/IGF-I,
tomado de Jones et al., 1995).
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La union de IGF-I con su receptor da lugar in vivo a la fosforilacion de los residuos de tirosina y de
serina de una proteina citoplasmatica denominada IRS-1, (insulin receptor substrate 1, substrato 1
del receptor de la insulina) previamente fosforilada por el receptor de la insulina y desencadena al
menos dos cascadas de transduccion de sefiales intracelulares (Chuang et al., 1993). La primera da
lugar a la sefal que inicia el crecimiento celular y la segunda conduce a través de sefializacion

extracelular a respuestas mitogénicas y metabolicas originas en el nucleo celular (Steele-Perkins et
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al., 1988; Kato et al., 1993).

Como parece ser que los receptores de la insulina y de IGF-1 usan IRS-1 como via intermedia de
sefializacion, una importante cuestion es conocer como las vias de los receptores divergen ya que la
convergencia de las vias de la sefializacion iniciadas por los factores de crecimiento (como el factor
de crecimiento epidérmico, EGF en inglés o el factor de crecimiento plaquetario, PDGF) es una
preocupacion generalizada (Chao, 1992). La divergencia en la sefializacion ocurre tras la
fosforilacion de IRS-1 y puede haber otras proteinas que contienen SH; que interaccionen con IRS-
1 fosforilada. Cada molécula puede ser expresada de forma diferente en las células de forma que
haya respuestas diferentes segin la via que se active tras la fosforilacion de IRS-1. In vivo, la
especificidad de accion debida a la insulina o a IGF-1 puede ser debida a la especificidad de los

tejidos y a diferencias especificas en el estado de desarrollo celular (Figura 3).

Figura 3 Vista de la activacion del receptor de IGF-1 y las acciones tras la sefializacion
(tomado de Pollak, et al., 2004).
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No obstante IGF-I a diferencia de la insulina, estimula la absorcién de glucosa en estas células a
pesar de la baja fosforilacion de la tirosina lo que sugiere que al menos en parte existe una via de
ejecucion de respuestas metabolicas no dependientes de la fosforilacion de la tirosina (McClain et
al., 1990).

Como consecuencia de la homologia entre el receptor de la insulina y el de IGF se forman
receptores hibridos compuestos por un hemi-receptor aff de insulina y un hemi-receptor off de IGF
en células que expresan ambos receptores. Su existencia fue hipotetizada por Kasuga et al., (1983) y
confirmada por Soos et al., (1989), que los identificaron en tejido placentario humano. Parece que
estos receptores hibridos tienen alta afinidad tanto por IGF-1 como por IGF-I1 siendo esta afinidad
parecida a la de los receptores de IGF. Por el contrario, la insulina se une con poca afinidad a ella
(10 veces inferior) que a sus receptores. Su respuesta bioldgica depende el sustrato que se liga a

ellos pero su papel fisiolégico no esté claro (Belfiore et al., 2009).

Existe un altimo receptor llamado receptor de la insulina relacionado con el receptor (IRR) aunque
es similar estructuralmente a los anteriores, no se ha demostrado ninguna funcion fisiologica
relacionada pero se encuentra en rifién, tejido nervioso, estbmago y pancreas. Ratones modificados

genéticamente sin IRR son fenotipicamente normales (Shier et al., 2001).

1.3 IGF-1y sus acciones

IGF-1 mimetiza todas las acciones promotoras del crecimiento de la hormona del crecimiento (GH)
pero estas acciones promotoras del crecimiento estan bajo estudio con diferentes hipdtesis. También
estan en estudio las sefiales de transduccion de la IGFs (Laron et al., 1992). Parece ser que GH
controla los niveles de IGF-1 y que es IGF-I la que actia directamente a nivel celular.
Aproximadamente entre el 75 y 80% de la cantidad de IGF-I circulante lo hace ligada a una proteina
de transporte denominada IGFBP-3 y a una subunidad de la misma acido-labil y que es este
complejo de almacenamiento de IGF-1 lo que estaria bajo control directo de GH (Jones et al.,
1995¢).

Para una mejor compresion de la actuacion de IGF-I, podemos clasificar sus acciones segun su

actuacion in vivo o in vitro.
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1.3.1 Acciones de IGF-I in vivo.

Casi todos los tejidos son sensibles a la accién de IGF-1 en especial el tejido muscular, higado,

rifdn, nervios, piel y pulmon. No obstante su accion principal consiste en el desarrollo éseo.

Los niveles de IGF-I en los tejidos estdn también controlados por GH. La familia IGF se sintetiza
también en las fisis o cartilagos de crecimiento de los huesos largos (Siebler et al., 2001), ovario
(Foster et al., 1995; Le Roith 2001) y rifion (Le Roith 2003) por lo que IGF-I tiene una actuacion
pleiotropica, a nivel paracrino, endocrino y autocrino (Annunziata et al., 2011). En el Gtero son los
estrogenos los que regulan su sintesis (Foster et al., 1995; Le Roith 2001) y por lo tanto la expresion
de IGF-I es independiente de GH. Los niveles de IGF-I durante el desarrollo fetal son inferiores a
los postnatales (Daughaday et al., 1989) que son GH-dependientes por lo que la accién de IGF-1 en

el feto es autocrina y paracrina.

Los niveles circulantes de IGF-I proveen una realimentacion de los efectos en el eje somatotrdpico
con supresion de la liberacion de GH de la glandula pituitaria (Le Roith, 2001). Este fue un modelo
(eje hipotalamo-pituitaria-higado) para explicar las acciones de la IGF-1 pero esta hipdtesis cambid
cuando se demostrd que el gen de IGF-I estaba expresado en multiples tejidos desde el desarrollo
embrional hasta postnatal y durante la vida adulta y que IGF-I juega un papel en la regulacién del

crecimiento de multiples tejidos y células de forma local, paracrina o autocrina.

IGF esta activada durante el desarrollo fetal con efectos promotores del crecimiento especialmente
en el hueso, glandula mamaria, préstata y tejido muscular. También estad implicada en la renovacién
de tejidos en la etapa post-natal principalmente en el tejido muscular y en la glandula mamaria,
participando de forma muy activa como factor de supervivencia en el tejido nervioso ejerciendo un
papel neuroprotector en condiciones patolégicas (Humbert et al., 2002; Carro et al., 2002). El
sistema IGF juega un papel muy importante en la plasticidad neuronal y en funciones cognitivas
(Aleman et al., 1999; Llorens-Martin et al., 2009).

IGF tiene funciones protectoras cardiacas. Bajos niveles séricos de IGF-1 estan asociados con alto
riesgo de problemas isquémicos (Colao 2008).

IGF-1 es también un potente mitdgeno y ejerce un factor antiapoptopico en células vasculares y

ejerce funciones regulatorias en el sistema inmune (O’Connor et al., 2008).
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1.3.1.1 Efectos de IGF-I tras su administraciéon en animales.

Una hipoglucemia marcada es lo primero que se observa tras la administracion de IGF-1 en ratas
normales debido a un incremento de la absorcion de glucosa periférica sin una disminucion de la
produccion de glucosa hepética (Jacob et al., 1989; Pratipanawatr et al., 2002; Yakar et al., 2002;
Yakar et al., 2005) mientras que en ratas diabéticas su administracion ademdas produce un
incremento de la sintesis de glucogeno con una disminucion de la produccién de glucosa hepatica
(Pratipanawatr et al., 2002).

IGF-1 no tiene efecto sobre los niveles de &cidos grasos (Pratipanawatr et al., 2002). IGF-I
incrementa asi mismo el metabolismo proteico y el peso de los animales con buen estado nutritivo
(Thissen et al., 1999). Si se somete a animales a una dieta restrictiva en proteinas, su peso vivo no se
incrementa pero si el peso del bazo, rifiones e intestino debido a un estado de resistencia a IGF-I
(O’Sullivan et al., 1989; Thissen et al., 1999).

IGF-1 y GH estimulan el crecimiento en animales deficientes en GH aunque el efecto sobre el
mismo es mayormente debido a GH, siendo el efecto de IGF-I un crecimiento del bazo, timo y rifion
(Yakar et al., 2005). Esto es debido a que ambas hormonas tienen diferentes tejidos diana y a que

IGF-1 tiene diferentes acciones endocrinas, paracrina y autocrinas.

IGF-1 tiene accion directa sobre el epitelio del intestino cuando se libera en el mismo (Olanrewaju et

al., 1992) alterando el nivel de las proteinas transportadoras de IGF-1, IGFBP.

En ratas con diabetes tienen bajos niveles de IGF-1 y bajos crecimientos, la administracion de IGF-I
restablece el crecimiento sin normalizacion de los niveles de glucosa en sangre (Thissen et al.,
1994b).

La accidn promotora del crecimiento es independiente de la GH. Los niveles de IGF-I en plasma en
humanos estan correlacionados con el tamafio corporal. Nifios con constitucion de altura elevada
tienen IGF-1 en plasma elevado mientras que lineas de ratones seleccionados para tener altos niveles

de IGF-I muestran pesos corporales altos (Le Roith, 2001).

IGF-1 e insulina tienen acciones compartidas y Unicas. La administracién de IGF-1 incrementa el
metabolismo proteinico corporal de forma global mediante el incremento de la sintesis de proteina

asi como inhibe la protedlisis. IGF-I actlia via su receptor y no a través del receptor muscular de la
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insulina. IGF-I incrementa la captacion de glucosa hacia los tejidos periféricos que es un efecto

propio de la insulina (Le Roith, 2001).

Se han realizado estudios con animales transgénicos, principalmente ratones, en las que se ha
sobreexpresado la produccion de IGF-1 de tal forma que se han podido estudiar las acciones de IGF-
| en la etapa posterior al nacimiento de los animales. Con estudios en los que se ha eliminado la
accion del gen de la produccion de IGF-I se han podido estudiar las acciones de IGF-I, IGF-II e

insulina en la vida fetal.

La sobreexpresion de la produccion de IGF-I se produjo a partir de la segunda y tercera semana de
vida a pesar de que también estaba sobreexpresado el gen de la produccion de GH demostrandose
de esta forma que el gen de IGF-I no era receptivo a la GH. EI incremento de tamafio de estos
ratones se produjo una vez que el gen de IGF-1 se expresaba, demostrandose que las propiedades de
incremento del crecimiento de GH eran inducidas por la expresion de IGF-1 (Mathews et al., 1988).

Una linea de ratones transgénicos que expresaban IGF-I bajo el control del promotor de la
metalotioneina-1 fueron cruzados con otra linea de ratones enanos transgénicos que no producian
GH genéticamente conseguido por la expresion del gen de la toxina diftérica. Los ratones obtenidos
por este cruzamiento expresaban la produccion de IGF-I en ausencia de GH. Estos ratones se
hicieron mas grandes en peso y tamafio que sus compafieros de camada con deficiencia de GH de
forma que fueron indistinguibles en peso y tamafio de sus hermanos no transgénicos. Estos
resultados confirman el papel de IGF-1 como mediador de la estimulacion de GH del crecimiento
somatico, incluyendo el de los huesos largos e ilustra el papel esencial de GH e IGF-I en la
modulacion del crecimiento postnatal. El analisis de las diferencias en el crecimiento de los 6rganos
de estos ratones, sin embargo, sugiere que GH e IGF-I también promueven el crecimiento de forma
independiente. GH parece ser necesaria para obtener un tamafio normal hepéatico, mientras que IGF-

I puede estimular el crecimiento del cerebro (ver tabla 1) (Behringer et al., 1990).
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Tabla 1. Caracteristicas de los ratones transgénicos en los anteriores modelos (modificado de. Jones

and Clemmons, 1995a)

Modelo Peso, % sobre Tamaifo del Tamaiio del Nivel de GH  Nivel de IGF-1
transgénico el normal cerebro higado en suero en suero
Sobreexpresion o

de GH, (GH") 200 % Normal Mucho mayor Muy alto Muy alto
Sobreexpresion

de IGF-1 130% Mucho mayor Mayor Bajo Alto
(IGF)

GH/IGF" Normal Mayor Menor Muy bajo Normal
GH 60% Menor Mucho menor Muy bajo Muy bajo

Los estudios con ratones transgénicos sobreexpresando o anulando la produccion de GH e IGF-I
han sido valiosos para estudiar las acciones de IGF-I en la vida postnatal. Sin embargo para el
estudio de las acciones en el feto se han realizado estudios con mutaciones anuladoras. Los
resultados de estos estudios deben ser considerados cuidadosamente ya que los fenotipos resultantes
son aquellos en los que las funciones anuladas no han sido en principio reemplazadas o

compensadas por otros genes.

Asi los fenotipos de los neonatos a los que se alterd la produccién de IGF-I eran similares a los que
se habia suprimido la IGF-II. El peso a nacimiento fue un 60% del peso normal manteniendo las
proporciones corporales relativamente normales. La supervivencia en los ratones sin IGF-II fue
normal. Sin embargo hubo una alta mortalidad neonatal en los ratones sin IGF-I. La causa de la
muerte fue desconocida. Los ratones con mutaciones anuladoras tanto de IGF-1 como de IGF-II
murieron nada mas nacer debido a la falta de movimientos respiratorios. La histologia muscular
demostré una falta de organizacion y vacuolizacion de las miofibrillas apareciendo la epidermis con
hipoplasia (Behringer et al., 1988; Liu et al., 1993).

IGF-1 e IGF-II tienen funciones independientes y esenciales como promotores del crecimiento pero
IGF-11 ejerce sus efectos antes que IGF-I.
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1.3.1.2 Efectos de la administracion de IGF-I en humanos.

Los efectos que produce la administracion de IGF-1 en voluntarios humanos son basicamente los
mismos que se producen tras la administracion en ratas. Una inyeccion de 100 pg/kg de IGF-1 causa
una rapida hipoglucemia similar en potencia a la causada por una inyeccién de 0,15 Ul de insulina.
Sin embargo, los efectos sobre la reduccion de los acidos grasos libres causados por IGF-1 fueron
menos potentes que los causados por la insulina y ademas fueron ejercidos solamente en el tiempo
posterior a la inyeccion de IGF-1 cuando los niveles de los acidos grasos libres eran muy altos
(Boulware et al., 1992).

Comparando las acciones de las hormonas que contrarregulan las respuestas a la hipoglucemia
inducida por IGF-1 con las inducidas por la insulina, IGF-I suprime la accién del glucagén y de la
GH e incrementa la accién de la norepinefrina y adrenalina. Si se administraba GH ¢ IGF-I las
acciones anabdlicas y los efectos promotores del crecimiento eran comparables mientras que
ejercen efectos contrarios en el metabolismo de la glucosa y de los &cidos grasos (Zenobi et al.,
1992).

En sujetos catabdlicos, la inyeccién combinada de GH e IGF-1 da lugar a un incremento en la
retencién de nitrogeno 4 veces superior a lo normal yendo estos sujetos a un balance de nitrégeno
positivo a pesar de la restriccion caldrica. Los potentes efectos anabodlicos y la ausencia de
hipoglucemia sugieren que terapias combinadas de IGF-1 y GH podrian usarse en sujetos en estado
catabdlico (Kupfer et al., 1993). Cuando se administran terapias combinadas de IGH-1 y GH, IGF-I
circulante esta mas ligada al complejo de 150 kDa de IGFBP que si se inyecta solamente IGF-I.
Esto resulta en una vida media méas prolongada de IGF-I en suero y podria explicar los efectos

anabdlicos observados cuando se producen terapias combinadas de GH e IGF-I.

Otros efectos observados tras la administracion de IGF-1 en humanos son una disminucion de las
tasas de colesterol (Miell et al., 1992), de potasio (Miell et al., 1992) y un incremento en la funcion
renal (Guler, et al., 1989; Hirschberg et al., 1993) En la tabla 2 se resumen las acciones de IGF-I en

los seres humanos.
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Tabla 2. Efectos de la administracion de IGF-1 en humanos ( Jones et al., 1995b).

Funcion

Efectos de IGF-I

Metabolismo de la glucosa

Metabolismo de las grasas

Anabolismo proteico

Funcion renal

Hormonas contra regulatorias

Crecimiento

Otros efectos

Incremento de la absorcion de glucosa
Disminucion de la produccion de glucosa
hepatica

Incremento aparente de la sensibilidad a la
insulina

Hipoglucemia, especialmente con
administracion intravenosa

Disminucion de las cetonas en suero
Disminucion de los acidos grasos libres en suero
Disminucion de los triglicéridos

Incremento de la sintesis de proteina
Disminucion de la excrecion de nitrogeno
Incremento de la adicion de proteina corporal
Incremento del tamafio de bazo, timo, rifion e
intestino

Mejora de la cicatrizacion

Incremento de la tasa de filtracion glomerular
Incremento del flujo renal plasmatico

Mejor y mas rapida recuperacion de un infarto
isquémico renal

Disminucién de GH
Disminucion de glucagon
Incremento de las catecolaminas

Incremento en sujetos con hipopituitarismo y en
pacientes con insensibilidad a GH

Crecimiento de la glandula pardtida con falta de
rigidez, paralisis facial periférica, dolor de
cabeza, edema periférico y taquicardia

IGF-1 ademas posee actividades autocrinas y paracrinas debido a que su sintesis se produce en

multiples tejidos. La expresion localizada en el cerebro puede tener claras funciones autocrinas y

paracrinas (D’Ercole 1993). Tanto IGF-1 como IGF-1I se expresan en el sistema nervioso central

(SNC) y cruzan poco la barrena hematoencefalica. Muchos grupos neuronales tienen abundantes

receptores de IGF-1 y la mayor actividad de IGF-I en SNC es de forma autocrina o paracrina en vez

de endocrina. IGF-I puede actuar también como neurotrasmisor o neuromodulador

(Castro-

Alamancos et al., 1993) asi como ejercer un papel de promotor del crecimiento en el SNC. Asi

mismo esta accion paracrina o autocrina ha sido observado en érganos como el ovario, el tejido
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conectivo y el intestino (Jones et al., 1995b).

1.3.1.2.1 Resumen de las acciones de IGF-I in vivo y otras posibles actuaciones.

La accion mas caracteristica in vivo de IGF-1 es su capacidad para promover la proliferacion celular
y de forma complementaria, para inhibir la muerte celular o apoptosis. A través de las
investigaciones con ratones mutantes se ha podido constatar su papel esencial e independiente en el
crecimiento prenatal siendo mediada esta accion por su receptor. Con las investigaciones llevadas a
cabo con ratones sobreexpresando GH e IGF-I se ha constatado que el crecimiento postnatal esta
asociado a la expresion de IGF-1 y que la mayor parte del crecimiento debido a GH esta mediado
por IGF-I.

Las mayores diferencias en las acciones de insulina y de IGF-I son debidas a la existencia de las
proteinas de transporte de IGF-I, las IGFBP, que prolongan y amortiguan los efectos
hipoglucémicos de IGF-I1, sobre todo en individuos con problemas en el receptor de la insulina de

tal modo que IGF-I puede ser mas efectiva controlando el nivel de glucosa en suero.

La terapia con IGF-1 parece ser la mejor aproximacion a pacientes con insensibilidad a GH. La
administracion de IGF-I da como resultado en individuos en estado catabdlico un incremento en la
retencioén de nitrégeno. Esta terapia combinada con la administracion de GH puede potenciarse

mientras que se minimizan los efectos sobre la regulacion de la glucosa.

1.3.2 Acciones de IGF-I in vitro.

Los receptores de IGF-1 estan ampliamente distribuidos entre los diferentes tipos celulares e
intervienen en la mayoria de los efectos in vitro producidos por IGF-I e IGF-Il y también los
producidos por la insulina si esta presente en altas concentraciones. Los efectos in vitro se centran
en los efectos anabdlicos sobre las proteinas y los hidratos de carbono o sobre los efectos a largo

plazo sobre la replicacion y diferenciacion celular.

El efecto méas estudiado de IGF-I in vitro es su capacidad de estimular la sintesis de ADN vy la
replicacion celular a través de su funcionamiento como favorecedor de la progresion del ciclo

celular. Las células pasan del estado Gga G; por la estimulacion de los factores de competencia. El
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tratamiento de las células en este punto con IGF-I hace que el ciclo celular avance hacia una mayor
sintesis de ADN y de la proliferacién celular (Baserga et al., 1993). IGF-I actia como estimulador
de la miogénesis en la progresion del ciclo celular (en el cambio de G2 a M). Interviene también en
la regulacién de la expresion génica, en la apoptosis, en la produccion de esteroides en la glandula

adrenal y en la produccién de esteroides sexuales (Le Roith 2001).

IGF-1 in vitro tiene efectos mitogénicos sobre una amplio rango de tipos celulares como los
fibroblastos, condrocitos, osteoblastos, queratinocitos, células foliculares tiroideas, células
musculares blancas y rojas, neuronas, células del tejido mamario, células progenitoras de eritrocitos,
del epitelio timico, oocitos, células de la granulosa, espermatogonias, células de Sertoli y varios

tipos de células cancerosas (Sara et al., 1990; Giudice 1992)

Las acciones autocrinas in vitro de IGF-I son vistas cuando IGF-I es colocada en el medio con lo
que posteriormente reacciona con los receptores de las membranas celulares de la superficie (Dai et
al., 1992).

Una capacidad de IGF-I in vitro complementaria a la mitogénica es la capacidad que tiene de inhibir
la muerte celular o apoptosis de determinados tipos celulares. Los eritrocitos son el paradigma de
esta funcion, estando programados previamente para su muerte celular. En las células progenitoras
de eritrocitos, la interrupcion de la ruptura de ADN por apoptosis debida a la privacion de suero es
suprimida por IGF-1 y mas probablemente por sus receptores. La observacion de que la
sobreexpresion de los receptores de IGF-1 recombinante mitiga a las células hematopoyéticas de su
dependencia de la interleukina 3 para el crecimiento y supervivencia soporta la hipétesis de que la
inhibicidn de la apoptosis en éstas células esta mediada por el receptor de IGF-1 (McCubrey et al.,
1991; Valentinis et al., 1999; DiFalco et al., 2003).

IGF-I tiene también acciones sobre la diferenciacion celular in vitro. Mioblastos asi como
osteoclastos, condrocitos, neuronas, adipocitos y osteoblastos se hallan entre los grupos celulares
mas estudiados donde se han visto efectos de diferenciacion celular mediada por las accion in vitro
de IGF-I (Hill et al., 1995; Philippou et al., 2007a; Philippou et al., 2007b;).

La secrecion de muchas otras hormonas estd regulada por IGF-1 y por lo tanto IGF-I tiene una
funcion de regulacion celular in vitro. La granulosa del ovario asi como las células de la teca son
estimuladas por IGF-I (Giudice 1992). El timo, las celulas de Leydig asi como los foliculos de los

tiroides son estimulados por IGF-I in vitro. Otra de las acciones reguladas por IGF-1 e IGF-1l a
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través de sus receptores es la potenciacion de la liberacion de histamina por parte de los basofilos
en respuesta a la inmunoglobulina E (Hirai et al., 1993). En la mayoria de las células con receptores
IGF-1, IGF-1 estimula la absorcion de glucosa y de aminoécidos y en general la sintesis de proteina.

1.3.3 Mecanismos de actuacion de IGF-I

Se han propuesto dos mecanismos de accion para la familia IGF-1. La primera fue la hipotesis del
mecanismo endocrino que propone un efecto de la GH sobre el crecimiento mediado por IGF-I pero
el descubrimiento de que IGF-1 se produce en casi todos los tejidos corporales condujo a la
siguiente hipdtesis dual donde los niveles endocrinos de IGF-1 y los producidos localmente eran
respuestas de GH y responsables de los efectos de GH. Tampoco se excluyen la posibilidad de que
GH tenga efectos independientes de IGF-I en los tejidos (Le Roith, et al, 2001).

La hipotesis dual no esta apoyada por recientes estudios y parece claro actualmente que GH tiene
efectos directos no mediados e independientes de IGF-1 en células in vitro e in vivo pero el
significado de estos descubrimientos no son evidentes (Le Roith, et al., 2001).

Por el momento la regulacién somatica del crecimiento postnatal incluye ambas acciones de IGF-I.
Por una parte las acciones de IGF-I moduladas por los complejos ligados a GH y las acciones
locales directas de GH, IGF-I y probablemente IGF-11. IGF-I tiene también acciones independientes

de GH en el crecimiento embrional y acciones en el sistema reproductivo.

Actualmente las investigaciones estan destinadas a demostrar que en lugar de actuar como promotor
de crecimiento, IGF-I podria servir para disminuir la accion el eje somatotropico (Le Roith, et al,
2001).

1.4 La familia IGFBP y sus acciones
1.4.1 Descripcion y caracteristicas de la familia IGFBP

La familia de las proteinas transportadoras de IGF, también llamada superfamilia (Hwa et al., 1999),
fue descubierta, cuando se intento la purificacion de IGF-1 del suero (Zapf et al., 1975; Hintz et al.,
1977).

En humanos y roedores han sido clonadas y caracterizadas 6 tipos de IGFBP (Ballard et al., 1988)

20




Introduccion General
creyendose que esto es igual en todos los mamiferos. En la mayoria de las especies el nivel total de
IGF-1 en suero es mayor a 500 pug/L a lo largo de todo el desarrollo post-natal. Debido a que este
nivel es muy superior al necesario para el estimular el crecimiento celular, la actividad de IGF-I
debe ser controlada por vias independientes de los cambios en los niveles circulantes de IGF-I por
lo que la accion de IGF-I estd muy influenciada por la presencia de las diferentes IGFBP. Esto es
evidente cuando se considera que la cantidad de IGF-I libre en suero y en otros liquidos bioldgicos
es muy dificil de medir (Frystyk, 1994) y que esta presente en pequefias cantidades, menos del 0,4%
del total.

La nomenclatura que se usé para nombrar las proteinas ligantes de IGF-I fue paralela a su
descubrimiento cronoldgico. Asi, IGFBP-1 fue la primera en ser purificada y secuenciada dada su
abundancia en el liquido amniético (Drop et al., 1984; Povoa et al., 1984). Posteriormente fue
secuenciada para determinar su perfil aminoacidico (Brewer et al., 1988; Lee et al., 1988). El
clonaje y secuenciacion de IGFBP-2 de la rata fue realizado poco después (Brown et al., 1989) al
que siguieron las deméas IGFBP que actualmente conocemos. (Martin et al., 1986; Wood et al.,
1988; Shimasaki et al., 1991a). No obstante se han propuesto nuevas nomenclaturas para la familia
de las proteinas IGFBP con el descubrimiento de proteinas relacionadas con IGFBP no propiamente

las 6 originales, principalmente en humanos.

Durante los intentos de purificacion se desarrollaron anticuerpos especificos frente a esas proteinas
que permitieron su cuantificacion en fluidos corporales con lo que se ha obtenido mucha
informacion sobre su sintesis, secrecion y distribucion a través de los diferentes tejidos asi como
sobre las células sobre las que realizan sus acciones (Drop et al., 1984; Baxter et al., 1986; Baxter
1991)

IGF-1 y Il no acttan de forma aislada en la regulacién del crecimiento y del metabolismo sino que
forman parte de un complejo sistema que modula la accion de estos factores del crecimiento. La
actividad de IGF-1 y Il esta regulada no s6lo por GH y por otros moduladores endocrinos que
incrementan o disminuyen sus niveles locales y sistémicos sino que también estan regulados por la
presencia de IGFBP que ligan y transportan a IGF-I y 1. IGFBP secuestran IGF-I y 1l del suero,
prolongando su vida media en la circulacion y hacen dificil el analisis de IGF-1 y Il. IGF-1 y Il
tienen menor actividad cuando se encuentran ligadas a sus proteinas transportadoras. La familia de
las IGFBP también es capaz de incrementar las acciones de IGF-I y Il. Si por un lado IGFBP
pueden incrementar la activacion del receptor de IGF-I prolongando su vida media, por otro lado

pueden reducirla inhibiendo competitivamente su uniéon a sus receptores. La competencia entre

21




Introduccion General
IGFBP vy el receptor de IGF por IGF disponible en el microambiente de los tejidos es un proceso
dinamico. Las afinidades ligantes de IGFBP estan alteradas en muchas ocasiones por fosforilacion,
protedlisis parcial y adhesiones celulares tanto a la superficie celular como a la matriz extracelular
(Annunziata et al., 2011).

En casi todas las células y tejidos que han sido estudiados se ha encontrado al menos un tipo de
IGFBP pero no existe un patrén comun de distribucion de las mismas y depende de cada tipo celular
y tejido. Las células mesenquimatosas como los fibroblastos sintetizan IGFBP-3, 4 y 5 (Camacho-
Hubner et al., 1992) mientras que las células epiteliales sintetizan mas IGFBP-2 y 4 (Clemmons
1997). lIgualmente en los diferentes Organos hay diferentes regiones donde las IGFPG son

sintetizadas sin seguir ningan patrén. No se conoce la importancia de este hallazgo fisioldgico.

Tras la entrada en la circulacion de IGF-1 ésta es ligada inmediatamente por las IGFBPs (Hwa et al.,
1999). Los factores que controlan las concentraciones de IGFBP controlan de forma endocrina las
acciones de IGF-1. Para comprender las acciones de IGF-I (y por ende de IGF-11) hay que entender

cdmo otras hormonas controlan la sintesis de IGFBP en el higado y su secrecion a la circulacion.

La proteina méas importante en el transporte de IGF-1 e IGF-I1I en el suero es la denominada IGFBP-
3 (Baxter et al., 1989). Se sintetiza en el higado por las células no parenquimatosas (Takenaka et al.,
1991) y también puede ser sintetizada por el endotelio (Booth et al., 1990). Dada su alta afinidad
por IGF-1y 11, entre 10 y 20 veces superior a la potencia con que lo hacen IGFBP-1y 2, IGFBP-3 es
responsable del transporte del 90 al 96% de IGF-I y Il siendo su concentracién molar igual a la
suma de IGF-1 y Il (Clemmons 1997). La concentracion sanguinea de IGFBP-3 esta regulada por la
edad, la nutricion y el medio hormonal (Rechler et al., 1990) siendo GH, el mayor factor hormonal

que controla su concentracion.

GH estimula directamente la sintesis de IGFBP-3 y los factores que disminuyen la accion de GH
son los que mas disminuyen asi mismo la concentracion de IGFBP-3 en sangre. IGF-1 también
ejerce un papel secundario en la concentracion de IGFBP-3 en sangre a través del control de la
unién al complejo IGFBP-3/IGF-I de una proteina acido labil, ALS, que estabiliza el mismo y
prolonga su vida media siendo ésta de entre 12 a 16 h (Davis et al.,1989), (Hodgkinson et al., 1989),
de 20 min para IGF-I libre y de 2 a 6 h para el complejo binario de IGFBP-3/IGF-1. IGF-I libre en
sangre suprime los niveles de GH que son necesarios para mantener los niveles de ALS. Por lo tanto
la administracion de altas dosis de IGF-I da como resultado una disminucion de los niveles de ALS

y por ende una disminucién de los niveles de IGFBP-3, resultando ello en unos niveles muy bajos
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de IGF-I en plasma y una respuesta muy reducida y atenuada en términos de sintesis y balance
proteico (Clemmons 1997). Mientras la mayor parte de la insulina circula de forma libre, més del
75% de IGF-I esta en la circulacion unida en el complejo terciario ALS/IGFBP-3/IGF-1 (Firth et
al., 2002).

La sintesis de ALS depende de GH pero no de IGF-1 (Guler et al., 1989) siendo estimulada su
produccidn en los hepatocitos (Dai et al., 1994a). Animales tratados con GH de forma intravenosa
ven cdmo el nivel de ALS es dos veces superior y el nivel de mRNA de ALS se incrementa 4 veces.
Disminuciones intensas de insulina dan como resultado una disminucién de la sintesis de ALS
posiblemente debido a una reduccion de IGF-I en suero vista en diabetes. Ademas niveles
adecuados de insulina son necesarios para mantener una adecuada sintesis de ALS por parte de los
hepatocitos (Dai et al., 1994b; Drop et al., 1984).

Otras hormonas también ejercen su influencia sobre la concentracion de IGFBP-3. Asi en mujeres
que han pasado la menopausia su concentracion es de un 40% menor a los niveles anteriores,
niveles que vuelven a restablecerse tras una inyeccion de estrogenos. La tiroxina controla también
los niveles de IGFBP-3 ya que tras su administracion, los niveles de IGFBP-3 en casos de
hipotiroidismo se restablecen. La insulina no parece tener un efecto directo aunque mejora la
sintesis de IGFBP-3 como respuesta a la accion de GH (Rechler 1993; Adamo et al., 1992).

La coordinacion de los niveles tanto de IGFBP-3 como de IGF-1 es importante para mantener una
adecuada reserva de ambas en la sangre. Cuando GH incrementa la sintesis de IGF-I también se
produce un incremento de IGFBP-3 y de su afinidad por IGF-I. Como ya hemos comentado
anteriormente este complejo IGFBP-3/IGF-I se estabiliza mediante una subunidad proteica acido

l&bil formando el complejo ternario con un peso molecular de 150.000 Da.

IGFBP-2 es la segunda forma més abundante de las proteinas transportadoras de IGF en el suero
pero a diferencia de IGFBP-3 su afinidad es mayor por IGF-II, cuatro veces mayor, que por IGF-I.
Circula asociada o bien a IGF-I 0 a IGF-II formando un complejo binario (Zapf et al., 1990). Tiene
un peso molecular entre 40 y 50 kDa. Se origina en los hepatocitos y la abundancia en el higado de
IGFBP-2 mRNA esta regulado en paralelo a su concentracion en plasma. GH regula asi mismo su
concentracion de forma inversa. IGF-I es un potente estimulador de IGFBP-2 en suero (Camacho-
Hubner et al., 1991) y también parece que lo sea IGF-I1I. El estado nutricional es un débil regulador
de la expresion de IGFBP-2. La transcripcion del gen de IGFBP-2 se incrementa en roedores

sometidos a dieta y las concentraciones en plasma se incrementan en humanos sometidos a dieta
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aunque el cambio es muy lento y se tardan 6 dias para alcanzar los maximos niveles.

Parece ser que la ingesta de proteina regula mejor la concentracién de IGFBP-2 que la restriccion
caldrica y que restricciones severas de ingesta de proteina incrementan el nivel en plasma del orden
del 30-40 %. Strauss et al., (1990) demostraron el incremento de IGFBP-2 mRNA a nivel hepatico
cuando habia una restriccion proteica pero este cambio era reversible cuando se normalizaban las

ingestas de proteina. IGFBP-2 esta también regulada por la tiroxina (Clemmons 1997).

La regulacion de IGFBP-2 por parte de GH ha sido demostrada en animales de experimentacion y
también en cerdos. Ratas y cerdos hipofisectomizadas tienen incrementos del orden de 10 a 20
veces de su nivel de IGFBP-2 mRNA en el higado y también en plasma (Ooi et al., 1992). Ratas con
deficiencia en insulina tienen también incrementos de IGFBP-2 en plasma que vuelven a la
normalidad una vez que se les vuelve a suministrar insulina. No obstante cuando encontramos
personas con diabetes tipo | mal controlada no se encuentran niveles incrementados en plasma de
IGFBP-2. La administracion en humanos de GH da como resultado una disminucion de IGFBP-2 en
plasma (Clemmons et al., 1991) y este efecto parece que es independiente de la insulina dado que la
administracion de GH a pacientes con mutaciones en el receptor de GH no dan como resultado una
disminucion en el nivel de IGFBP-2 en plasma (Walker et al., 1991).

IGFBP-1 también se sintetiza en el higado y esta bajo control de la insulina aunque también GH vy el
cortisol intervienen en su regulacion. El incremento postprandial de insulina da lugar a descensos en
el nivel de IGFBP-1 de entre 4 a 5 veces su nivel normal en plasma (Busby et al., 1988a) debido a la
supresion de su sintesis en el higado. La abundancia de IGFBP-1 mRNA en el higado disminuye
cuando se administra insulina a animales bien normales o bien diabéticos. Los niveles de IGFBP-1
estan también correlacionados con la sensibilidad a la insulina. En pacientes con diabetes tipo | los
niveles de IGFBP-1 son elevados y disminuye tras la administracién de insulina. Ayunos de 12 a 14
horas de duracién dan como resultado incrementos en la concentracion de IGFBP-1 de 6 veces su

nivel normal (Clemmons et al., 1991).

GH suprime la excrecion de IGFBP-1 y por tanto sus niveles son elevados en nifios y en adultos con
deficiencia en GH (Busby et al., 1988b; Seneviratne et al, 1990).

Ademas de la insulina, los glucocorticoides con acciones opuestas a la insulina tienen efecto
contrario a la sintesis de IGFBP-1 resultando en incrementos de IGFBP-1 cuando se administran a
animales (Luo et al., 1989; Ooi et al., 1990).
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IGFBP-4 esta relacionada con el control de los efectos troficos de IGF-1 y el metabolismo dseo.
Cuando se encuentran bajas concentraciones de la hormona paratiroidea el nivel el suero de IGFBP-
4 se encuentran elevados. También existe alguna correlacion entre la exposicion solar, el nivel de

vitamina D y sus metabolitos y las concentraciones séricas de IGFBP-4 (Honda et al., 1996).

Los niveles de IGFBP-5 y 6 en suero son muy bajos por lo que existen pocos estudios publicados
acerca del papel de ambas proteinas en la regulacion de IGF-I pero la mayor secrecion de IGFBP-5
es en el tejido conectivo y las caracteristicas de esta proteina hacen que tenga muchas dificultades

para entrar en el espacio vascular.

Las 6 IGFBP tienen alta afinidad por IGF-I y Il siendo las numero 3 y 5 las que mayor afinidad
tienen, siendo incluso mayor su afinidad que la que muestra el receptor de IGF-1 (Hwa et al., 1999).
La implicacion bioldgica es importante ya que previene la asociacién de IGF-I con su receptor lo
que las convierte en un importante reservorio de IGF-1. Por otra parte previenen la salida de IGF-I

de los tejidos proveyendo un reservorio estable de IGF-I.

La afinidad de las IGFBP puede ser alterada por protedlisis, fosforilacion y por la adherencia a la
superficie de determinadas células o a la matriz extracelular y a ciertos glicosaminoglicanos
(Clemmons 1997). Cada tipo celular sintetiza multiples formas de IGFBP asi como diferentes tipos
de IGFBP-proteasas por lo que sus acciones son reguladas por cualquier forma de IGFBP, su

abundancia, su afinidad por IGF-1 y Il y sus respectivas concentraciones y la actividad proteolitica.

1.4.2 Acciones de la familia IGFBP

Las acciones de las proteinas IGFBP estan relacionadas con la alta afinidad que muestra por las
IGF-1 y IlI, mayor que las de sus receptores y actian por lo tanto no solo como proteinas
transportadoras sino también incrementando la vida media de IGF-1 y I y modulando su actividad y
biodisponibilidad (Hwa et al., 1999). Los modos de accién pueden ser endocrino, paracrino y
autocrino y pueden tener dos diferentes mecanismos de accién, estimulatorio o inhibitorio. Asi
mismo se les reconocen acciones independientes de las relacionadas con IGF-1 y Il siempre

relacionadas con el crecimiento celular.

Las formas solubles de IGFBP atenuan la accion de IGF-1 y las formas asociados a células pueden

bien atenuar o incrementar la accion de IGF-I.
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Las IGFBP circulantes tienen dos acciones fundamentales en el animal. EI complejo IGFBP/IGF
mantiene un pool de IGF en la circulacion. La mayoria de IGF sistémica esta ligado al complejo
trinario de IGFBP-3 que no es capaz de cruzar el endotelio capilar y es un reservorio estable de IGF
circulante. EI complejo binario de IGFBP/IGF es capaz de cruzar el endotelio vascular y transporta
asi IGF ligada a los tejidos diana (Bar et al., 1990; Boes et al., 1992).

La actividad inhibitoria de la familia IGFBP es debida a la alta afinidad que éstas tienen por IGF
previniendo su asociacion con receptores celulares de superficie e inhibiendo su actividad de forma
dosis dependiente (Ritvos et al., 1988; Gopinath et al., 1989; Lee et al., 1993) disminuyendo su
actividad metabdlica y mitogénica (Zapf 1995).

La actividad estimulatoria de IGF por parte del complejo binario de IGFBP/IGF esta relacionada
con la asociacién a la superficie celular del citado complejo. IGFBP-1 y 2 incrementan la actividad
mitogénica de IGF-1 en células musculares lisas porcinas (Camacho-Hubner, et al., 1991; Bourner et
al., 1992).

Por lo tanto los efectos de la familia IGFBP dependen no s6lo de la concentracion y las relativas
proporciones de IGFBP en los fluidos extracelulares sino también de la relativa distribucion de
IGFBP entre los fluidos extracelulares y las superficies celulares. Distintos mecanismos, aungque no
bien definidos, permiten la expresion de la forma adecuada de IGFBP que bajo un determinado
estado fisioldgico puede bien estimular o bien inhibir la accion de IGF-I sobre el crecimiento
(Hossner et al, 1997).

1.4.2.1 IGFBP-1

Un exceso de IGFBP-1 en presencia de IGF-I ¢ II resulta en una inhibicion de sus acciones si
IGFBP-1 esté altamente fosforilada 6 si se ha afiadido a una concentracion molar de al menos 4:1 y
se inhiben la sintesis de proteina y la incorporacion de glucosa (Ritvos et al., 1988; Okajima et al.,
1993) . Estas no son situaciones metabolicas normales pero si estas situaciones in vitro pueden

ocurrir in vivo, si existen altos niveles de IGFBP-1 in vivo el crecimiento puede verse alterado.

Si las concentraciones de IGFBP-1 estdn en rangos cercanos a los que fisiologicamente se
encuentran, IGFBP-1 es una proteina que potencia la accion de IGF-1. Por ejemplo en un
experimento donde se usaron formas no fosforiladas de IGFBP-1 los efectos de IGF-1 sobre tejido

muscular liso aortico porcino y sobre cultivos de fibroblastos humanos fueron incrementados 5,5
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veces (Elgin et al., 1987; Busby Jr et al., 1988) . En esas condiciones la evacuacion y degradacion
de IGF-I se ve inhibida y su afinidad por las IGFBP se acerca a las de su receptor permitiendo un

equilibrio entre IGF-1 y sus receptores.

Esta actividad de IGFBP-1 ha sido también observada en experimentos sobre heridas en piel de rata
donde la reparacion de la herida era entre 33 a 40% mas elevada si la concentraciéon molar de
IGFBP-1 sobre IGF-I era 1:4 o mayor no observdndose ningin efecto si se usaba IGFBP-1
fosforilada (Jyung et al., 1994). Més recientemente, este mismo efecto ha sido observado en heridas

ulcerosas en la piel de conejos tanto normales como diabéticos (Tsuboi et al., 1995).

1.4.2.2 IGFBP-2

Las concentraciones séricas de IGFBP-2 estan inducidas por IGF-I e inhibidas por GH por lo que el
estudio de sus acciones sobre IGF-I son muy importantes. Se ha observado inhibicion de la sintesis
de ADN en fibroblastos de pollo y en células de la astroglia en ratas (Rechler et al., 1990; Knauer et
al., 1980). Inhibe también otras funciones de IGF-I como la degradacion proteica (Ross et al., 1989)
y puede inhibir completamente el efecto de IGF-I sobre la migracion de las células musculares lisas
(Gockerman et al., 1995) asi como el efecto de IGF-I sobre la sintesis de coldgeno (Feyen et al.,

1991; Bourner et al., 1992).

1.4.2.3 IGFBP-3

Al ser su papel principal el transporte de IGF-I y II en suero, IGFBP-3 tiene un papel fundamental
en la modulacion endocrina de las acciones de IGF-I. El exceso de IGFBP-3 inhibe la regulacion
que IGF-I ejerce sobre las acciones parecidas a la insulina en células Balb/c 3T3 (Ritvos et al.,
1988), inhibe también la sintesis de ADN como respuesta a IGF-I en fibroblastos en cultivo celular

(Blat et al., 1989).

IGFBP-3 inhibe también las respuestas de IGF-I sobre la estimulacion de la esteroidogénesis en las
células de la granulosa en ratas (Bicsak et al., 1990), la sintesis de colageno en osteoblastos de rata

o de ratén (Schmid et al., 1991) y no tiene efectos sobre captacion de insulina estimulada.

Dada su asociacion a las superficies celulares, [IGFBP-3 estimula la sintesis de ADN en fibroblastos

humanos (De Mellow et al., 1988). Si se administra IGFBP-3 junto con IGF-I las heridas de ratas
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aceleran su curacion (Sommer et al., 1991) siendo la suma de sus acciones anticatabolicas (Sommer

etal., 1991; Clark et al., 1993).

1.4.2.4 IGFBP-4

Esta es la unica forma de las IGFBP que ha mostrado consistentemente la inhibicion de las acciones
de IGF-I siendo su principal funcion la proteccion celular contra la sobreestimulacion que puede

causar IGF-I y quizés incrementando su destruccion.

1.4.2.5 IGFBP-5y6

Los estudios sobre las funciones de estas dos IGFBP son muy limitados conociéndose que sus
principales funciones son la inhibicion de la acciones de IGF-I y en el caso de IGFBP-6 la
inhibicion de las acciones de IGF-II. IGFBP-5 se expresa de forma muy baja o nula en el higado

(Shimasaki et al., 1991b).

1.4.3 IGF-I en la produccion porcina

Muchos estudios han indicado que el ayuno y la desnutricion incrementan las concentraciones de
GH, disminuyen las concentraciones en plasma de IGF-1 y alteran los niveles circulantes de IGFBP
(Thissen et al., 1994).

Las respuestas del eje GH/IGF a los cambios en el status nutricional han sido estudiadas en la etapa
de postdestete y en animales puberes. Existe poca informacién acerca de la regulacion de los
receptores de GH e IGF-1 durante el periodo neonatal del cerdo lo que esta asociado con numerosos
cambios en el eje GH/IGF-1 (Louveau et al., 2000) y durante momentos en los cuales el status

nutricional puede ser clave para el desarrollo posterior (Louveau et al., 2002).

Louveau et al., en 2002 encontraron que el aumento del tamafio de camada da como resultado una
reduccién de la ganancia de peso circunstancia también mostrada en los estudios de Auldist et al.,
en 1998.

La disminucién de la tasa de crecimiento fue asociada en los experimentos de Louveau et al., con
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una disminucion de los niveles plasmaticos de IGF-1. Estas observaciones estan de acuerdo con la
respuesta a la privacion de alimento o a su restriccion previamente observadas en otras especies
incluyendo a la especie porcina y por lo tanto apoyan la relacion entre el consumo de energia y los

niveles circulantes de IGF-1 en lechones (Louveau et al., 2000).

Ferguson et al., en 2003 demostraron un incremento en el numero de pulsos de LH, un incremento
en las concentraciones de estradiol en los fluidos foliculares y mas oocitos que en metafase Il en
cerdas nuliparas alimentadas con un dieta de alta energia. Estos pulsos de LH son importantes para
el estimulo del desarrollo folicular y también es probable que sean responsables del incremento
observado en las concentraciones de estradiol observadas en el fluido folicular.

Las hormonas metabdlicas como la insulina, IGF-I, la glucosa y la leptina son probablemente
mediadores entre el status nutricional y los resultados reproductivos. Las concentraciones
plasmaticas de IGF-I estaban disminuidas en la fase folicular y luteal del ciclo ovarico en nuliparas
alimentadas con una dieta a nivel de mantenimiento (Ferguson et al., 2003). Este hallazgo es
consistente con los estudios en los que concentraciones reducidas de IGF-I han sido asociadas con
tasas de ovulacion reducidas. IGF-1 puede tener un efecto directo sobre el ovario ya que los lugares
de fijaciéon de IGF-I en las células de la granulosa de las cerdas se cree que amplifican los efectos de

FSH a través del incremento de la esteridogénesis en el foliculo (Ferguson et al., 2003).

En 1997 Schils Limited, una compafiia holandesa dedicada al engorde de terneros conocié que unos
investigadores franceses estudiaban las propiedades del género Taxus al cual pertenece el tejo.
Estaban investigando esta planta en la busqueda de una vacunacién efectiva contra el cancer. Entre
otras propiedades, el tejo tiene un efecto claramente inhibidor del crecimiento celular. Estos
investigadores consideraron que también seria posible encontrar el efecto contrario, es decir,
encontrar extractos vegetales que estimulasen el crecimiento celular (Janssens, 2007). Tras estas
preliminares investigaciones encontraron un producto extraido mediante fermentacion de la proteina
de patata que en terneros de cebo tenia un interesante efecto: los terneros tenia mejor ingesta diaria
y mostraban mejor digestibilidad. Su hipdtesis de trabajo fue que este extracto incrementaba la
produccion de IGF-I a nivel hepéatico y que este nivel de IGF-I tenia un efecto positivo en otras

funciones del sistema digestivo (Janssens, 2007).

Tras una serie de ensayos en cerdos con el extracto de proteina de patata fermentada PPF los
resultados productivos de los cerdos y cerdas mejoraban (Forier, 2007, comunicacion personal,
Boerenbond et al., 2007).
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El objetivo global de esta serie de estudios es conocer si la administracion oral de un extracto de
proteina de patata fermentada incrementa los resultados productivos en diferentes fases del ciclo de

produccion porcina y si este incremento es debido a un incremento de IGF-I a nivel plasmatico.
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2 Hipotesis y Objetivos






La hipotesis de trabajo por lo tanto fue que si las concentraciones reducidas de IGF-I han sido
asociadas con tasas de ovulacion reducidas, IGF-I puede tener un efecto directo sobre el ovario, ya
que los lugares de fijacion de IGF-I en las células de la granulosa de las cerdas se cree que
amplifican los efectos de FSH a través del incremento de la esteridogénesis en el foliculo. Ademas
como IGF-I actia también como regulador del metabolismo en animales en crecimiento, creemos
que si un ingrediente adicionado en la dieta puede modificar los niveles de IGF-I circulantes, por un
lado podriamos mejorar el status metabdlico de las cerdas, y por lo tanto mejorar los resultados
productivos siendo mas eficientes, y por el otro mejorar los resultados de crecimiento de los

lechones durante la lactacion y en la etapa postdestete.

Los objetivos de la tesis son el estudio y revision de los actuales conocimientos sobre el
metabolismo y las acciones de IGF-I en cerdos y como objetivo principal la investigacion de los
efectos que un suplemento alimenticio proveniente de la fermentacion de la proteina de patata
(PPF) puede tener sobre los niveles de IGF-I en la especie porcina en diferentes estadios
productivos o metabdlicos y si estas modificaciones tienen alguna repercusion practica sobre la

produccion.

IGF-I en cerdas en la fase destete hasta su cubricion

El objetivo de este estudio fue estudiar si la adicion en la dieta de cerdas lactantes durante 5 dias
antes del destete y 5 dias post destete de PPF con o sin glucosa tenia algin efecto sobre los dias no
productivos entre el destete y su cubricién, sobre la fertilidad y sobre el nimero de lechones nacidos
totales en el subsiguiente parto y si estos parametros productivos estan relacionados con niveles

plasmaticos de IGF-I.

IGF-I en lechones lactantes

El objetivo de este ensayo fue estudiar el efecto de la administracion oral de PPF a lechones durante
las primeras 24 horas tras el nacimiento sobre los niveles plasmaticos de IGF-I, sobre la mortalidad

y sobre la ganancia de peso vivo desde el nacimiento al hasta el destete.

IGF-1 en lechones destetados

El objetivo de los dos estudios fue estudiar si la adicion en la dieta de lechones de PPF tras su
destete en diferentes proporciones podia reemplazar el uso de plasma animal y si las modificaciones

estaban relacionadas con los niveles plasmaticos de IGF-I.
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3 Ensayo en cerdas reproductoras al destete






Cerdas reproductoras hasta el destete
3.1 Introduccién

La rentabilidad de la produccién porcina depende del nimero de lechones destetados por cerda y
afio. Mas del 30% de los oocitos presentes en el momento de la ovulacién no se desarrollan y no se
convierten en lechones nacidos representando un serio problema para la produccion porcina
(Geisert, et al., 2002) situandose este factor como uno de los principales para mejorar la rentabilidad

y productividad.

La mayoria de las pérdidas prenatales ocurren durante el primer mes de gestacion. Solo el 75% de
los blastocistos presentes el dia 9 de gestacion sobreviven hasta el dia 25 de gestacion (Foxcroft
et al., 2007), produciéndose las mayores pérdidas en el momento del reconocimiento de la gestacion
por parte de la cerda y de la implantacion de los embriones (dias 12 a 18 de gestacion). En el
momento del reconocimiento de la gestacion y de la implantacion de los embriones existe un
desfase en el desarrollo de los embriones que hace que los mas desarrollados evolucionen mas
favorablemente de afectando negativamente a los menos desarrollados (Pope, 1988; Jindal et
al,1997).

Diversos estudios han demostrado que cambios nutricionales antes y después de la concepcion
influyen sobre la concentracion de hormonas metabdlicas y reproductivas circulantes. Aungue la
nutricion puede afectar a los resultados de supervivencia prenatal existen estudios que demuestran
que incluso se influye mas sobre esta supervivencia actuando con modificaciones alimentarias en el

periodo anterior a la cubriciéon (Ashworth et al., 1999).

Algunos mecanismos hormonales estan involucrados en la mejora de la calidad de los oocitos y de
la supervivencia embrional. Al menos 4 proteinas uterinas (uteroferrina, la proteina de fijacion del
retinol, la proteina de fijacion del folato y la riboflavina) y las IGF-I e IGF-II, estan relacionadas
con la supervivencia embrionaria (Novak et al., 2003). IGF-1 y leptina son capaces de incrementar
la supervivencia embrionaria pero los efectos de diferentes niveles nutricionales sobre el nivel de
IGF-I circulante y en el Gtero permanecen desconocidos. Ademas el eje GH/IGF-I juega un papel
importante en la regulacion de los efectos de la alimentacion sobre la reproduccion, alterando las
concentraciones de metabolitos intermediarios y hormonas reproductivas (Simmen et al., 1998). La
progesterona, que es la hormona responsable de la preparacion del endometrio del Gtero para la
implantacion del embrion, puede ser una de las hormonas mas importantes que influye sobre los
efectos que la alimentacion induce sobre la supervivencia de lechones en cerdas nulipara (Jindal

et al., 1996). EI mecanismo conocido como flushing hace que se incrementen las tasas de ovulacion
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(Jindal et al., 1997). No obstante, no se conoce si este incremento es una respuesta a un mayor
incremento de ingesta per se o al incremento de algun nutriente especifico. Se ha propuesto que la
respuesta al flushing es debida a un incremento en los niveles plasmaticos de IGF-1y a la liberacion
y secrecion de esteroides por el higado que intervienen en el mecanismo de la maduracion de los
oocitos (De et al., 2009).

El consumo de pienso estad positivamente correlacionado con el incremento de peso del higado
(Pickard et al, 1996, citado por Ferguson et al., 2003) y hay un incremento de flujo sanguineo en la
vena porta como consecuencia de un incremento en el plano alimentario en cerdas nuliparas (Prime
etal., 1993).

Las concentraciones de IGF-I pueden estar afectadas por el origen de la energia en la dieta pero no
esta definido en que fase, lactacion, intervalo destete a celo o inicio de la gestacion tiene mayor
influencia. Si parece estar definido que los hidratos de carbono tienen mejor respuesta que las

grasas a la hora de influenciar sobre las variables reproductivas (van den Brand et al., 2009).

El concentrado de proteina de patata es un coproducto de la industria del almidon que se obtiene por
termocoagulacion de la proteina del rezumado tras la extraccion del almiddn, separacién y secado
hasta alcanzar valores de proteina bruta del 75-80% (de Blas et al., 2003). Este concentrado tiene
cantidades variables de solanina, un alcaloide que da sabor amargo y disminuye su palatabilidad y
que en caso de altas ingestas da lugar a sintomas parecidos a una gastroenteritis. El tratamiento de
este concentrado con levaduras (Gélinas et al., 2007) o mediante otros procesos (Aziz et al., 2002)

intenta reducir los efectos negativos e incrementar su digestibilidad.

3.2 Objetivo

La hipdtesis de trabajo por lo tanto fue que si las concentraciones reducidas de IGF-I estan
asociadas con tasas de ovulacion reducidas, IGF-1 puede tener un efecto directo sobre el ovario ya
que los lugares de fijacion de IGF-I en las células de la granulosa de las cerdas se cree que

amplifican los efectos de FSH a través del incremento de la esteridogénesis en el foliculo.

El objetivo de este estudio fue evaluar si la adicion en la dieta de cerdas lactantes durante 5 dias
antes del destete y 5 dias post destete de PPF con o sin glucosa modificaba el nimero de dias no
productivos transcurridos entre el destete y su cubricion, la fertilidad, el nimero de lechones
nacidos totales y si estos pardmetros productivos estan relacionados con niveles plasmaticos de
IGF-1.
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3.3 Material y métodos

El estudio se realiz6 en una granja de cerdas comercial productora de lechones destetados (conocido
en la produccion de cerdos como sitio 1) manejada en bandas de parto semanales. Las cerdas eran

un cruce comercial de Landrace con Large White y fueron inseminadas con un macho Duroc.

La granja consta de una zona de cuarentena de las futuras reproductoras, donde llegan a la granja
con una edad entre 20 y 22 semanas de vida procedente de una unidad de recria (sitio 3). Tiene unas
naves de cubricion, zona de gestacion control, zona de gestacion confirmada y varias salas de
lactacion. Una vez destetados los lechones son transportados el mismo dia del destete al sitio 2.

Cumple con la legislacién actual sobre bienestar animal (Real Decreto 1135/2002).

La alimentacion se realiza de forma automatica con comederos individualizados para cada cerda
donde un técnico supervisa la cantidad diaria de comida a distribuir a las cerdas en funcién de su
estado reproductivo (gestante, lactante o vacia) y su ciclo de parto. Durante el estudio no se
modifico el esquema nutricional de la granja salvo en las cerdas objeto del estudio, a las que fueron
suministrados los diferentes tratamientos. El agua se suministra en las zonas de gestacion mediante
un bebedor tipo canal ad libitum y en la lactacion mediante bebederos tipo cazoleta con distribucién
ad libitum también. A los lechones en las salas de parto se les suministra pienso a partir de una
semana de edad, primero sobre la placa de calefaccion y posteriormente en unos comederos

especiales y cuentan con un bebedero tipo cazoleta con suministro de agua ad libitum.

La climatizacién de la granja es mediante ventilacion natural que es manejada por un sistema
automatico en funcion de la temperatura interior y exterior. En las salas de parto, se suministra calor
a los lechones mediante un sistema de calor radiante en el suelo ademas de a través de bombillas de

infrarrojos durante los primeros dias de vida para asegurar su confort durante la fase de lactacion.

El dia 1 del estudio se incluyeron 199 cerdas (ver Tabla 3) de 3 lotes de semanales consecutivos de
destete en el estudio. Mediante una rutina de aleatorizacién que incluia el ciclo de parto, el numero
de lechones destetados en el ciclo anterior y el namero de lechones paridos en el actual ciclo, cada

una de las cerdas fue asignada a uno de los siguientes grupos de tratamiento:

e PPF+G+, en el que las cerdas recibieron 20 g de PPF mas 50 g de glucosa diariamente
durante 5 dias antes del destete y 5 dias post destete;

e PPF+G-: en el que las cerdas recibieron 20 g de PPF diariamente durante 5 dias antes del
destete y 5 dias post destete;
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e PPF-G+: en el que las cerdas recibieron 50 g de glucosa diariamente durante 5 dias antes del
destete y 5 dias post destete v,
o PPF-G-: en el que las cerdas no recibieron ningun suplemento.

Por razones de manejo de la granja, se decidi6 sacrificar 16 cerdas incluidas en el estudio antes de
su salida en celo. La Tabla 3 muestra las cerdas excluidas del estudio.

Tabla 3. NUmero de cerdas por tratamiento.

Total  PPF+G+ PPF+G-  PPF-G+  PPF-G-

NUmero de cerdas 183 47 43 47 46
NUmero de cerdas 16 4 5 4 3
excluidas

Total de cerdas al 199 51 48 51 49

inicio del estudio

Se obtuvo una muestra de sangre de todas las cerdas el dia 1 y el dia 10 del estudio mediante
puncion de la vena yugular mediante VacutainerTM (Becton Dickinson and Company, NJ, USA)
antes del inicio del tratamiento y de la distribucion de la primera comida del dia para el analisis de
IGF-1. Tras el sangrado, las muestras se refrigeraron hasta su llegada al laboratorio de
procesamiento donde fueron centrifugadas a 2.500 rpm durante 10 minutos para la obtencion de
plasma. De cada muestra de plasma se obtuvieron dos alicuotas de 300 microlitros
aproximadamente en tubos Eppendorf para el analisis de IGF-1. Las muestras de plasma se
guardaron en congelacién a -20°C hasta su envio al laboratorio.

No se enviaron todas las muestras de plasma al laboratorio. Mediante una rutina de aleatorizacion se

eligieron 100 muestras antes del envio al laboratorio para el analisis de IGF-I.

Los tratamientos fueron suministrados a las cerdas junto con la primera comida del dia de forma

manual e individualizada.

El dia 5 del estudio las cerdas fueron destetadas. Sus lechones fueron enviados a las naves de
destete. Las cerdas fueron alojadas tras el destete en una sala de forma individualizada para
controlar su salida a celo y su inseminacion posterior siguiendo los procedimientos habituales de la

granja. Su alimentacion fue ad libitum.
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Para estimular la salida en celo, las cerdas fueron expuestas cada mafiana a varios machos y un
operario revisaba la aparicion del celo. Una vez que las cerdas mostraban reflejo de inmovilidad al
hombre, fueron inseminadas 2 veces con 24 h de intervalo entre ambas inseminaciones. Una vez
finalizada la segunda inseminacion, las cerdas fueron enviadas a la sala de gestacion donde
permanecieron hasta unos dias antes de producirse el parto momento en el que fueron enviadas a las

salas de parto.

Se recogieron todos los datos productivos de las cerdas incluidas en el estudio para el calculo de la

duracion del intervalo del destete al celo, la fertilidad y la prolificidad de las cerdas.

El analisis de IGF-1 se llevo a cabo mediante un ELISA de doble sandwich con dos anticuerpos
especificos y de alta afinidad para la IGF-1. La IGF-I de la muestra se liga al primer anticuerpo
inmovilizado en la placa de microvaloracion tras lo que la enzima Streptavidin-Peroxidasa
conjugada con biotina (biotinilada) liga la IGF-1 inmovilizada como segundo anticuerpo anti-1GF-I.
La reaccion termina con un cambio de color altamente especifico catalizado cuantitativamente

dependiendo de los niveles de IGF-1I en la muestra.

La recuperacion es como media en diferentes muestras del 98,67% con una sensibilidad analitica de
0,09 ng/mL. El coeficiente de variacion inter e intra ensayo es menor de 6,8% y 6,7%
respectivamente. La calibracién del ELISA con respecto a la referencia internacional de
preparaciones de IGF-1 de la OMS, NIBSC codigo 87/518 da un factor de conversion de 1,075.

El protocolo del analisis fue el siguiente:

1. Las muestras fueron diluidas en la solucion tampdn en la proporcién 1/20.

2. Se afiaden 80 uL de anticuerpo conjugado diluido en los pozos.

3. Se afiaden 20 pL de la muestra de referencia y las muestras en los pozos.

4. Se sellan los pozos y se incuban durante una hora temperatura ambiente con un movimiento
mayor a 350 rpm.

5. Tras la incubacidn, se aspira el contenido de los pozos y se lavan 3 veces con 250 pL de
solucion tapon.

6. Se afiaden 100 pL de la enzima conjugada diluida en cada pozo.

7. Se cubre y se incuba la placa durante 30 minutos a temperatura ambiente.

8. Tras la incubacidn, se aspira el contenido de los pozos y se lava 3 veces con 250 pL de
solucion tampon.

9. Se afiaden 100 pL de solucion substrato en cada pozo.
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10. Se incuba la placa durante 15 minutos en la oscuridad a temperatura ambiente.
11. Se para la reaccién afiadiendo 100 L de solucién finalizadora en todos los pozos.
12. Se mide la absorbancia durante los siguientes 30 minutos a 450 nm.

La cerda fue la unidad experimental.

Se utilizé R (R: The R Project for Statistical Computing 2015) como programa estadistico. Los
niveles de IGF-I del dia 1 y del dia 10 del estudio, el intervalo de tiempo entre el destete y la salida
a celo, el intervalo de tiempo entre el destete y la fertilizacion efectiva, el nimero de lechones
nacidos vivos, muertos y totales por parto fueron analizados mediante un andlisis de varianza de la

libreria glm2 (Marschner, IC, 2011) mediante el modelo:
Yijkl =pt GROUP; + CYCLEJ' + LACT+ Eijkl

donde Yijq fue la variable analizada de la cerda I, del grupo de tratamiento i (GROUP;), con el ciclo
de parto j (CYCLE;) y con una duracion de la lactacion anterior k (LACTY), siendo ejj el error

experimental.

El porcentaje de cerdas que repitieron celo tras la inseminacién fue analizado mediante regresion

logistica con la libreria Im de R con el modelo:
Yijk =u+ GROUP; + CYCLEJ' + €ijk

donde Yij fue la variable analizada (repeticiones de celo) de la cerda k, del grupo de tratamiento i

(GROUP;), con el ciclo de parto j (CYCLE;) siendo ejjq el error experimental.

Para el calculo del tamafio muestral se ha tenido en cuenta la variable nimero de lechones nacidos
vivos asumiendo una SD de 1.6 y una diferencia entre el grupo PPF+ y PPF- que queremos detectar
de 0.7. El tamafio muestral por grupo para detectar esa diferencia es aproximadamente de 90 cerdas.

Por tanto con 45 cerdas por grupo debe ser suficiente para el objetivo de este estudio.

Los test usados fueron de dos colas con un error a del 5 % y se verificaron las condiciones de

aplicacién de los diferentes tests estadisticos.

3.4 Resultados

La Tabla 4 muestra los resultados de IGF-I los dias 1 y 10 del estudio que corresponden a 5 dias
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antes del destete y 5 dias posteriores al mismo en las cerdas. Los valores mostrados son las medias
minimo cuadréticas y su error estandar. Debido a que no hubo interaccion entre el ciclo de las
cerdas y el tratamiento, ésta se elimind del modelo inicial. No se encontraron diferencias

estadisticamente significativas.

Tabla 4. Valores de IGF-1 (ng/mL) en las cerdas en los dias 1 y 10 del estudio (media minimo

cuadratica * error estandar, LSM % EE).

PPF+G+ PPF+G- PPF-G+ PPF-G-
IGF-1dial 78,69+5,60 77,24+5,22 87,52+5,88 86,65+6,21
IGF-1 dia 10 60,86+4,65 66,00+4,38 66,13+6,25 65,70+5,61
NUmero de cerdas 25 29 25 21

Medias de la misma fila con diferentes letras son estadisticamente diferentes (p<0,05).

Cuando se estudid el efecto del ciclo sobre el nivel de IGF-1 se vio que las cerdas de segundo ciclo
que habian sido nodrizas durante la lactacion previa al tratamiento, tenian niveles de IGF-I
diferentes al resto por lo que se decidid crear una nueva variable ciclo. Asi las cerdas quedaron
clasificadas en i) ciclo 2 (2), ii) mayores de 2 ciclos (> 2) y iii) mayores de 2 ciclos que habian sido
nodrizas® (> 2 nod). Dado que el nivel de IGF-I que las cerdas tuvieron al inicio del estudio era
desconocido en el momento de la aleatorizacion, no se pudo tener en cuenta este factor para
aleatorizar las cerdas antes de recibir el tratamiento. La Tabla 5 muestra los valores de IGF-I segun
el ciclo de parto de la cerda y el dia del estudio. Las cerdas con méas de dos ciclos de parto que
habian sido nodrizas en la lactacion previa tuvieron mayor nivel de IGF-I el dia 1 de estudio que las
cerdas de los otros ciclos. El dia 10 del estudio las cerdas de mas de dos ciclos que habian sido
nodriza tuvieron mayor nivel de IGF-1 que las cerdas de 2 ciclos pero igual que las cerdas de mas de
dos ciclos que no habian sido nodrizas. Las cerdas que no habian sido nodrizas independientemente

de su ciclo tuvieron el mismo nivel de IGF-I el dia 10 del estudio.

! En esta granja, una cerda nodriza fue una cerda de mas de dos ciclos que tras finalizar su lactancia con éxito, adopt6
una camada de lechones super numerarios mas pequefios que los que ella destetd para incrementar el peso de los
mismos Y sus posibilidades de supervivencia.
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Tabla 5. Valores de IGF-1 (ng/mL) agrupados por el ciclo de parto en las cerdas en los dias 1 y 10
del estudio (LSM + EE).

Valor p
(dos) (> de 2) (>2nod) >2 vs >2nod >2vsdos  >2nod vs dos
IGF-ldial 68,63+4,98a 75,16+3,95a 103,8+6,51b 0,0002 0,3048 <0,0001
IGF-1 dia
10 56,18+4,05a 64,04+3,23ab  73,8+5,97b 0,1508 0,1292 0,0147
Ndmero de 31 50 19
cerdas

Medias de la misma fila con diferentes letras son estadisticamente diferentes (p<0,05).

La Tabla 6 muestra los valores de IGF-I el dia 1 del estudio por tratamiento y ciclo de parto en los
diferentes dias del estudio y el nimero de cerdas en cada grupo. Al tener en cuenta el factor

“nodriza” no hubo diferencias en el nivel de IGF-I previo al inicio del estudio.

Tabla 6. Valores de IGF-I (ng/mL) en las cerdas el dia 1 del estudio por tratamiento y ciclo de parto

(media minimo cuadrética + error estandar, LSM + EE).

PPF+G+ PPF+G- PPF-G+ PPF-G-
IGF-1 dia 1
Cerdasde 2 ciclos ~ 64,7946,91  63,34%6,91 736246,94  72,7547,11
+de2ciclos  71,32+6,38  69,87+595 80,16+6,01  79,28+6,74

+ de 2 ciclos nodrizas 99,96+7,80 98,51+7,34 108,79+8,66 107,92+8,66

NuUmero de cerdas

Cerdas de 2 ciclos 8 7 8 8
+ de 2 ciclos 11 14 15 10
+ de 2 ciclos nodrizas 6 8 2 3

Medias de la misma fila con diferentes letras son estadisticamente diferentes (p<0,05) excepto para “z” que es una
tendencia estadistica (p<0,10).

La Tabla 7 muestra los valores de IGF-I el dia 10 del estudio por tratamiento y ciclo de parto en los
diferentes dias del estudio y el nimero de cerdas en cada grupo. No se encontraron diferencias en

los niveles de IGF-I entre los diferentes tratamientos.
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Tabla 7. Valores de IGF-1 (ng/mL) en las cerdas el dia 10 del estudio por tratamiento y ciclo de

parto (media minimo cuadratica + error estandar, LSM + EE).

PPF+G+ PPF+G- PPF-G+ PPF-G-

IGF-1 dia 10
Cerdas de 2 ciclos  55,40+7,97 53,87+8,52 61,56+7,97 53,88+7,97
+de 2ciclos  66,57+6,79 62,13+6,02 69,08+5,82 58,39+7,13
+ de 2 ciclos nodrizas  60,62+9,20 82,01+7,97 67,75+15,93  84,83+13,01

NuUmero de cerdas

Cerdas de 2 ciclos 8 7 8 8
+ de 2 ciclos 11 14 15 10
+ de 2 ciclos nodrizas 6 8 2 3

Medias de la misma fila con diferentes letras son estadisticamente diferentes (p<0,05).

El intervalo de tiempo entre el destete y la salida en celo (IDC) y el intervalo de tiempo entre el
destete y la salida en celo efectiva (IDCF) en los tratamientos se muestran en la Tabla 8. No se

encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos.

Tabla 8. Intervalo (dias) entre el destete y la salida en celo (IDC) e intervalo entre el destete y la
salida en celo efectiva (LSM * EE).

PPF+G+ PPF+G- PPF-G+ PPF-G-
IDC, dias 4,68+0,35 4,00+0,37 4,14+0,35 3,81+0,36
IDCF, dias 6,67+1,39 5,71+1,40 7,02+1,39 5,40+1,38
NUmero de cerdas 47 43 47 46

Medias de la misma fila con diferentes letras son estadisticamente diferentes (p<0,05).

El numero de cerdas que repitié el celo y su porcentaje sobre el nimero de cerdas inseminadas por
tratamiento se muestra en la Tabla 9. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas

entre los tratamientos.
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Tabla 9. Numero de cerdas inseminadas y que retornaron a celo.

PPF+G+  PPF+G- PPF-G+ PPF-G-
Cerdas inseminadas 43 41 43 44
Cerdas que retornaron a celo 6 3 7 3
en porcentaje  13,95% 7,32% 16,28% 6,82%

Medias de la misma fila con diferentes letras son estadisticamente diferentes (p<0,05).

El nimero de lechones nacidos totales, vivos y muertos por parto y por tratamiento se muestran en

la Tabla 10. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos.

Tabla 10. Namero de lechones nacidos totales, vivos y muertos (LSM+EE) por tratamiento.

PPF+G+ PPF+G- PPF-G+ PPF-G-
Lechones nacidos totales 15,04+0,71  15,74+0,71 14,25+0,72  16,12+0,69
Lechones nacidos vivos 13,25+0,62 14,28+0,62 13,17+0,63 14,64+0,61
Lechones nacidos muertos 1,79+0,29 1,47+0,29 1,08+0,29 1,47+0,28
Numero de partos 37 38 36 42

Medias de la misma fila con diferentes letras son estadisticamente diferentes (p<0,05).

Dada la influencia que tuvo el factor “nodriza” se estudié el nimero de lechones nacidos totales por

tratamiento y ciclo que se muestra en la Tabla 11.

Tabla 11. Namero de lechones nacidos totales (LSM+EE) por tratamiento y ciclo de parto.

PPF+G+ PPF+G- PPF-G+ PPF-G-

Cerdas de 2 ciclos 14,63+1,46ab 15,60+1,85ab 15,00+1,56ab 15,57+1,56ab
+de2ciclos 15,33+1,69ab 14,17+1,19ab  15,27+1,25b 18,22+1,34b
+ de 2 ciclos nodrizas  7,80+1,85a 15,67+1,69ab  9,00+4,14ab  10,00+2,93ab

Medias con diferentes letras son estadisticamente diferentes (p<0,05).

Dada la falta de aleatorizacion al inicio del estudio por el factor “nodriza”, el nimero de partos por
ciclo y tratamiento estuvo muy desequilibrado por lo que los datos de la Tabla 11 deben tomarse
con precaucion. En la Figura 4 puede verse la distribucion del nimero de lechones nacidos totales
en cada parto por tratamiento y por ciclo. Ademas cada punto es una camada por lo que puede

apreciarse el nimero de camadas por tratamiento y ciclo.

Figura 4. Distribucion del numero de lechones nacidos en cada parto por tratamiento y por ciclo.
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=2 >2nod dos

Lechones nacidos totales

Grupo de tratamiento

3.5 Discusién

Los resultados del presente estudio no soportan la hipétesis, en las condiciones de este estudio, de
que el suministro de PPF con o sin glucosa durante 5 dias previos al destete y 5 dias posteriores al
destete, mejorasen los parametros reproductivos de cerdas en términos de dias productivos y
lechones producidos. Tampoco se modificaron los niveles de IGF-I circulante como consecuencia
del tratamiento. Probablemente factores como la alta sanidad, el alto estatus de las condiciones de la
granja donde se llevd a cabo el estudio, el alto nivel de implicacion de los operarios y la

hiperprolificidad de las cerdas, hayan tenido un papel muy importante.

Reducir el intervalo entre el destete y el celo (tanto el primer celo como el efectivo), incrementando
por ende la tasa de fertilidad e incrementar el nimero de lechones nacidos totales en esta granja es
una labor complicada dado su nivel de productividad. Pero precisamente este alto nivel de
productividad era el que se buscaba ya que si se hubiera realizado el presente estudio en una granja
con estatus sanitario y de manejo medio o bajo o con cerdas no hiperprolificas, probablemente
también otros tratamientos diferentes a los efectuados hubieran podido incrementarlos.

Los valores de IGF-1 encontrados en este estudio difieren de los encontrados en la literatura
cientifica durante intervalos de tiempo parecidos de la gestacion. De et al., (2009) encontraron
valores entre 153+17 y 253+39 ng/mL a los 12 dias de gestacion. Una de las razones de esta
diferencia puede ser el uso de un método de analisis diferente al llevado a cabo en este estudio. Otra
de las razones por las que estos parametros pueden ser diferentes es debida a la edad de las cerdas o

su ciclo productivo. De et al, (2009) encontraron diferencias en el nivel de IGF-I el dia 12 de
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gestacion cuando estudiaron el efecto de la alimentacion sobre los parametros reproductivos en
cerdas nuliparas. En este estudio se usaron solamente cerdas destetadas mientras que De et al.,
(2009) usaron solo cerdas nuliparas. Ferguson et al., (2003) también encontraron valores mas altos

de IGF en nuliparas, situando los valores entre 102+32 ng/mL y 190£46 ng/mL.

Los estudios llevados a cabo por Ashworth et al., (1999), por Gatford et al., (1997), Musser et al.,
(1999), Hunter et al.,(2004) y Musser et al., (2006) demostraron que las modificaciones
nutricionales antes y después de la concepcién influenciaban la circulacion y concentracion de
hormonas reproductoras y metabdlicas y la supervivencia neonatal siendo el mecanismo
responsable de la respuesta al flushing un incremento en la liberacion de IGF-1 asi como un

incremento en la destruccion de esteroides en el higado.

Estos factores nutricionales afectan también a la calidad del oocito y como consecuencia a su
supervivencia embrional. Otros factores como la regulacion de la angiogénesis folicular han
demostrado jugar un papel muy importante en el desarrollo de los foliculos ovulatorios,
particularmente el factor de crecimiento endotelial vascular que es producido por las células de la
granulosa en el ovario y puede ser estimuladas por las gonadotropinas (Foxcroft et al., 1987;
Cosgrove et al., 1992; Hunter et al., 2004; Ashworth et al., 2009).

Sin embargo en este estudio no se ha podido comprobar que a través del suministro de PPF o de
Glucosa, se hayan podido incrementar los niveles de IGF-I circulante ni se hayan reducido los dias
no productivos al reducir bien el intervalo destete-celo o los retornos a celo de las cerdas. Tampoco

se han incrementado el niimero de lechones nacidos totales con los tratamientos.

No se ha encontrado correlacion entre el nivel de IGF-1 en el dia 5 post destete con el nimero de
lechones nacidos totales (p =0,486). El estudio de Ferguson et al., (2003) demostrd un incremento
en la supervivencia embrionaria en cerdas nuliparas Meishan y en cerdas europeas cuando eran
sometidas a un flushing. Las cerdas que no eran sometidas a flushing tenian un nivel de IGF-I
inferior a las que fueron alimentadas con un alto nivel antes de la concepcion. En este estudio,
ninguna cerda fue sometida a una disminucion en el consumo de alimento. Ademas el hecho de que
algunas cerdas de mas de dos ciclos realizaran una lactacion mas larga con una segunda camada
(nodrizas) dio como resultado un incremento en el nivel de IGF-1 muy significativo que
posteriormente no se vio reflejado en un incremento de la productividad, medida como un aumento
del nimero de lechones nacidos totales. Este incremento de IGF-1 concuerda con los estudios de

Ferguson et al., (2006) y de De et al., (2009) donde altos niveles de alimentacion resultaban en altos
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niveles de IGF-I, pareciendo mas una consecuencia que un efecto.

La técnica del nodrizaje es usada en algunas granjas que usan cerdas hiperprolificas como una
ayuda en la recuperacion de los lechones supernumerarios. En la granja donde se realizo el estudio,
son cerdas nodrizas aquellas cerdas de mas de dos partos que no han perdido condicién corporal
durante su lactacion y tienen unas caracteristicas maternales especiales, como unos pezones finos.
Estas cerdas recuperan peso y condicion corporal durante la lactacion ya que el consumo de pienso
es alto y las necesidades metabolicas bajas como consecuencia del bajo consumo de leche que

tienen los lechones que les son asignados (King et al.,1997).

La variabilidad en los resultados obtenidos por los diferentes autores en diferentes estudios para
demostrar una relacion entre la nutricién o niveles nutricionales y la productividad es alta y dificil
de ser comparada entre estudios. Estudios realizados con nuliparas a menudo someten a dietas
restrictivas a las cerdas antes de la concepcién encontrando posteriormente resultados positivos al
incremento del plano nutritivo no s6lo en el nimero de lechones nacidos sino también en otras
especies (Zak et al., 1997; Zak et al., 1997; O’Callaghan et al., 1999; Louveau, et al., 2000; Yang et
al., 2000; Comin et al., 2002; Ferguson et al., 2003;). En este tipo de estudios existe una inherente
variacion en el desarrollo del ovario de las cerdas asi como un posible impacto del tratamiento sobre

el desarrollo del mismo.

La insulina, IGF-I, la glucosa y la leptina son mediadores entre el estatus nutricional y los
resultados productivos, viéndose reducido el nivel de IGF-I circulante en animales sometidos a una
reduccién en el plano alimenticio (Ferguson et al., 2003; Ferguson et al., 2006; Zhou et al., 2010).
IGF-1 puede tener efectos directos sobre el ovario de la cerda ya que se han encontrado receptores
de IGF-I en las células de la granulosa en humanos (Veldhuis et al., 1985) y ademas se presupone
que amplifican los efectos de FSH incrementando la esteroidogénesis en el foliculo. Las
alteraciones de la concentracion de insulina pueden alterar también la secrecion de LH e IGF-I

teniendo un efecto directo en el ovario.

El origen de la energia tiene también efectos sobre los niveles de IGF-I circulante y sobre la
maduracion del oocito segin Zhou et al., (2010). Dependiendo de si la energia de la dieta provenia
de la grasa o del almidon, cerdas nuliparas tuvieron diferencias en los niveles de IGF-I circulante y
también diferencias en el desarrollo folicular siendo las dietas con almidén las que daban mayores
niveles de IGF-I (198,5 ng/mL vs 143,1 ng/mL, para las dietas de almidon y grasa

respectivamente), viéndose también afectados los niveles de estradiol. Sin embargo, Athorn et al.,
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(2013) no encontraron ninguna respuesta cuando alimentaron cerdas nuliparas con diferentes

niveles de almidon o grasa durante la fase de gestacion temprana.

El hecho de usar glucosa en el periodo entre el destete y la salida de celo para incrementar la
productividad de las cerdas ha sido objeto de determinados estudios y por ello fue elegido como
control positivo en este estudio y también para conocer si habia interaccion entre la glucosa y la
PPF. van den Brand et al., (2006), van den Brand et al., (2009), Park et al., (2010) y Wientjes et al.,
(2013) han realizado diferentes estudios con diferentes resultados pero parece que la mayor
influencia en los subsecuentes resultados deriva del estatus previo nutricional y alimenticio de la
cerda. La via sobre la que actuaria un suplemento de glucosa sobre los resultados reproductivos no
estd clara pero podria ser que la insulina se viera incrementada, incrementandose los niveles de
IGF-1 y de LH, mejorando con ello el nivel y pulsatilidad de LH. En este estudio los niveles de
glucosa que se suministrd a las cerdas fue inferior al de la literatura (50 g al dia vs 300 g que
suministrd6 Van den Brand en 2009) con lo que la influencia sobre la insulina pudo haber sido

mucho menor.

L-carnitina ha sido estudiada también como suplemento nutricional en cerdas para incrementar la
productividad (Brown et al., 2006; Birkenfeld et al., 2006; Doberenz et al., 2006) sin encontrar
mejoras notables en la productividad, aunque el nimero de lechones nacidos muertos disminuyé en
las cerdas que consumieron L-carnitina y el peso de los lechones nacidos también aumento.
Birkenfeld et al., (2006) y Doberenz et al., (2006) encontraron diferencias en el nivel de IGF-I en
las cerdas que tomaron L-carnitina durante la gestacion, pero estas diferencias fueron halladas el dia
80 de gestacion mientras que Brown et al., (2006) no encontraron diferencias aunque si las
encontraron en los mioblastos del embrion. También Waylan et al., (2003) y Waylan et al., (2004)

encontraron diferencias en el nivel de IGF-1 en los mioblastos embrionarios.

3.6 Conclusiones e implicaciones.

Bajo las condiciones de este estudio no se ha podido demostrar que la suplementacion de las cerdas
multiparas con PPF con glucosa o sin glucosa, incremente los niveles de IGF-1 de las cerdas, ni se
vean reducidos los dias no productivos o aumentadas la productividad expresada como el nimero

de lechones nacidos totales en el parto subsiguiente.

Factores como el alto estatus sanitario y nutricional, el alto nivel de confort y calidad de las
instalaciones de la granja que se usé en el estudio sumados a la hiperprolificidad de las cerdas
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presentes en la misma probablemente hayan influenciado la falta de resultados.

También quiza las cantidades tanto de PPF como de glucosa suministradas a las cerdas para inducir
este efecto hayan sido insuficientes y otros estudios deban incidir en la dosis-respuesta de estos

suplementos.

No obstante, niveles altos de IGF-I vienen dados mas por el plano alimenticio que pueda
suministrar un producto o su combinacion que por sus caracteristicas inherentes. Otros suplementos
como la L-carnitina o la glucosa tampoco han conseguido elevar bien los niveles circulantes de

IGF-1 o las productividades.
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4.1 Introducciéon

La productividad en una explotacion porcina se mide por el nimero de kg de carne de cerdos
producidos por unidad de tiempo, siendo éstos el resultado de la combinacion de dos factores i) el
peso de cada cerdo y ii) el nimero de cerdos enviados al matadero. Dado que el peso al sacrificio
viene fijado por matadero, la maxima productividad se reduce entonces a un unico factor, el nimero

de cerdos producido.

Para mejorar la productividad el productor debe incrementar el nimero de cerdos producido por
unidad de produccién, siendo ésta o bien la cerda (por unidad de tiempo) o bien la camada. El
incremento del numero de lechones obtenido por camada ha sido y es, desde hace muchos afios, uno
de los pilares basicos del incremento de la productividad porcina (Gill, 2007). Actualmente se
superan ampliamente en las granjas de alta productividad, los 30 lechones destetados por cerda y
afio, llegandose a alcanzar medias de nacidos totales por parto de mas de 15 lechones (Arsberetning,
2014).

Sin embargo la mortalidad de los lechones durante los primeros 5 dias de vida se sitta alrededor del
16% siendo uno de los factores que mas atencidon estd teniendo por parte de la industria
(Arsberetning, 2014). Una de las principales causas de mortalidad de los lechones neonatos nacidos
de cerdas hiperprolificas, si no la mas importante, es el bajo peso al nacimiento (Varley, 1995;
Rehfeldt et al., 2006; Morise et al., 2008; Morise et al., 2009; D’Inca et al., 2011). También la
irregularidad del peso dentro de las camadas (Morise et al., 2008), propicia que haya una gran
competencia intracamada por parte de los lechones y que los lechones de menor peso tengan
ingestas menores de calostro y leche.

Bajos pesos al nacimiento estan relacionados con bajas reservas de energia en el lechon recién
nacido. Estos lechones no son capaces de ingerir suficiente calostro y leche materna tras el
nacimiento (Van Barneveld et al., 2011). Este hecho disminuye la supervivencia del lechén recién
nacido ya que no es capaz de mantener la temperatura corporal (Kammersgaard et al., 2011)
cayendo en un estado de hipotermia, hambre y muerte (Louveau et al., 2000; Gondret et al., 2005,

Kammersgaard et al., 2011).

El eje GH/IGF-I tiene un importante papel en el proceso que une la alimentacion con el desarrollo
postnatal y el desarrollo (Simmen et al., 1998). A pesar de ello del eje GH/IGF-1 no esta maduro

todavia en los lechones como demostraron Harrell et al., (1999) donde no encontraron respuestas de
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incrementos de IGF-1 cuando a los lechones se les suministraba somatotropina exdgena hasta el dia
37 de vida, incrementandose posteriormente con la edad. El status nutricional tiene una gran
influencia en la expresion y secrecion de una variedad de hormonas relacionadas con el
crecimiento, incluyendo la hormona del crecimiento , el factor de crecimiento similar a la insulina
tipos | y 1l, las hormonas tiroides y algunos glucocortidoides (Straus 1994; Booth et al., 2002;
Renaville et al., 2002). De hecho el hambre y la desnutricién disminuyen el nivel de GH en plasma,
disminuyen el nivel de IGF-I en plasma y alteran las cantidades de las proteinas ligantes de IGF-I
(Straus 1994; Thissen et al., 1994). La disminucion de GH debida a una disminucién de la ingesta

hace que las concentraciones de IGF-I también disminuyan (Thissen et al., 1999).

Estos resultados sugieren que las diferencias encontradas en los niveles de IGF-I en lechones
neonatos, antes del destete, pueden ser debidas a cambios hormonales diferentes a los niveles de
GH. Dado que en la composicion corporal del lechon lactante, la grasa es uno de los mayores
componentes (Mitchell et al., 2012) y que el tejido graso es capaz de producir IGF-1 (Miner, 2004),
parece posible que las variaciones en los niveles de IGF-I en lechones sean debidas a las relaciones
entre cantidad de musculo y grasa en el cuerpo del lechon confirmando la sugerencia de Harrell et
al., (1999) de que probablemente la mayor parte de la IGF-I en lechones lactantes no provenga del

higado.

El status nutricional y el endocrino pueden ser una restriccion en el crecimiento de los lechones con
bajos pesos tras el nacimiento (Van Barneveld et al., 2011). Una estrategia que podria disminuir
estos efectos seria la suplementacion en la alimentacion del lechon (Dunshea et al., 2003; Van
Barneveld et al., 2011) en este tiempo crucial, con suplementos que estimulasen el crecimiento

tanto del lechén como de su intestino como demostré VVan Barneveld en 2011.

Aunque una baja ingesta de proteina es capaz de incrementar los niveles de IGF-I si existe un nivel
adecuado de ingesta energética, se necesita un umbral minimo de energia bajo el cual una adecuada
ingesta de proteina no es capaz de incrementar el nivel de IGF-I (Isley et al., 1984) tras un periodo
de desnutricion. La desnutricion disminuye la produccion hepética de IGF-I disminuyendo la
expresion del gen IGF-l. Esta expresion genica disminuida es consecuencia tanto de los
mecanismos transcripcionales como posttranscripcionales. La disminucién de la ingesta o la
restriccion de la misma incrementan la depuracion y degradacion de IGF-1 a través de cambios en

los niveles circulantes de IGFBP.

La leche (entre 0,01 y 0,04 ng/mL) y el calostro (entre 0,10 y 0,40 ng/mL) de la cerda contienen
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IGF-1 (Burrin et al., 1997; Donovan et al., 2004; Zabielski et al., 2005) que estimula el crecimiento
intestinal y el desarrollo del lechén. Ademéas es durante las primeras 24 h de vida cuando se
producen los cambios més intensos en las células epiteliales de la mucosa intestinal. En este periodo
las hormonas presentes en el lumen intestinal y los factores de crecimiento como IGF-I juegan un
papel importante en este desarrollo (Zabielski et al., 2005; Zabielski, et al., 2008). La produccion
por parte de las células epiteliales de lactasa se ve favorecida por la presencia en el lumen intestinal
de IGF-1 (Burrin etal., 1997) siendo esto importante para el desarrollo del lechén dado que la

lactosa es el principal azucar de la leche.

El concentrado de proteina de patata es un coproducto de la industria del almidon que se obtiene por
termocoagulacion de la proteina del rezumado tras la extraccion del almidon, separacion y secado
hasta alcanzar valores de proteina bruta del 75-80% (de Blas et al., 2003). Este concentrado tiene
cantidades variables de solanina, un alcaloide que da sabor amargo y disminuye su palatabilidad y
que en caso de altas ingestas da lugar a sintomas parecidos a una gastroenteritis. El tratamiento de
este concentrado con levaduras (Gélinas et al., 2007) o mediante otros procesos (Aziz et al., 2002)

intenta reducir los efectos negativos e incrementar su digestibilidad.

4.2 Objetivo

La hipotesis de trabajo fue que si se lograse incrementar el nivel circulante de IGF-I en el lechon
recién nacido, su status metabolico seria mayor con lo que tendria un mayor crecimiento y debido a

este sufriria una menor mortalidad durante la fase de lactacion.

El objetivo de este ensayo fue evaluar el efecto de la administracion de una proteina de patata
fermentada (PPF) a lechones durante las primeras 12 horas tras el nacimiento sobre los niveles
plasmaticos de IGF-I1, sobre la mortalidad y sobre la ganancia de peso vivo desde el nacimiento al

hasta el destete.

4.3 Material y métodos

El estudio se llevo a cabo en una granja de cerdas comercial productora de lechones destetados
(conocido en la produccion de cerdos como sitio 1) manejada en bandas de parto semanales. Las
cerdas eran un cruce comercial de Landrace con Duroc y fueron inseminadas con un macho Large
White, con lo que los lechones eran un cruce comercial con 25 % de raza Landrace, 25 % de raza

Duroc y 50% de raza Large White.
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La granja consta de una zona de cuarentena y recria de las futuras reproductoras, donde llegan a la
granja con una edad entre 7 y 10 semanas de vida procedente de una unidad de destete (sitio 2).
Tiene unas salas de cubricion, zona de gestacion control, zona de gestacion confirmada y varias
salas de lactacion. Una vez destetados los lechones son transportados el mismo dia del destete al

sitio 2. Cumple con la legislacion actual sobre bienestar animal (Real Decreto 1135/2002).

La alimentacion se realiza de forma automatica con comederos individualizados para cada cerda
donde un técnico supervisa la cantidad diaria de comida a distribuir a las cerdas en funcién de su
estado reproductivo (gestante, lactante o vacia) y su ciclo de parto. Durante el estudio no se
modifico el esquema nutricional de la granja que se explica posteriormente. El agua se suministra
en las zonas de gestacion mediante un bebedor tipo canal ad libitum y en la lactacion mediante
bebederos tipo cazoleta con distribucién ad libitum también. A los lechones en las salas de parto se
les suministra pienso una semana antes del destete aproximadamente en unos comederos especiales

y cuentan con un bebedero tipo cazoleta con suministro de agua ad libitum.

La climatizacion de la granja es mediante ventilacion natural que es manejada por un operario en
funcidn de la temperatura interior y exterior. En las salas de parto, se suministra calor a los lechones
mediante un sistema de calor radiante en el suelo para asegurar su confort durante la fase de

lactacion.

El dia 1 del estudio se incluyeron 84 camadas de lechones que habian nacido en las Gltimas 12
horas, siendo incluidas 42 camadas durante la primera semana del estudio (todas las cerdas que
parieron esa semana), 19 en la segunda y 23 en la tercera. EI motivo por el cual se eligieron 19
cerdas en la segunda semana y 23 en la tercera fue para obtener suficiente tamafio muestral en cada
uno de los grupos en los que se dividieron los lechones. 542 lechones en total fueron marcados y
pesados (ver Tabla 13, Tabla 14 y Tabla 15). Dentro de cada camada los lechones fueron asignados
a uno de los siguientes grupos de tratamiento en un experimento factorial 2 x 4 (dos grupos de peso
por cuatro grupos de tratamiento) mediante una rutina de aleatorizacion de tal forma que se intento
que en cada camada estuvieran representados todos las combinaciones de grupos de tratamiento y

grupos de peso.

Los dos grupos de peso fueron lechones con peso al nacimiento mayor o igual a 1,2 kg (grandes, g)
y lechones con peso al nacimiento menor a 1,2 kg (pequefios, p).

Los cuatro tratamientos fueron:
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e PPF2: lechones que recibieron 2 mL de PPF al nacimiento (antes de 24 h posteriores al
nacimiento).
e PPF1+1: lechones que recibieron 1 mL de PPF al nacimiento mas 1 mL de PPF a las 24 h
del primer tratamiento.
e Gly: lechones que recibieron 2 mL de Glicerina de calidad farmacéutica (control positivo) al
nacimiento.

e CN: lechones que no recibieron ningun tratamiento (control negativo).

La nomenclatura usada para las diferentes combinaciones de tratamientos y grupos de peso se

presenta en la Tabla 12.

Tabla 12. Nomenclatura de los grupos de tratamiento y peso.

Lechones grandes Lechones pequefios
(>=1,2 kg) (<1,2 kg)
PPF2 gPPF2 pPPF2
PPF1+1 gPPF1+1 pPPF1+1
Gly gGly pGly
CN gCN pCN

Tabla 13. Numero de lechones por tratamiento.

Grupo de tratamiento Numero total de lechones  Numero de lechones sangrados
PPF2 136 47
PPF1+1 133 46
Gly 137 43
CN 136 40

Tabla 14: Numero de lechones con peso de nacimiento mayor o igual a 1,2 kg

Grupo de tratamiento Numero total de lechones Numero de lechones sangrados’
gPPF2 80 24(23)
gPPF1+1 79 24(24)
gGly 80 24(22)
gCN 80 24(20)

1: Inicialmente fueron elegidos 24 animales por grupo pero debido a la muerte de algunos lechones en el proceso de extraccion de sangre en el primer

dia de vida, se muestran entre paréntesis el nimero de lechones de los que finalmente se obtuvo sangre.

Tabla 15: Numero de lechones con peso al nacimiento menor de 1,2 kg

Grupo de tratamiento Numero total de lechones Numero de lechones sangrados
pPPF2 56 24(24)
pPPF1+1 54 24(22)
pGly 57 24(21)
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pCN 56 24(20)

1: Inicialmente fueron elegidos 24 animales por grupo pero debido a la muerte de algunos lechones en el proceso de extraccion de sangre en el primer

dia de vida, se muestran entre paréntesis el nimero de lechones de los que finalmente se obtuvo sangre.

192 lechones (24 por grupo de tratamiento y peso) fueron elegidos con una rutina de aleatorizacion
para la obtencién de sangre mediante puncién de la vena yugular mediante Vacutainer™ (Becton
Dickinson and Company, NJ, USA) en los dias 1, 7 y 20 del experimento (ver Tabla 13, y Tabla
15). Tras el sangrado, las muestras se refrigeraron hasta su llegada al laboratorio de procesamiento
donde fueron centrifugadas a 2.500 rpm durante 10 minutos para la obtencion de plasma. De cada
muestra de plasma se obtuvieron dos alicuotas de 300 microlitros aproximadamente en tubos
Eppendorf para el andlisis de IGF-I. Las muestras de plasma se guardaron en congelacion a -20°C

hasta su envio al laboratorio.

La administracion del tratamiento con PPF fue manual mediante bombas dosificadoras que
dispensaban 1 6 2 mL en cada impulso. Una vez asignado el lechén a su grupo de tratamiento,
pesado y tatuado, se administrd el tratamiento. En caso de que el producto en alguna de las

administraciones no fuese ingerido por el lechon, se volvio a repetir la dosificacion del tratamiento.

Los lechones fueron pesados de nuevo los dias 3, 7 y 20 del experimento. Se observé diariamente a
los lechones registrandose la mortalidad asi como su causa. Los tratamientos clinicos individuales

fueron registrados.

El manejo tanto de los lechones como de las cerdas fue el propio de la explotacion. Las cerdas
fueron alimentadas con una racion de forma incremental comenzando el dia del parto (dia 1 del
experimento) con una racion de 2,5 kg por cerda y dia, para incrementar diariamente 0,5 kg por
cerda y dia de tal forma que en el dia 6 post parto cada cerda consumiera la raciéon ad libitum. El
valor nutritivo del pienso no fue inferior a las recomendaciones de Fedna 2003 (de Blas et al.,

2003). El agua se suministré ad libitum.

Se suministro pienso a los lechones a partir del dia 15 de vida ad libitum hasta el destete. El agua se

suministro a los lechones ad libitum.

El método para la separacion de las proteinas transportadoras (IGFBP) de la IGF-I fue la extraccion
con acido-etanol. Para ello, en primer lugar se somete la muestra a una extraccién acida (pH< 3,1)
que disociara de forma irreversible la union de IGF a sus proteinas transportadoras. En una segunda

etapa, se precipitan las proteinas transportadoras (de mayor peso molecular), y el IGF-1 queda en
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disolucién. La recuperacion de IGF-I tras este proceso de extraccion es cercana al 100%. Sin
embargo, la eliminacion de IGFBP no es siempre completa, y quedan en el sobrenadante cantidades
variables de estas proteinas. La eficiencia de este proceso de extraccion es menor, sobre todo para la
IGFBP-1y la IGFBP-4. Con este método las IGFBP no son excluidas del analisis pero su funcion y
su interferencia se neutralizan. Debido a la baja reactividad cruzada de los anticuerpos de IGF-I con

IGF-2, el exceso de IGF-2 no reacciona con IGF-I.

El analisis de IGF-1 se llevo a cabo mediante un ELISA de doble sandwich con dos anticuerpos
especificos y de alta afinidad para la IGF-1. La IGF-1 de la muestra se liga al primer anticuerpo
inmovilizado en la placa de microvaloracion tras lo que la enzima Streptavidin-Peroxidasa
conjugada con biotina (biotinilada) liga la IGF-1 inmovilizada como segundo anticuerpo anti-1GF-I.
La reaccion termina con un cambio de color altamente especifico catalizado cuantitativamente

dependiendo de los niveles de IGF-1 en la muestra.

La recuperacion es como media en diferentes muestras del 98,67% con una sensibilidad analitica de
0,09 ng/mL. El coeficiente de variacion inter e intra ensayo es menor de 6,8% y 6,7%
respectivamente. La calibracion del ELISA con respecto a la referencia internacional de
preparaciones de IGF-1 de la OMS, NIBSC codigo 87/518 da un factor de conversion de 1,075.

El protocolo del analisis fue el siguiente:

13. Las muestras fueron diluidas en la solucion tampdn en la proporcion 1/20.

14. Se afiaden 80 pL de anticuerpo conjugado diluido en los pozos.

15. Se afiaden 20 pL de la muestra de referencia y las muestras en los pozos.

16. Se sellan los pozos y se incuban durante una hora temperatura ambiente con un movimiento
mayor a 350 rpm.

17. Tras la incubacion, se aspira el contenido de los pozos y se lavan 3 veces con 250 L de
solucion tapon.

18. Se afiaden 100 pL de la enzima conjugada diluida en cada pozo.

19. Se cubre y se incuba la placa durante 30 minutos a temperatura ambiente.

20. Tras la incubacion, se aspira el contenido de los pozos y se lava 3 veces con 250 uL de
solucion tampén.

21. Se afiaden 100 pL de solucion substrato en cada pozo.

22. Se incuba la placa durante 15 minutos en la oscuridad a temperatura ambiente.

23. Se para la reaccion afadiendo 100 pL de solucion finalizadora en todos los pozos.

24. Se mide la absorbancia durante los siguientes 30 minutos a 450 nm.
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El lechon fue la unidad experimental.

Se utilizé R (R: The R Project for Statistical Computing 2015) como programa estadistico. Los
niveles de IGF-I1, el peso de los lechones en los diferentes dias del estudio y su ganancia diaria
fueron analizados mediante un analisis de la varianza de modelos mixtos de la libreria Imer (Bates
et al., 2014; Bates et al., 2015) mediante el modelo:

Yijum = 1+ SEXOi*DIA| + TRATAMIENTO*DIA, + _PESO*DIA, +
TRATAMIENTO;*PESO*DIA; + LECHON, + €jjkim

donde Yijum fue la variable analizada, de la combinacion de sexo, tratamiento, grupo de peso Yy dia,
del sexo SEXO;, del tipo de tratamiento TRATAMIENTO;, del grupo de peso PESOy del dia de
estudio DIA,, y del lechon LECHON,, siendo ejjum €l error experimental. Se consider6 el
tratamiento, grupo de peso y el dia del estudio (DIA) como efectos fijos y el lechén (LECHON)
como efecto aleatorio. Se utilizo la libreria Ismeans (Lenth et al., 2015) de R para el célculo de las
medias minimo cuadraticas y la libreria ggplot2 (Wickham, H., 2009) para la realizacion de los
graficos.

La mortalidad fue analizada mediante regresion logistica con la libreria Im de R con el modelo:

Yju = pu+ TRATAMIENTO;*DIA, + PESO*DIA;+ TRATAMIENTO;*PESO*DIA| + €j«

donde Yji fue la variable analizada, de la combinacion de tratamiento, grupo de peso y dia, del tipo
de tratamiento TRATAMIENTO;, del grupo de peso PESOy del dia de estudio DIA, siendo ejy el

error experimental.

La uniformidad de los lechones fue evaluada a partir de los coeficientes de variacion de los pesos
individuales de los lechones y sus diferencias entre los grupos de tratamiento fueron analizadas

mediante un test F.

Para la variable principal del estudio, IGF-I siguiendo los resultados obtenidos por Carroll et al.,
(1998) y los mostrados por Bunter et al., (2005), 24 animales por grupo serian suficientes para
obtener diferencias significativas de la media del 5%. Para el peso vivo, 50 animales por grupo

permitirian obtener diferencias significativas en la media del 9%.

Los test usados fueron de dos colas con un error a del 5 % Yy se verificaron las condiciones de

aplicacién de los diferentes tests estadisticos.
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4.4 Resultados

Durante la extraccion de sangre en el primer dia del estudio para cada lechon fallecieron 13
animales, 1 de gPPF2, 2 de gGly, 1 de gCN, 2 de pPPF1+1, 3 de pGly y 4 de pCN, siendo

excluidos, evidentemente de todos los analisis.

Las Tabla 16 y Tabla 17 muestran los niveles de IGF-1 de cada grupo de peso en los dias 1, 7 y 20.
No se encontraron diferencias entre los grupos de tratamiento en los dias analizados cuando se

analizaron por grupos de peso.

Tabla 16. Niveles de IGF-I (ng/mL) de lechones con peso vivo al nacimiento mayor o igual a 1,2 kg
( LSM + EE).

Valor de p

PPE2 PPF1+1 Gly CN lvs2 1vs3 1vs4 2vs3 2vs4 3vs4

Dia 1l 59,49+5,67 64,49+5,74 65,745,777 60,12+5,76 0,537 0,440 0938 0,878 0,593 0,490
Dia7 95,21+5,81 94,10+5,61 89,85+5,76 83,40+5,69 0,890 0,513 0,187 0,600 0,182 0,425
Dia20 75,08%5,67 79,44+568 81,50+5,77 78,79+6,06 0,587 0427 0,655 0800 0,938 0,746

Tabla 17. Niveles de IGF-I (ng/mL) de lechones con peso vivo al nacimiento menor de 1,2 kg ( LSM
+ FE)

Valor de p

PPF2 PPF1+1 Gly CN lvs2 1vs3 1vs4 2vs3 2vs4 3vs4

Dia 1l 56,88+6,34 42,58+7,5 56,24+7,11 60,44+7,44 0,145 0,947 0,715 0,187 0,092 0,683
Dia 7 72,44+6,34 78,38+7,21 74,76%6,98 68,62+7,29 0535 0,806 0,693 0,719 0,342 0,543
Dia20 79,72+6,25 78,81+7,5 88,34+6,99 81,33+7,15 0925 0359 0866 0,353 0,809 0,483

La Tabla 18 muestra los resultados de IGF-1 cuando no se tuvieron en cuenta los grupos de peso.

No se encontraron diferencias entre los grupos de tratamiento en los dias analizados.

Tabla 18. Niveles de IGF-1 (ng/mL) de lechones en los diferentes dias del estudio ( LSM = EE.

Valor de p

PPE2 PPF1+1 Gly CN lvs2 1vs3 1lvs4 2vs3 2vs4 3vs4

Dial 58,19+4,25 53,53+4,71 60,99+4,58 60,28+4,70 0463 0653 0,741 0,256 0,311 0,914
Dia 7 83,83+4,30 86,24+4,55 82,31+4,52 76,01+4,62 0,700 0,808 0,216 0540 0,115 0,330
Dia20 77,4+4,22  79,13+4,69 84,92+453 80,06+4,68 0,784 0,225 0,673 0,374 0,888 0,456
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La Tabla 19 muestra los valores de IGF-1 entre los grupos de pesos Yy los tratamientos por dia. No se
encontraron diferencias dentro de cada dia y tratamiento para los diferentes grupos de peso.

Tabla 19. Niveles de IGF-1 (ng/mL) de lechones por tratamiento, dia y grupo de peso (LSM+EE).

Peso al nacimiento

Tratamiento Dia >1,2kg <1,2kg Valor de p
PPF2 1 59,49+45,67 56,88+6,34 1,000
PPF1+1 1 64,4945,74 42,58+7,50 0,806
Gly 1 65,74+5,77 56,24+7,11 1,000
CN 1 60,12+5,76 60,44+7,44 1,000
PPF2 7 95,21+5,81 72,4416,34 0,559
PPF1+1 7 94,10+5,61 78,38+7,21 0,991
Gly 7 89,85+5,76 74,7616,98 0,994
CN 7 83,40+5,69 68,62+7,29 0,996
PPF2 20 75,0815,67 79,7216,25 1,000
PPF1+1 20 79,4415,68 78,81+7,50 1,000
Gly 20 81,5045,77 88,34+6,99 1,000
CN 20 78,79+6,06 81,33+7,15 1,000

No hubo diferencias entre sexos en ninguno de los dias de estudio en el valor de IGF-I. Unicamente
se apreci6 el dia 7 una tendencia estadistica (p=0,103) a que los machos tuvieran mayor valor de
IGF-1 que las hembras (80,61+5,76 vs 66,70+6,18).

La Tabla 20 muestra los valores de IGF-I entre los grupos de peso y los diferentes dias cuando no se
consideraron los diferentes tratamientos. Los lechones de peso igual o mayor a 1,2 kg tuvieron

mayor nivel de IGF-I a los 7 dias de edad de forma significativa.

Tabla 20. Niveles de IGF-1 (ng/mL) de lechones por dia y grupo de peso (LSM+EE).

Peso al nacimiento

Dia >1,2kg <1,2kg Valor de p
1 62,46+2,87 54,03+3,56 0,436
7 90,64+2,86 73,55+3,48 0,002
20 78,70+£2,90 82,05+3,49 0,977

En la Figura 5 se muestran las distribuciones de los valores de IGF-1 por grupos de tratamiento y

dias.
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Figura 5. Distribucion de los valores de IGF-I segin los grupos de tratamiento y los dias del
estudio.
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El sexo no tuvo ninguna influencia sobre los valores de IGF-I ni por tratamiento, ni por grupo de
peso ni entre dias y sus combinaciones. En la Figura 6 se muestra la distribucién de los valores de

IGF-1 por sexo y dias de tratamiento.

Figura 6. Distribucidn de los valores de IGF-I por sexo y dia de tratamiento.

Mivel de IGF-1 ng/mL

Sexo de los lechones, H: herﬁbra: M:macho
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La mortalidad total se muestra en la Tabla 21. No se encontraron diferencias entre los grupos de
tratamiento. Globalmente, la mortalidad fue mayor en los lechones con peso menor a 1,2 kg que en
los lechones con peso mayor o igual a 1,2 kg (p<0,0001) debido a que ésta fue mayor en el intervalo
de estudio entre el dia 1 y el 3 (p<0,05). Para haber detectado una diferencia entre los grupos PPF2

y el CN se hubieran necesitado 285 lechones por tratamiento con una potencia del 80%.

Tabla 21. Porcentaje y numero (entre paréntesis) de lechones muertos por intervalo de dias de vida
vy grupo de tratamiento.

TOTAL PPF2 PPF1+1 Gly CN
Total, % 12,33 (64) 9,70 (13) 13,39 (17) 10,94(14) 15,38 (20)
Del dia 1 al 3, % (519)' 8,67 (45) 8,21 (11) 8,66 (11) 6,25(8) 11,54 (15)
Del dia 4 al 7, % (474)" 1,69 (8) 0,81 (1) 1,72 (2) 1,67(2) 2,61 (3)
Del dia 8 al 20, % (466) ' 2,36 (11) 0,82 (1) 3,51 (4) 3,39(4) 1,79 (2)

Entre paréntesis se muestra el nimero de lechones que comenz6 cada periodo.

La mortalidad por grupos de peso se muestra en las Tabla 22 y Tabla 23. Entre paréntesis se

muestra el nimero de lechones que comenzé en cada periodo.

Tabla 22. Porcentaje y numero (entre paréntesis) de lechones muertos con peso al nacimiento
mayor o igual a 1,2 kg por intervalo de dias y grupo de tratamiento.

TOTAL PPF2 PPF1+1 Gly CN
Total, % 422 (13) 3,85 (3) 2,63 (2) 2,67 (2) 7,59 (6)
Del dia 1 al 3, % (308)' 1,95 (6) 2,56 (2) 1,32 (1) 0,00 (0) 3,80 (3)
Del dia 4 al 7, % (302)" 0,99 (3) 1,32 (1) 0,00 (0) 0,00 (0) 2,63 (2)
Del dia 8 al 20, % (299)' 1,34 (4) 0,82 (0) 3,51 (1) 4(2) 1,79 (1)

Entre paréntesis se muestra el nimero de lechones que comenzo cada periodo.

Tabla 23. Porcentaje y numero (entre paréntesis) de lechones muertos con peso al nacimiento
menor a 1,2 kg por intervalo de dias y grupo de tratamiento.

TOTAL PPF2 PPFI+1 Gly CN
Total, % 24,17 (51) 17,86 (10) 29,41 (15) 22,64 (14) 27,45 (12)
Del dia 1 al 3, % (211)" 18,48 (39) 16,07 (9) 19,61 (10) 15,09 (8) 23,53 (12)
Del dia 4 al 7, % (172)' 2,91 (5) 0,00 (0) 4,88 (2) 4,44 (2) 2,56 (1)
Del dia 8 al 20, % (167) " 4,19 (7) 2,13 (1) 7,69 (3) 4,65 (2) 2,63 (1)

Entre paréntesis se muestra el nUmero de Techones que comenzo cada periodo.

Las causas de la muerte de los lechones fueron por aplastamiento, 58% y 36 % para los lechones de

peso al nacimiento mayor o igual a 1,2 kg y los de menos de 1,2 kg respectivamente y por
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inanicion, 45% y 64% respectivamente no encontrandose diferencias significativas entre los grupos

de tratamiento en ambos casos.

El peso vivo se muestra en las Tabla 24 y Tabla 25. No se observaron diferencias significativas en

ningun grupo de tratamiento en ambos grupos de pesos de lechones.

Tabla 24. Evolucion del peso vivo de los lechones con peso al nacimiento mayor o igual a 1,2 kg
(Medias minimo cuadraticas, LSM).

Peso inicial mayor a 1.2 kg EE Valor de p
PPF2 PPF1+1 Gly CN lvs2 1vs3 1vs4 2vs3 2vs4 3vs4
Dial 1.6 1.6 1.6 1.6 0.1 0.833 0.997 0.952 0.836 0.786 0.949
Dia 2 1.8 1.8 1.8 1.8 0.2 0968 0950 0.892 0981 0.922 0.941
Dia 3 2.1 2.1 2.1 2.0 0.1 0.962 0914  0.783 0.952 0.819 0.866
Dia 7 2.9 2.9 2.9 2.9 0.1 0599 0512 0806 0.897 0.781 0.684
Dia 20 5.9 5.8 5.8 5.9 0.1 0.256 0.315 0.682 0.895 0.470 0.554

]ES: Error Estandar de la media

Tabla 25. Peso vivo de los lechones con peso al nacimiento menor a 1,2 kg.

Peso inicial menor a 1.2 kg EE’ Valor de p
PPEF2 PPF1+1 Gly CN lvs2 1vs3 1vs4 2vs3 2vs4 3vs4
Dial 1.0 1.0 1.0 1.0 0.1 0.943 0911 0.787 0.969 0.844 0.873
Dia 3 1.3 1.3 1.2 1.2 0.1 0.977 0.605 0.604 0.637 0.635 0.987
Dia 7 1.9 1.9 1.8 1.9 0.1 0.836 0586 0.658 0.749 0.820 0.932
Dia 20 4.2 4.3 4.2 4.2 0.1 0459 0951 0991 0505 0472 0.945

IES: Error Estandar de la media

La ganancia media diaria se muestra en la Tabla 26 y Tabla 27. No se observaron diferencias
significativas en ningln grupo de tratamiento en ambos grupos de pesos de lechones. Los lechones
de peso mayor o igual a 1,2 kg tuvieron una ganancia media mayor a lo largo del estudio que los

lechones con peso menor a 1,2 kg (p<0,05).
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Tabla 26. Ganancia media diaria (g/d) de los lechones con peso al nacimiento mayor o igual a 1,2
kg. (LSM)

Peso inicial mayor a 1.2 kg EE' Valor de p

gPPF2  gPPF1+1 gGly gCN lvs2 1vs3 1vs4 2vs3 2vs4 3vs4
aD:Iga 1 143 134 138 133 7 0.371 0.637 0.336 0.672 0.928 0.607
Dia 1
a7 189 179 179 186 6 0.256 0.294 0.751 0926 0416 0.468
Dia 3
a7 230 225 224 229 7 0.653 0564 0.895 0.899 0.753 0.659
Dia 7
a 20 216 209 211 214 6 0451 0597 0.828 0.823 0.595 0.758

]ES: Error Estandar de la media

Tabla 27. Ganancia media diaria (g/d) de los lechones con peso al nacimiento menor a 1,2 kg.

Peso inicial menor a 1.2 kg ES Valor de p
pPPF2 PPP1F1+ pGly pCN 1vs2 1vs3 1vs4 2vs3 2vs4 3vs4
Diala3 88 97 73 89 9 0474 0221 0947 0.059 0532 0.214
Diala? 127 124 119 125 8 0.789 0527 0901 0.732 0.893 0.632
Dia3a?7 177 184 181 180 10 0.639 0.749 0.815 0.877 0.822 0.940
Dia7a20 160 160 161 162 8 0.601 0.869 0.827 0.723 0.772 0.954

]ES: Error Estandar de la media

Se calcul6 la uniformidad del peso vivo de los lechones en el dia 20 del estudio a través de la
desviacion estandar del peso vivo. La desviacion estandar de los pesos fue de 1,22; 1,29; 1,14 y
1,18 para los grupos de tratamiento gPPF2, gPPF1+1, gGly y gCN y de 1,12; 0,90; 0,98 y 0,87 para
los grupos de tratamiento pPPF2, pPPF1+1, gGly y gCN. No hubo diferencias entre los tratamientos

a dia 20. Los resultados se muestran en la Tabla 28.
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Tabla 28. Uniformidad mediante la comparacion de las desviaciones estandar de los pesos vivos de
los lechones a dia 20 del experimento.

Lechones con peso vivo al Lechones con peso vivo
nacimiento mayor o igual a  al nacimiento menor a

1,2 kg 1,2 kg
Rat'i N Valor p Rat‘i N Valor p
varianzas varianzas
PPF2 vs PPF1+1 0,95 0,643 1,25 0,173
PPF2 vs Gly 1,07 0,556 1,14 0,410
PPF2 vs CN 1,04 0,745 1,29 0,116
PPF1+1 vs Gly 1,13 0,295 0,91 0,570
PPF1+1 vs CN 1,10 0,433 1,03 0,848
Gly vs CN 0,97 0,795 1,14 0,440

No se apreciaron diferencias estadisticamente significativas cuando se compararon las desviaciones
estandar de los pesos vivos en el dia 20 del experimento en los diferentes tratamientos aunque la
comparacion entre el tratamiento PPF 2 mL frente al Control — estuvo cerca de la tendencia
estadistica (p = 0,116).

Hubo una correlacion significativa entre el peso y el nivel de IGF-I entre los tratamientos (r = 0,36;
r=037;r=029yr=0,32con p <0,001 en todos los casos para PPF2, PPF1+1, Gly y CN
respectivamente) y entre la ganancia media diaria y el nivel de IGF-I entre los tratamientos (r =
0,58; r=0,53; r=0,40 y r = 0,47 con p < 0,001 en todos los casos para PPF2, PPF1+1, Gly y CN
respectivamente) tanto si consideramos los grupos de peso como no. La Figura 7 muestra la
correlacion entre el peso y el valor de IGF-1 por grupos de peso y tratamientos y la Figura 8 muestra

la correlacion entre la ganancia media diaria y el valor de IGF-1 por grupos de peso y tratamiento.

83




Ensayo lechones lactantes

Figura 7. Correlacion entre el peso de los lechones y el valor de IGF-I en los diferentes dias y por

grupos de peso.
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Figura 8. Correlacion entre la ganancia media diaria y el valor de IGF-I en los diferentes dias y por

tratamiento.
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4.5 Discusion.

El objetivo de este estudio fue comprobar si a través del suministro de un producto nutricional se
modificaban los niveles de IGF-I no mediante un incremento de la ingesta de proteina (debido a la
composicion del producto) sino a través de que el animal produjera mas IGF-1 y por ello

incrementase el peso de los lechones al destete.

La nutricion es uno de los principales factores que regulan la circulacién de IGF-I (Thissen et al.,
1994; Thissen et al., 1999). Tanto la energia como la proteina son criticas en la regulacion del nivel
circulante de IGF-1 (Isley et al., 1983) pero tras un periodo de ayuno o desnutricion, la energia es
mas importante que la proteina para recuperar los niveles de IGF-1 (Isley et al., 1984). Ademas el
origen de la energia es también importante en la regulacion de los niveles de IGF-1 (Snyder et al.,
1989) y es por ello por lo que en este estudio se eligio el glicerol como control positivo. El glicerol
en el organismo proviene de la lipolisis y al fosforilarse se obtiene glicerol-3-fostato que es la

lanzadera principal del ciclo de Krebs (Nelson et al.,2005)

Los niveles de IGF-I1 en este estudio se incrementaron entre el dia 1 y 7 del estudio tanto en el grupo
de los lechones nacidos con peso igual o superior a 1,2 kg como en el grupo de lechones nacidos
con peso inferior a 1,2 kg de forma muy significativa confirmando lo observado por Fliesen et al.,
(1989) y por Pan et al. (2012) en el que describen que los niveles de IGF-I son dependientes de la
edad. Si este incremento refleja un incremento en la disponibilidad o en la capacidad de fijacion del
receptor de GH queda fuera del ambito de este estudio. No obstante, Schnoebelen-Combes et al.,
(1996) demostraron un incremento en la capacidad de fijacion del receptor de GH entre el dia de

nacimiento y los 11 dias de edad en lechones.

En este estudio la correlacion entre los niveles de IGF-I y la edad o el peso de los lechones fue
significativa, como puede apreciarse en las Figura 7 y Figura 8. Dentro de cada grupo de edad, a
mayor peso, mayor nivel de IGF-I tenian los lechones reflejando un mayor consumo de energia y
proteina. Posteriormente entre el dia 7 y el 20 del estudio los niveles de IGF-I descendieron pero
solo de forma significativa en los lechones nacidos con peso igual o superior a 1,2 kg. Bunter et al.,
(2005) encontraron correlaciones positivas significativas entre los valores de IGF-I y la ganancia
diaria en lechones de poca edad aunque posteriormente, conforme se incrementa la edad de los

cerdos, esta correlacion se hace negativa.

Los niveles de IGF-I son alterados por el estatus nutricional (Thissen et al., 1994) y bajas ganancias
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de peso en animales lactantes han sido asociadas con niveles bajos de IGF-I (Louveau et al., 2002)

valores que se confirmaron en nuestro estudio.

Ninguno de los dos tratamientos (PPF2 o PPF1+1) suministrados a los lechones durante las
primeras 12 h d vida modificaron en este estudio los valores de IGF-I en el plasma tanto en el grupo
de animales considerados grandes (>1,2 kg) como en el grupo de los pequefios (< 1,2 kg) respecto
al control negativo. Tampoco el grupo del control positivo (Gly) modifico los valores de IGF-I.
Cuando se compararon los lechones grandes y pequefios por dias de tratamiento sin tener en cuenta
el grupo de tratamiento, los lechones grandes tuvieron mayor nivel de IGF-1 el dia 7 del estudio
(90,64+2,86 vs 73,55+3,48; p=0,002) coincidiendo con lo encontrado por Buonomo (1991), Thissen
(1994), Schoknecht (1997), Louveau (2000) y Louveau (2002).

Cuando se compararon los niveles de IGF-I en los lechones grandes (>1,2 kg) segun los dias de
tratamiento, los niveles de IGF-I a dia 7 fueron mayores en los tratamientos con PPF aunque no
fueron estadisticamente significativos (95,21+5,81; 94,1045,61 y 83,40+5,69 para PPF2, PPF1+1y
CN respectivamente). Estas diferencias no se apreciaron en los lechones pequefios. Si se hubieran
extraido muestras de sangre a 192 lechones grandes por grupo de tratamiento en vez de a 24
lechones, se habrian detectado diferencias estadisticamente significativas en el grupo de los
lechones grandes. En cambio para el grupo de los lechones pequefios hubieran sido necesarias 2627
muestras. EI bajo nimero de muestras para el analisis de IGF-I fue debido a que este estudio fue un
estudio inicial en la investigacion de PPF y al limitado presupuesto que se tenia para la realizacion
de estos estudios.

Existen poca informacién de la regulacion de los receptores de GH e IGF-I durante el periodo
neonatal asociado a numerosos cambios en los niveles de IGF-1 que regularan el crecimiento y
posterior desarrollo de los lechones (Louveau et al., 2002). Segln el concepto de programacion
metabdlica, alterando la nutricion en el periodo temprano del desarrollo se ven alterados el
desarrollo de 6rganos y tejidos del organismo y pueden predisponer al mismo a desérdenes

metabdlicos en el subsecuente desarrollo (Dauncey, 1997; Lucas, 1998).

IGF-I regula el desarrollo celular y por lo tanto participa en el desarrollo muscular tanto prenatal
como postnatal en el cerdo (Oksbjerg et al., 2004) y también participa en el desarrollo del tejido
adiposo (Louveau et al., 2004; Miner, 2004; Gardan et al., 2008). Aunque el numero de células
musculares viene fijado durante la gestacion, la hipertrofia de las miofibrillas se desarrolla en el

periodo postnatal. Las células musculares producen IGFs e IGFBPs en varios niveles dependiendo
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del origen (especie y tipo muscular) y del estado de desarrollo de esas células con un modo de
accion paracrina y autocrina de los factores relacionados con IGF. IGF-I en el periodo postnatal
estimula la sintesis de proteina e inhibe la degradacion de la misma con la que se incrementa la
hipertrofia muscular y por ende, el peso vivo del animal (Oksbjerg et al., 2004; Paredes et al.,
2013). Cerdos que crecen rapido con poca grasa corporal tienen niveles de IGF-I plasmatico altos
(Whang etal., 2003) estando ademas correlacionada la deposicion proteica con los niveles
plasméticos de IGF-1 como demostraron Taylor et al., (1992) y Whang (2003).

IGF-I estimula también tanto la absorcién de glucosa como de amino&cidos por parte del musculo
incrementando la sintesis proteica (Davis etal., 2002) contribuyendo de esta forma directa y

también indirecta a la mayor vascularizacion de los musculos (Oksbjerg et al., 1994).

Schoknecht et al., (1997) mediante la infusion de IGF-1 humana a lechones nacidos con bajo peso
lograron un mayor nivel de IGF-1 y una mayor deposicion tanto proteica como grasa demostrando
que los niveles incrementales de IGF-I en lechones neonatos podrian estar relacionados con

mayores crecimientos.

Los datos de este estudio concuerdan con los hallados por Louveau et al (2002) donde encontraron
que una reduccién en el consumo de leche provocada al alimentar a lechones de forma manual con
diferentes niveles de alimentacion, daba como resultado una disminucion en el nivel de IGF-I
aunque los niveles de IGF-1 que encontraron a los 24 dias del estudio estuvieron en un rango entre
20 y 40 ng/mL cuando en este estudio estos niveles fueron entre 70 y 80 ng/mL. Probablemente la
variacion de la técnica de analisis de IGF-I haya dado esas diferencias en cuanto al rango de IGF-I.
Estas observaciones concuerdan también con las respuestas a la privacién de alimento o restriccion
del mismo en diferentes especies (Thissen et al.,1994) incluyendo a los cerdos (Buonomo et al.,
1991; Louveau et al., 2000). Los mismos autores, en el mismo estudio simulando diferentes
tamafios de camada con el fin de simular mayores o menores ingestas de leche materna,
encontraron que los lechones que pertenecian a camadas numerosas tenian menores niveles de IGF-
I en sangre. Nuestros resultados coinciden con los resultados de Louveau et al., en 2002: bajos
crecimientos estan asociados a menores niveles de IGF-1 pero siendo significativos en nuestro caso

solamente el dia 7 del estudio.

Katsumata et al., (2004), estudiando si los niveles de treonina afectaba a las concentraciones
plasmaticas de IGF-I en cerdos de engorde, encontraron que niveles bajos de treonina provocaban

inferiores niveles de IGF-I y lo atribuyeron en parte a una mayor tasa de depuracion de la IGF-1'y
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no a una disminucion de la expresion del gen IGF-1 en el higado.

Morise et al., (2011) expusieron a lechones lactantes con peso normal (1,28 a 1,58 kg) o bajo al
nacimiento (0,76 a 1,12 kg) a dietas normales o altas en proteinas durante 3 semanas y no
encontrando diferencias en la concentracion de IGF-I o de la expresion de los genes del sistema
IGF, pero si en la concentracion de leptina en los lechones alimentados con la dieta alta en proteina.
Sin embargo Schoknecht et al., (1997) mediante la dosificacion de IGF-1 humana a lechones
neonatos con crecimiento intrauterino retardado provocado, observaron que el crecimiento se vio
incrementado asi como la deposicion de proteina y grasa. Boudry et al., (2008) y (2010)
alimentaron lechones destetados con calostro desecado bovino o leche bovina desecada y
encontraron que los lechones que consumia calostro, tuvieron mayor crecimiento y mayor nivel de
IGF-1.

Paredes et al., (2013) encontraron que en cerdos de alto rendimiento (26,8 a 30,9 kg a la edad de 10
semanas) frente a cerdos con bajo rendimiento (16,0 a 22,9 kg a la edad de 10 semanas), los valores
de IGF-I eran 1,27 mayores que los autores atribuyen a una mayor expresion de mRNA de IGF-II

(siendo tanto IGF-I como Il los principales estimuladores de la sintesis proteica).

La alta variabilidad de los niveles de IGF-I en este estudio coincide con otros autores. Luxford et
al., (1998) realizando un estudio sobre la viabilidad de usar los niveles de IGF-1 como predictor en
la seleccion genética porcina ya encontr6 una alta variabilidad en los errores estandar confirmando
los resultados obtenidos anteriormente por Hossner et al., (1997) y posteriormente los de Harrell, et
al., (1999). Estos autores junto con Bunter et al., (2005) sugieren gue estas variaciones pueden ser
debidas a influencias del medio ambiente sobre los lechones o a mecanismos ontogénicos en los
mismos. Es también importante sefialar que en el corto espacio de tiempo de una lactacion (21 a 28
dias) la modificacion porcentual de la composicion del cuerpo del lechon y su influencia sobre los

niveles de IGF-1 hagan que haya per se una alta variabilidad en los niveles de IGF-I.

Si el dimorfismo sexual a nivel de la circulacién de la hormona del crecimiento (GH) es el
responsable de los diferentes crecimientos de machos y hembras, cabria pensar que los niveles de
IGF-1 fueran diferentes en machos que en hembras (Gatford et al., 1998) pero estas diferencias s6lo
se evidencian a partir de los 45 dias de edad como demostré Louveau et al., (1991) siendo mayores
en machos que en hembras atribuyendo las mismas a los efectos esteroides sexuales del macho.
Carroll et al., (1998) tampoco encontraron diferencias en el nivel de IGF-1 entre lechones machos y

hembras en un estudio que abarcd hasta la tercera semana de edad de los lechones. No se han
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encontrado en este estudio diferencias en cuanto al valor de IGF-1 segun el sexo de los lechones en

ningun dia (1, 7 y 20) ni por grupo de peso ni por tratamiento.

La mortalidad de los lechones no fue diferente entre los grupos de tratamiento globalmente ni
cuando se tuvo en cuenta los grupos de peso de los lechones, pero si fue diferente entre los grupos
de peso cuando no se tuvo en cuenta el tratamiento confirmando lo encontrado por Varley, (1995),
Rehfeldt et al., (2006), Morise et al., (2008), Morise et al., (2009) y D’Inca et al., (2011) por lo que

el tratamiento con PPF no redujo en este estudio la mortalidad de los lechones de bajo peso.

Las variaciones en cuanto a los niveles de IGF-I en lechones de la misma edad en otros estudios
puede deberse la determinacion de IGF-I. EI mayor problema para la determinacion de IGF-I es su
unién de alta afinidad con las proteinas transportadoras (IGFBPs) que interfiere en la union con los
anticuerpos del inmunoanélisis (Granada Ybern, 2006). Las determinaciones directas de muestras
de plasma no tratadas previamente dan lugar a valores erréneos debido a la baja disociacion de los
complejos IGF-1/IGFBP3 durante el ensayo. Dependiendo de la proporcion entre IGF-1 e IGFBP en
la muestra, la interferencia se incrementa por lo que varias técnicas han sido usadas para separar
fisicamente IGF-I de sus proteinas transportadoras antes de su analisis. Estas técnicas incluyen la
extraccién mediante cromatografia de gel filtacién con colunma de Sephadex, cromatografia en fase
solida, bloqueo de IGFBP con exceso de IGF-II, la ultracentrifugacion y la precipitacion con acido-
etanol descrita inicialmente por (Daughaday, 1987). La cromatografia de gel filtracién con columna
de Sephadex es el método de referencia aunque, debido a su complejidad metodoldgica y el gran
volumen de muestra necesario, no es aplicable en el laboratorio clinico. La precipitacion con acido-
etanol es el mas utilizado en inmunoanalisis manuales, mientras que el bloqueo de IGFBP mediante

exceso de IGF-11 es el principal método adaptado a los inmunoanalisis automatizados.

4.6 Conclusiones e implicaciones.

Bajo las condiciones de este estudio, el suministro de un suplemento alimenticio de proteina de
patata fermentada antes de las 24 h de vida del lechon o bien de glicerol, no modifica el nivel de
IGF-1 de los lechones a lo largo de la lactancia de los mismos. Ni el peso ni la ganancia diaria ni la
mortalidad, sobre todo en los lechones pequefios, se han visto modificadas. Esta falta de respuesta
puede ser debida a que i) la cantidad de proteina suministrada no fue suficiente para realizar la
modificacion de los niveles de IGF-I, ii) la proteina de patata fermentada no modifica de la
produccién de IGF-I 6 iii) los mecanismos involucrados en la produccién de IGF-I no son capaces a

tan temprana edad de verse modificados nutricionalmente.
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Se ha confirmado la alta variabilidad del nivel de IGF-1 en lechones tanto al nacimiento como antes
de su destete y que los niveles de IGF-1 son edad y peso dependientes en esta fase de vida del
lechon.

El momento en que se estudia los niveles de IGF-1 en los lechones es importante dado que estos
niveles estan afectados tanto por la ontologia de los lechones como por el estado fisioldgico de los
mismos. El conocimiento del comportamiento de IGF-1 en la produccién porcina es importante
debido a que sus concentraciones estan relacionadas con animales mas magros y mas eficientes en

la produccion.

Las técnicas de analisis de IGF-1 deben ser mejoradas y optimizadas para permitir a la industria

analisis mas rapidos, menos variables, mas eficientes y menos costosos econémicamente.
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5 Ensayo en lechones post-destete






Estudio lechones post-destete

5.1 Introduccién

La intensificacion de la produccion porcina y la globalizacion de los mercados han generado una
presion sobre el coste de produccion de carne de cerdo que ha llevado a los productores de cerdo a
nivel mundial a reducir la edad del destete de los cerdos para asi incrementar el ritmo reproductivo
de las cerdas y conseguir mayor nimero de lechones producidos por cerda y afio. En Europa, la
legislacion a favor del bienestar de los animales ha fijado un minimo de 28 dias de vida en la edad
de destete de los lechones a pesar de que ésta puede disminuir hasta 21 dias de vida con
prescripcion facultativa (DOC 18 02_2009, Directiva del Consejo Europeo 2008/120/EC).

Uno de los problemas que se presentan con edades tempranas en el destete de cerdos es la baja
actividad enzimatica para la digestion de nutrientes como los carbohidratos complejos
suministrados por la dieta asi como la baja digestibilidad de la proteina suministrada por las
materias primas si las comparamos con la digestibilidad de la leche de la cerda (Lindemann et al.,
1986). Ademas el intestino del lechon destetado a edades tempranas es inmaduro
inmunolégicamente (McLamb et al., 2013b) y a partir de este momento va a estar expuesto a

nuevos inmunogenos que provienen de la dieta, de sus congéneres y del nuevo lugar de destete.

Una consecuencia del destete temprano es la reduccién en el consumo de pienso en el postdestete
(Lalles et al., 2004; Dong et al., 2007; Lallés et al., 2007) que reduce el crecimiento y el desarrollo
de los lechones posteriormente. Estas negativas consecuencias hacen que la busqueda de
ingredientes de alta digestibilidad y que estimulen el consumo de los lechones tras su destete sea
una prioridad para la industria porcina.

Otros factores estresantes como el cambio nutricional, factores psicoldgicos y ambientales en el
momento del destete contribuyen a modificaciones posteriores en el desarrollo del lechdn (Pluske et
al., 2000; Louveau et al., 2002). Dentro de estas modificaciones, las hormonales, como las
concentraciones de IGF-I estan condicionadas por factores externos como la nutricion, la estacion
del afio y el sexo (Hossner et al., 1997; Matteriet al., 2000; Smith et al., 2002).

El status nutricional tiene una gran influencia en la expresion y secrecion de una variedad de
hormonas relacionadas con el crecimiento, incluyendo la hormona del crecimiento (GH), el factor
de crecimiento similar a la insulina tipos | y Il (IGF-I e IGF-II), las hormonas tiroides y algunos
glucocortidoides (Simmen etal., 1998; Carroll et al., 1998; Straus, 1994). Mientras que la
importancia de la ontogenia del control endocrino del crecimiento estd reconocida (Lee et al.,
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1993), existe poca informacion acerca de los efectos que las diferentes practicas de manejo

asociadas a cambios nutricionales puedan tener sobre el mismo.

Existen algunos estudios donde se confirma que las concentraciones plasmaticas de IGF-I estan
positivamente correlacionadas con el crecimiento tanto en animales de laboratorio como en
animales de produccion pero desafortunadamente esta circunstancia no se cumple siempre (Bunter
et al., 2005). Estudios llevados a cabo por Brameld (Brameld etal., 1996) demostraron que la
expresion de IGF-1 mMRNA en higado en cerdos es edad dependiente a partir de los 20 dias de edad.
Sin embargo la expresion de este mismo gen en el musculo longisimus fue variable en todas las

edades.

En ratas adultas (Hossner et al., 1997) describieron que los incrementos de crecimiento debidos a la
administracién de GH no incrementaron el nivel de IGF-1 circulante aunque las concentraciones
hepéticas y renales de IGF-1 estaban incrementadas. La infusion en cerdos de IGF-I suprime los
niveles de GH en plasma mientras que la de un analogo de IGF-I suprime tanto los niveles de GH
como los de IGF-1 (Dunaiski et al., 1997).

El plasma animal secado mediante la técnica del sprayado (SDAP por sus siglas en inglés, Spray
Dried Animal Plasma) principalmente de origen porcino (SDPP por sus siglas en inglés, Spray
Dried Porcine Plasma) es usado habitualmente como uno de los principales ingredientes en dietas
de lechones destetados para mejorar su ingesta diaria y como medio de reducir las diarreas

postdestete.

Van Dijk (Van Dijk et al., 2001) realizé un resumen de 15 estudios publicados concluyendo que
alimentar lechones tras el destete y durante al menos 2 semanas con dietas que contengan al menos
6% de SDAP, incrementa la ganancia media diaria y el consumo y mejora el indice de conversion

pienso/peso Vvivo, si es introducido en la dieta por encima del 6%.

El metaanalisis realizado por Remus (Remus et al., 2013a) con 23 estudios en los que no estaba
incluido ninguno relacionado con problemas patolégicos, mostr6 que SDAP es una fuente de

proteina que mejora el consumo de lechones tras el destete.

SDAP es una proteina de alto precio y deben realizarse evaluaciones econdmicas antes de tomar la
decision de introducir SDAP en la dieta dado que dependiendo de las instalaciones, desafio del
sistema inmunitario y edad de los animales, los resultados de alimentar lechones con SDAP pueden

variar (Torrallardona et al., 2002).
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El concentrado de proteina de patata es un coproducto de la industria del almid6n que se obtiene por
termocoagulacion de la proteina del rezumado tras la extraccion del almiddn, separacién y secado
hasta alcanzar valores de proteina bruta del 75-80% (de Blas et al., 2003). Este concentrado tiene
cantidades variables de solanina, un alcaloide que da sabor amargo y disminuye su palatabilidad y
que en caso de altas ingestas da lugar a sintomas parecidos a una gastroenteritis. El tratamiento de
este concentrado con levaduras (Gélinas et al., 2007) o mediante otros procesos (Aziz et al., 2002)
intenta reducir los efectos negativos e incrementar su digestibilidad.

5.2 Objetivo

La hipotesis de trabajo fue que la proteina de patata fermentada tiene un alto valor bioldgico y que
por lo tanto puede ser una alternativa al uso de otras proteinas en las dietas altamente digestibles y
con funciones biologicas. Ademas se sugiere la posibilidad de que se incrementen los niveles de
IGF-1 circulante con lo que el status metabolico del lechdn sea mayor y se consigan mejores

resultados productivos.

El objetivo del estudio fue evaluar si la adicion en la dieta de lechones de un concentrado de
proteina de patata fermentada (PPF) tras su destete podia reemplazar el uso de SDAP vy si las

modificaciones estaban relacionadas con los niveles plasméticos de IGF-I.

5.3 Material y métodos.

Se realizaron 2 experimentos con lechones destetados de forma consecutiva en la misma granja
utilizando siempre la misma sala de destete. Los estudios se realizaron en una granja destinada a la
cria de lechones tras su destete y su posterior envio a unidades de engorde (conocido en la
produccion de cerdos como sitio 2) con un manejo todo-dentro/todo-fuera por lotes la cual cumple

los requisitos establecidos por la legislacion sobre bienestar animal (Real Decreto 1135/2002).

La granja es una unidad de destete con 8 salas identicas de 40 corrales cada una con dos pasillos de
distribucion y corrales a ambos lados de tal forma que cada una de las 4 lineas de corrales contiene

10 corrales (ver figura 1).

Cada corral tiene 3 m de ancho por 3,5 m de largo y las paredes de los mismo son de estructura
metalica con un material plastico que evita que los lechones de corrales adyacentes tengan ningdn

contacto. El suelo de los corrales consiste en un emparrillado total de plastico (slat de plastico).
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La alimentacién se realizo a través de una tolva Unica por corral de distribucion ad libitum del
pienso y el agua se suministro a través de dos bebedores tipo cazoleta por corral situado a 50 cm de
la tolva de pienso. Las tolvas fueron revisadas y ajustadas a diario para asegurar su correcto

funcionamiento y los bebedores se limpiaron a diario.

La climatizacion de cada una de las naves se realiza de forma automaética a través de un ordenador
de tal forma que el dia de entrada de los lechones al destete hay 28°C de temperatura disminuyendo
ésta de forma gradual 1°C cada semana. La climatizacion automatica se encarga de la ventilacion de
cada una de las naves de tal forma que la temperatura no oscile £2°C a lo largo del dia. La
calefaccion se realiza a través de quemadores que suministran aire caliente que se distribuye a lo

largo de toda la sala.

Los lechones (machos castrados y hembras) eran un cruce comercial con 25% de raza Large White,
25% de raza Landrace y 50% de raza Duroc.

La edad de los lechones al inicio de cada estudio fue de 21+3 dias. Todos provenian de la misma

granja de origen de reproductoras.

5.3.1 Estudio 1.

El dia 1 de estudio se incluyeron 200 lechones (ver Tabla 29).

Tabla 29. Nimero de lechones por tratamiento en el estudio 1.

NC Plas PPF133 PPF267 PPF400

NuUmero de lechones al inicio 40 40 40 40 40

NUmero de corrales 5 5 5 5 5

CN, fue el grupo control negativo, sin plasma animal en la composicion del pienso prestarter ni PPF; Plas fue el grupo
control positivo, con 4% de plasma animal en el pienso prestarter; PPF133 con 0,133% de PPF en el pienso prestarter;
PPF267 con 0,267% de PPF en el pienso prestarter y PPF400 con 0,4% de PPF en el pienso prestarter.

Los lechones fueron colocados a una densidad mucho mas baja de lo habitual para que el espacio no
fuera un factor limitante del consumo ni del crecimiento siendo en este estudio la densidad de 2,1

m? por lechén.

La distribucion de los corrales y de los tratamientos se muestra en la Figura 9.
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Figura 9: Distribucion de los grupos de tratamiento en los corrales en el estudio 1.
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Corral: 10
Tratamiento: PPF400
N° animales: 5

Peso medio (D-1): 6,41

Corral: 9

Tratamiento: NC

N° animales: 5

Peso medio (D-1): 6,96

Corral: 8

Tratamiento: Plas

N° animales: 5

Peso medio (D-1): 7,06

Corral: 7

Tratamiento: PPF400
N° animales: 5

Peso medio (D-1): 6,91

Corral: 6

Tratamiento: Plas

N° animales: 5

Peso medio (D-1): 6,09

Corral: 5

Tratamiento: PPF400
N° animales: 5

Peso medio (D-1): 6,81

Corral: 4
Tratamiento:Plas

N° animales: 5

Peso medio (D-1): 7,60

Corral: 3

Tratamiento: PPF400
N° animales: 5

Peso medio (D-1): 6,08

Corral: 2

Tratamiento: NC

N° animales: 5

Peso medio (D-1): 6,72

Corral: 1

Tratamiento: PPF267
N° animales: 5

Peso medio (D-1): 6,21

PASILLO

Corral: 11
Tratamiento: PPF113
N° animales: 5

Peso medio (D-1): 7,55

Corral: 30
Tratamiento: PPF113
N° animales: 5

Peso medio (D-1): 6,86

Corral: 12
Tratamiento: NC

N° animales: 5

Peso medio (D-1): 6,84

Corral: 29
Tratamiento: PPF400
N° animales: 5

Peso medio (D-1): 6,30

Corral: 13
Tratamiento: PPF267
N° animales: 5

Peso medio (D-1): 6,21

Corral: 28
Tratamiento: Plas

N° animales: 5

Peso medio (D-1): 5,68

Corral: 14
Tratamiento: PPF400
N° animales: 5

Peso medio (D-1): 5,21

Corral: 27
Tratamiento: PPF267
N° animales: 5

Peso medio (D-1): 6,50

Corral: 15
Tratamiento: PPF267
N° animales: 5

Peso medio (D-1): 7,30

Corral: 26
Tratamiento: PPF267
N° animales: 5

Peso medio (D-1): 6,57

Corral: 16
Tratamiento: Plas

N° animales: 5

Peso medio (D-1): 6,57

Corral: 25
Tratamiento: PPF400
N° animales: 5

Peso medio (D-1): 6,99

Corral: 17
Tratamiento: PPF400
N° animales: 5

Peso medio (D-1): 5,59

Corral: 24
Tratamiento: PPF113
N° animales: 5

Peso medio (D-1): 5,35

Corral: 18
Tratamiento: NC

N° animales: 5

Peso medio (D-1): 7,19

Corral: 23
Tratamiento: PPF113
N° animales: 5

Peso medio (D-1): 6,65

Corral: 19
Tratamiento: NC

N° animales: 5

Peso medio (D-1): 7,11

Corral: 22
Tratamiento: PPF113
N° animales: 5

Peso medio (D-1): 7,09

Corral: 20
Tratamiento: PPF113
N° animales: 5

Peso medio (D-1): 6,97

Corral: 21
Tratamiento: PPF113
N° animales: 5

Peso medio (D-1): 7,18

PASILLO

Corral: 31
Tratamiento: NC

N° animales: 5

Peso medio (D-1): 7,45

Corral: 32

Tratamiento: PPF267
N° animales: 5

Peso medio (D-1): 6,54

Corral: 33
Tratamiento: NC

N° animales: 5

Peso medio (D-1): 6,84

Corral: 34
Tratamiento: Plas

N° animales: 5

Peso medio (D-1): 6,57

Corral: 35
Tratamiento: PPF267
N° animales: 5

Peso medio (D-1): 5,74

Corral: 36
Tratamiento: PPF113
N° animales: 5

Peso medio (D-1): 6,34

Corral: 37
Tratamiento: Plas

N° animales: 5

Peso medio (D-1): 6,35

Corral: 38
Tratamiento: NC

N° animales: 5

Peso medio (D-1): 6,56

Corral: 39
Tratamiento: Plas

N° animales: 5

Peso medio (D-1): 7,29

Corral: 40
Tratamiento: PPF267
N° animales: 5

Peso medio (D-1): 7,08

Mediante una rutina de aleatorizacion que incluy6 la edad, el peso al destete y el sexo, cada uno de
los lechones fue asignado a uno de los siguientes grupos de tratamiento de tal forma que los
tratamientos fueran homogéneos respecto a esos factores:

e Grupo 1 (CN), fue el grupo control negativo, sin plasma animal en la composicion del
pienso prestarter ni PPF.

e Grupo 2 (Plas), fue el grupo control positivo, con la adicion de 4% de plasma animal en el
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pienso prestarter.
e Grupo 3 (PPF133), que tenia 0,133% de PPF en el pienso prestarter.
e Grupo 4 (PPF267), que tenia 0,267% de PPF en el pienso prestarter.
e Grupo 5 (PPF400), que tenia 0,400% de PPF en el pienso prestarter.

El tratamiento experimental consisti6 en dos fases de alimentacion. La primera de 12 dias de
duracidn, donde los lechones fueron alimentados con las dietas experimentales correspondientes a
su grupo de tratamiento y una segunda fase de 28 dias de duracion donde todos los lechones fueron
alimentados con la misma dieta (ver tablas 30 y 31), con el fin de evaluar si las posibles diferencias

obtenidas en la primera fase se mantuvieron posteriormente (efecto carry-over).

Los ingredientes de los diferentes piensos se muestran en la tabla 30 y los nutrientes aportados en la
tabla 31. Los piensos suministrados en la primera fase fueron isoenergéticos e isoproteicos
siguiendo las recomendaciones Fedna 2003 (de Blas, Mateos, y Rebollar 2003) manteniendo las
mismas relaciones de aminoacidos en todas las dietas. Por razones de composicion del plasma, el

pienso prestarter del grupo “Plas” tuvo una concentracion de Na y Cl diferente a los demas.

Tabla 30: Composicion de las dietas (kg/tn) del estudio 1.

Prestarter Starter
CN Plas PPF133 PPF267 PPF400

Maiz 250,0 298,0 250,0 250,0 250,0 347,0
Haba de soja extrusionada 200,0 186,0 200,0 200,0 200,0 180,0
Trigo blando 10,2% pb 200,0 2950 200,99 202,0 203,0 150,0
Cebada 10% pb 100,0 100,0 100,0 100,0 115,0
Suero dulce 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Proteina de soja 64,0 61,0 58,8 56,4
Pescado 70/9/13 40,0 40,0 40,0 40,0 40,0 12,0
Manteca 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0
Sulfato sédico 7,0 2,4 7,0 7,0 7,0 2,8
Fosfato monocélcico 7,0 7.9 7.2 7,0 7,0 11,6
Vits, minerales y enzimas 50 50 50 50 50 50
Cloruro s6dico 3,4 2,0 3,1 3,4 3,5 2,0
Triptofano al 10% Premix 3,1 3,7 3,2 3,2 3,3 1,7
Carbonato célcio 29 2,0 2.9 2,8 2,7 44
Premezcla Metionina 50% 29 2,6 2,9 2,9 2,9 2,8
L-Lisina HCL 2,7 2,8 2,7 2,7 2,7 3,1
Premezcla Treonina 50 % 2,4 2,1 2,4 2,4 2,4 2,6
Plasma 70% pb 40,0
Proteina de patata especial 1,3 2,7 4,0
Harina de soja 44% pb 150,0
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Tabla 31: Nutrientes de las dietas experimentales del estudio 1.

Prestarter Starter
CN Plas PPF133 PPF267 PPF400

Humedad % 10,61 11,01 10,62 10,63 10,63 11,97
Cenizas % 6,04 5,59 6,02 6,00 5,99 5,25
Proteina Bruta % 20,38 19,46 20,36 20,34 20,31 19,85
Extracto Etereo % 6,89 6,64 6,88 6,88 6,88 6,57
Fibra Bruta % 3,03 2,62 3,03 3,02 3,02 3,72
FND % 8,21 7,79 8,23 8,24 8,26 10,34
FAD % 3,38 3,20 3,38 3,39 3,40 4,51
Almidon % 34,57 36,89 34,60 34,62 34,65 37,28
Azucares % 9,38 9,19 9,37 9,36 9,36 3,13
C18:2% 2,76 2,67 2,76 2,76 2,76 2,79
Calcio % 0,69 0,66 0,69 0,68 0,68 0,70
Fosforo % 0,63 0,60 0,63 0,63 0,62 0,65
Pdisp. % 0,41 041 0,41 0,41 0,41 0,38
Na % 0,40 0,45 0,40 0,40 0,40 0,19
Cl% 0,52 0,59 0,52 0,52 0,52 0,25
Mg % 0,13 0,14 0,13 0,13 0,13 0,15
K % 0,92 0,77 0,92 0,91 0,91 0,85
EN_Porcino Kcal/kg 2550 2550 2550 2550 2550 2509
LYS % 134 1,34 1,34 1,34 1,34 1,28
MET % 0,48 0,46 0,48 0,48 0,49 0,45
M+C % 0,80 0,80 0,80 0,80 0,80 0,77
THR % 0,90 0,91 0,90 0,90 0,90 0,86
TRP % 0,28 0,28 0,28 0,28 0,28 0,25
VAL % 0,95 0,96 0,96 0,96 0,96 0,92
LYS DIS % 1,22 1,22 1,22 1,22 1,22 1,15
MET_DIS % 0,45 0,42 0,45 0,45 0,45 0,41
M+C_DIS % 0,72 0,72 0,72 0,72 0,72 0,68
THR_DIS % 0,80 0,80 0,80 0,80 0,80 0,75
TRP_DIS % 0,24 0,24 0,24 0,24 0,24 0,22
VAL_DIS % 0,84 0,84 0,84 0,84 0,84 0,79
Lactosa % 7,03 7,03 7,03 7,03 7,03
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Los lechones fueron pesados por corral los dias 1, 4, 8, 12 y 40 del estudio. El pienso fue afiadido
cada dia a los corrales del estudio de forma manual y se contabilizo el consumo el dia 12 y el dia 40

del estudio.

El dia 4 del estudio se obtuvo una muestra de sangre mediante puncion de la vena yugular mediante
VacutainerTM (Becton Dickinson and Company, NJ, USA) de un lechon por corral que
previamente habia sido elegido aleatoriamente para el analisis de IGF-1. Tras el sangrado, las
muestras se refrigeraron hasta su llegada al laboratorio de procesamiento donde fueron
centrifugadas a 2.500 rpm durante 10 minutos para la obtencion de plasma. De cada muestra de
plasma se obtuvieron dos alicuotas de 300 microlitros aproximadamente en tubos Eppendorf para el
andlisis de IGF-1. Las muestras de plasma se guardaron en congelacion a -20°C hasta su envio al

laboratorio.

La determinacion de IGF-1 se realizé siguiendo el mismo procedimiento que en el estudio de los

lechones lactantes.
La unidad experimental fue el corral excepto para el valor de IGF-1 que fue el lechdn.

Los pesos de los lechones a dia 4, 8, 12 y 40, los niveles de IGF-1 del dia 4 del estudio, de la
ganancia media diaria, el consumo medio diario y el indice de conversion pienso en kg/peso de
lechdn en kg en las dos fases del estudio (dias 1 a 12 y 13 a 40) y de forma global fueron analizados

usando un analisis de varianza mediante el modelo:
Yij = u + GROUP; + gjj

donde Yj; fue la variable analizada del corral j, del grupo de tratamiento i (GROUP;), siendo e;; el

error experimental.

Los pesos de los lechones a dia 4, 8, 12 y 40, los datos de la ganancia media diaria, el consumo
medio diario y el indice de conversion pienso en kg/peso de lechon en kg en las dos fases del
estudio (dias 1 a 12 y 13 a 40) y de forma global fueron posteriormente analizados usando un

analisis de varianza mediante el modelo:

Yijk = un+ GROUP; + PESO4J- + PESO4j » GROUP; + €ijk
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donde Yij« fue la variable analizada del corral k, del grupo de tratamiento i (GROUP;), con el peso a
dia 4 j (PESO4;) como covariable dentro de tratamiento, siendo e;; el error experimental.

Los test usados fueron de dos colas con un error a del 5 % y se verificaron las condiciones de

aplicacion de los diferentes tests estadisticos.

5.3.2 Estudio 2.

El dia 1 del estudio se incluyeron 1036 lechones (ver Tabla 32).

Tabla 32: NUmero de lechones por tratamiento en el estudio 2.

NC PPF063 PPF125 PPF250 PPF375 Plas

NuUmero de lechones al
... 173 171 173 172 173 174
inicio

Numero de corrales 6 6 6 6 6 6

CN, grupo control negativo, sin plasma animal en la composicion del pienso prestarter ni PPF; PPF063, con 0,063% de
PPF en el pienso; PPF125, con 0,125% de PPF en el pienso; PPF250, con 0,25% de PPF en el pienso; PPF375, con

0,375% de PPF en el pienso y PC, grupo control positivo con 3,5% de plasma en el pienso.
Los lechones fueron colocados a una densidad de 0,36 m? por lechén aproximadamente.
La distribucidn de los corrales y de los tratamientos se muestra en la Figura 10.

Mediante una rutina de aleatorizacion que incluy6 la edad, el peso al destete y el sexo, cada uno
lechon fue asignado a uno de los siguientes grupos de tratamiento de tal forma que los tratamientos

fueran homogeéneos respecto a esos factores:

e Grupo 1 (CN), fue el grupo control negativo, sin plasma animal en la composicion del
pienso prestarter ni PPF.

e Grupo 2 (PPF063), con 0,063% de PPF en el pienso.

e Grupo 3 (PPF125), con 0,125% de PPF en el pienso.

e Grupo 4 (PPF250), con 0,25% de PPF en el pienso.

e Grupo 5 (PPF375), con 0,375% de PPF en el pienso.

e Grupo 6 (PC), grupo control positivo con 3,5% de plasma en el pienso.

El tratamiento experimental consistié en dos fases de alimentacion de 11 dias cada una, donde los
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lechones fueron alimentados con las dietas experimentales correspondientes a su grupo de

tratamiento.

Figura 10: Distribucion de los grupos de tratamiento en los corrales.

Corral: Vacio
Tratamiento:
N° animales:
Peso medio (D-1):

Corral: 9

Tratamiento: PPF250
N° animales: 29

Peso medio (D-1): 6,65

Corral: 8

Tratamiento: Plas

N° animales: 29

Peso medio (D-1): 6,56

Corral: 7

Tratamiento: PPF063
N° animales: 28

Peso medio (D-1):5,06

Corral: 6

Tratamiento: Plas

N° animales: 29

Peso medio (D-1): 6,56

Corral: 5

Tratamiento: PPF375
N° animales: 29

Peso medio (D-1): 6,64

Corral: 4
Tratamiento:PPF375
N° animales: 29

Peso medio (D-1): 6,46

Corral: 3

Tratamiento: PPF063
N° animales: 28

Peso medio (D-1): 6,67

Corral: 2

Tratamiento: NC

N° animales: 29

Peso medio (D-1): 6,48

Corral: 1

Tratamiento: NC

N° animales: 29

Peso medio (D-1): 6,58

PASILLO

Corral: Vacio
Tratamiento:
N° animales:
Peso medio (D-1):

Corral: Vacio
Tratamiento:
N° animales:
Peso medio (D-1):

Corral: 10
Tratamiento: PPF063
N° animales: 28

Peso medio (D-1): 6,21

Corral: 27
Tratamiento: PPF250
N° animales: 28

Peso medio (D-1): 6,35

Corral: 11
Tratamiento: PPF125
N° animales: 29

Peso medio (D-1): 6,55

Corral: 26
Tratamiento: PPF125
N° animales: 29

Peso medio (D-1): 6,67

Corral: 12
Tratamiento: PPF063
N° animales: 29

Peso medio (D-1): 6,40

Corral: 25
Tratamiento: NC

N° animales: 29

Peso medio (D-1): 6,29

Corral: 13
Tratamiento: PPF250
N° animales: 29

Peso medio (D-1): 6,52

Corral: 24
Tratamiento: Plas

N° animales: 29

Peso medio (D-1): 6,49

Corral: 14
Tratamiento: PPF063
N° animales: 29

Peso medio (D-1): 6,35

Corral: 23
Tratamiento: PPF250
N° animales: 29

Peso medio (D-1): 6,55

Corral: 15
Tratamiento: PPF250
N° animales: 29

Peso medio (D-1): 6,65

Corral: 22
Tratamiento: PPF375
N° animales: 29

Peso medio (D-1): 6,45

Corral: 16
Tratamiento: PPF375
N° animales: 29

Peso medio (D-1): 6,45

Corral: 21
Tratamiento: NC

N° animales: 29

Peso medio (D-1): 6,28

Corral: 17
Tratamiento: PPF125
N° animales: 29

Peso medio (D-1): 6,65

Corral: 20
Tratamiento: PPF125
N° animales: 29

Peso medio (D-1): 6,42

Corral: 18
Tratamiento: NC

N° animales: 29

Peso medio (D-1): 6,59

Corral: 19
Tratamiento: PPF250
N° animales: 28

Peso medio (D-1): 6,41

PASILLO

Corral: Vacio
Tratamiento:
N° animales:
Peso medio (D-1):

Corral: 28
Tratamiento: PPF125
N° animales: 29

Peso medio (D-1): 6,41

Corral: 29
Tratamiento: Plas

N° animales: 29

Peso medio (D-1): 6,49

Corral: 30
Tratamiento: PPF375
N° animales: 29

Peso medio (D-1): 6,59

Corral: 31
Tratamiento: PPF375
N° animales: 28

Peso medio (D-1): 6,45

Corral: 32
Tratamiento: PPF063
N° animales: 29

Peso medio (D-1): 6,39

Corral: 33
Tratamiento: Plas

N° animales: 29

Peso medio (D-1): 6,66

Corral: 34
Tratamiento: NC

N° animales: 28

Peso medio (D-1): 6,37

Corral: 35
Tratamiento: Plas

N° animales: 29

Peso medio (D-1): 6,53

Corral: 36
Tratamiento: PPF125
N° animales: 28

Peso medio (D-1): 6,30

Los ingredientes de los diferentes piensos se muestran en la Tabla 33 y los nutrientes aportados en
la Tabla 34. Los piensos suministrados fueron isoenergéticos e isoproteicos siguiendo las
recomendaciones Fedna 2003 (de Blas, Mateos, y Rebollar 2003) manteniendo las mismas

relaciones de aminoacidos en todas las dietas. Por razones de composicién del plasma, los pienso
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del grupo “Plas” tuvieron una concentracion de Na y Cl diferente a los demas.

Tabla 33: Composicidn de las dietas (kg/tn) del estudio 2.

CN PPF063 PPF125 PPF250 PPF375

PC

Maiz 250,0
Haba de soja extrusionada 200,0
Trigo blando 10,2% pb 199,8
Cebada 10% pb 100,0
Suero dulce 100,0
Proteina de soja 63,7
Pescado 70/9/13 40,0
Manteca 10,0
Sulfato sodico 7,0
Fosfato monocalcico 7,0
Vits, minerales y enzimas 50
Cloruro s6dico 3.4
Triptofano al 10% Premix 3,1
Carbonato célcio 3,0
Premezcla Metionina50% 2,9
L-Lisina HCL 2,7

Premezcla Treonina 50 % 2,4
Proteina de patata especial
Plasma 70% pb

250,0
200,0
200,9
100,0
100,0
61,4
40,0
10,0
7,0
7,0
50
3,4
3,1
2,9
2,9
2,7
2,4
1,3

250,0
200,0
201,9
100,0
100,0
59,1
40,0
10,0
7,0
7,1
5,0
3,4
3,2
2,8
2,9
2,7
2,4
2,5

250,0
200,0
203,0
100,0
100,0
56,8
40,0
10,0
7,0
7,1
50
3,4
3,3
2,8
2,9
2,7
2,4
3,8

250,0 250,0
200,0 200,0
200,4 300,0

100,0

33,3

100,0 100,0

62,6
40,0
10,0
7,0
7,0
5,0
3,4
3,1
2,9
2,9
2,7
2,4
0,6

0,2
40,0
10,9

2,9

7,7

50

2,0

3,6

2,0

2,6

2,7

2,2

35,0
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Tabla 34: Nutrientes de las dietas experimentales del estudio 2.

CN PPF063 PPF125 PPF250 PPF375 PC

Humedad % 10,61 10,62 10,62 10,63 10,62 10,85
Cenizas % 6,04 6,02 6,01 5,99 6,03 5,63
Proteina Bruta % 20,38 20,36 20,34 20,32 20,37 19,64
Extracto Etereo % 6,89 6,88 6,88 6,88 6,89 6,88
Fibra Bruta % 3,03 3,03 3,02 3,02 3,03 2,76
FND % 8,21 8,23 8,24 8,26 8,22 8,18
FAD % 3,38 3,38 3,39 3,39 3,38 3,35
Almidon % 34,57 34,60 34,62 34,64 34,58 35,89
Azucares % 9,38 9,37 9,36 9,36 9,37 9,24
C18:2% 2,76 2,76 2,76 2,76 2,76 2,76
Calcio % 0,69 0,69 0,68 0,68 0,69 0,66
Fosforo % 0,63 0,63 0,63 0,62 0,63 0,60
Pdisp. % 0,41 0,41 0,41 0,41 0,41 0,41
Na % 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40 0,43
Cl% 0,52 0,52 0,52 0,52 0,52 0,56
Mg % 0,13 0,13 0,13 0,13 0,13 0,14
K % 0,92 0,92 0,91 0,91 0,92 0,79
EN_Porcino Kcal/kg 2550 2550 2550 2550 2550 2550
LYS % 1,34 1,34 1,34 1,34 1,34 1,35
MET % 0,48 0,48 0,48 0,49 0,48 0,46
M+C % 0,80 0,80 0,80 0,80 0,80 0,80
THR % 0,90 0,90 0,90 0,90 0,90 0,91
TRP % 0,28 0,28 0,28 0,28 0,28 0,28
VAL % 0,95 0,96 0,96 0,96 0,96 0,96
LYS DIS % 1,22 1,22 1,22 1,22 1,22 1,22
MET_DIS % 0,45 0,45 0,45 0,45 0,45 0,42
M+C_DIS % 0,72 0,72 0,72 0,72 0,72 0,72
THR_DIS % 0,80 0,80 0,80 0,80 0,80 0,80
TRP_DIS % 0,24 0,24 0,24 0,24 0,24 0,24
VAL_DIS % 0,84 0,84 0,84 0,84 0,84 0,84
Lactosa % 7,03 7,03 7,03 7,03 7,03 7,03

Los lechones fueron pesados por corral los dias 1, 11 y 22 del estudio. El pienso fue afiadido cada
dia a los corrales del estudio de forma manual y se contabilizé el consumo el dia 11 y el dia 22 del

estudio.

El corral fue la unidad experimental. Los pesos de los lechones a dia 1, 11 y 22 del estudio, de la
ganancia media diaria, el consumo medio diario y el indice de conversion pienso en kg/peso de
lechdn en kg en las dos fases del estudio (dias 1 a 11 y 12 a 22) y de forma global fueron analizados

usando un andlisis de varianza mediante el modelo:
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Yij =u + GROUP; + Cijk

donde Yj; fue la variable analizada del corral j, del grupo de tratamiento i (GROUP;), siendo e;; el

error experimental.

Los test usados fueron de dos colas con un error a del 5 % y se verificaron las condiciones de

aplicacion de los diferentes tests estadisticos.

5.4 Resultados
5.4.1 Estudio 1.

Los pesos de los lechones en los dias 1, 4, 8, 12 y 40 se muestran en la Tabla 35.

Tabla 35: Peso vivo de los lechones, kg/lechon.

CN Plas PPF133 PPF267 PPF400
zle:f " 6,680,206 6,63+0,206 67740206  6,61+0,206 6,600,206
ZI?:Z 71420216 7.33+0.216 72540216  7,19+0.216 6,59+0.216
Zf;% g  (65:0168b  825:0168)  742:0168a  7,99:0168ab  749:0,168a
Peso 8.57+0.223 8.77+0.223 843+0223  841+0,223 8.29+0.223
dia 12, kg
Z?:SIO (g 248510486 257210486 258040486 253920486 24 560,486

Medias con letras diferentes en la misma fila muestran diferencias significativas (p<0,05).

Los lechones cuya dieta contenia Plasma (Grupo 2: Plas) fueron mas pesados al dia 8 del estudio
que los lechones cuya dieta contenia PPF al 0,133% (Grupo 3: PPF133) de forma estadisticamente
significativa (8,250,168 kg vs. 7,42+0,168 kg). Los lechones de los grupos PPF133, PPF267 y
PPF400 pesaron igual que los lechones del grupo CN. Los lechones de los grupos PPF267,
PPF400 y Plas pesaron igual que los lechones del grupo CN.

Los datos de la ganancia media diaria de los lechones se muestran en la Tabla 36.

Tabla 36: Ganancia media diaria (GMD) en g/d en los diferentes dias del estudio.

CN Plas PPF133 PPF267 PPF400

GMD 1a12,g/d 158+23 178+23 139+23 150+23 141423
GMD 13a40,g/d 582+16 606+16 624+16 606+16 581+16
GMD 1a40, g/d 454+12 477+12 478+12 470+12 449+12
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No se observaron diferencias significativas en ningun grupo de tratamiento.

Los datos del consumo medio diario de los lechones se muestran en la Tabla 37.

Tabla 37: Consumo medio diario (CMD) en g/d en los diferentes dias del estudio.

CN Plas PPF133 PPF267 PPF400

CMD1a12,g/d  205+0,73a 249+0,73c 221%0,73b 219+0,73b 205x0,73a
CMD13a40,g/d  760+2,38a 772+2,38h 793+2,38c 788+2,38c 777+2,38b
CMD1a40,g/d 5972402 613+240b 628+240c 614+2,40D 606+2,40ab

Medias con letras diferentes en la misma fila muestran diferencias significativas (p<0,05).

Los lechones cuya dieta contenia Plasma (grupo Plas) consumieron méas pienso entre los dias 1 y 12
del estudio que el resto. Los lechones cuya dieta contenia PPF al 0,133% y al 0,267% consumieron
mas pienso que los lechones del grupo control y que los lechones del grupo cuya dieta contenia PPF

al 0,4% pero menos que el grupo Plas.

Durante el periodo del estudio entre los dias 13 y 40, donde todos los lechones consumieron la
misma dieta, los lechones que tuvieron el mayor consumo fueron los lechones de los grupos cuya
dieta contenia PPF al 0,133% vy al 0,267%. Los lechones que consumieron Plasma tuvieron un
consumo igual al grupo que consumid Plasma al 0,4% y los lechones del grupo control fueron los

que tuvieron un menor consumo.

En el global del estudio, los lechones del grupo cuya dieta contenia PPF al 0,133% fueron los que
mas pienso consumieron. Los lechones del grupo Plasma consumieron igual que los lechones de los
grupos con PPF al 0,267% vy al 0,4%, siendo este consumo menor a los del grupo PPF al 0,133%.

Los lechones del grupo control fueron los que menos pienso consumieron.

Los datos del indice de conversion kg de pienso consumido/kg de carne producidos se muestran en
la Tabla 38.

Tabla 38: indice de conversion (IC) en kg pienso/kg carne en los diferentes dias del estudio.

CN Plas PPF133  PPF267  PPF400
IC1a12, g/d 1514049 151+0,49 2,40%0,49 1,93+049 1,98+0,49
IC 13 a 40, g/d 1,3240,04 1,28+0,04 1,28+0,04 1,30+0,04 1,34+0,04
IC 1240, g/d 1,33+0,04 1,29+0,04 1,32+0,04 1,31+0,04 1,35+0,04

No hubo ninguna diferencia entre los grupos de estudio en ninguna fase del estudio en cuanto al
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indice de conversion. El hecho de que el indice de conversion durante la primera fase fuera mayor
que durante la segunda refleja el erratico consumo de pienso durante la primera semana post

destete.
Los datos de los niveles de IGF-I en el dia 4 del estudio se muestran en la Tabla 39.

Tabla 39: Niveles de IGF-1 (ng/mL) el dia 4 del estudio.
CN Plas PPF133 PPF267 PPF400

IGF-I adia4/lechon 62,938+4,786b 84,344+4,786c 32,428+4,786a 57,855+4,786b 50,096+4,786ab

Medias con letras diferentes en la misma fila muestran diferencias significativas (p<0,05).

En la Figura 11, Figura 12 y Figura 13 se muestran los datos de IGF-I a dia 4 relacionados con el
peso a dia 4, con el peso a destete y con la ganancia media diaria no estando correlacionado el valor
de IGF-I a dia 4 ni con el peso a dia 4 (0,197; p=0,223), ni con el peso a destete (-0,017; p=0,919)
ni con la ganancia media diaria entre los dias 1 a 4 (0,184; p=0,257).
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Figura 11: Peso a destete e IGF-I por tratamiento

NC Plas PPF113 PPF267 PPF400
[
3
-
- -
. -
E :
gl 7 -
3
o * *
g
= - L]
m
— -
L i . | L .
= .
@ -
= -
— -
g 4 . . &
= -
-
40 - .
.
"
- .
.
3 -

Peso a destete, kallechdn

Figura 12. Peso a dia 4 e IGF-I.
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Figura 13. Ganancia media diaria entre los dias 1y 4 e IGF-I.
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5.4.2 Estudio 2.

Los pesos de los lechones en los dias 1, 11y 22 se muestran en la Tabla 40.

Tabla 40. Pesos de los lechones en las diferentes fases del estudio 2.

CN PPF063 PPF125 PPF250 PPF375 PC
Sleas‘i (g 6432005 642005  650£0,05  6,52+005  6,51+0,05  6,54£0,05
Sl?:‘il, (g 783:006b 820:006ab 832+006ab 837+0,06ah 8.40:0,06ab 845:0,06
5?532, ( 1106:0080 1151008ab 1175:008ab 118820082 12,01:008a 1176:0,08ab

Medias con letras diferentes en la misma fila muestran diferencias significativas (p<0,05).

Los lechones con dietas experimentales y la dieta control positivo que contenia Plasma fueron mas
pesado tanto el dia 11 del estudio (p=0,04) como el dia 22 de forma estadisticamente significativa

(p=0,008). No hubo diferencias de peso entre los grupos experimentales ni con el control positivo.

Los datos de la ganancia media diaria de los lechones se muestran en la Tabla 41.
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Tabla 41. Ganancia media diaria (GMD) en g/d en los diferentes dias del estudio 2.

CN PPF063 PPF125 PPF250 PPF375 PC

GMD

! 12742310 162+2,31a  166:23la  169+23la  172#231a  174+23la
dialall, g/d
GMD 293381  300£3,81§ 31243815 319+381§ 32843815  300+3,81§
dia 11 a 22, g/d %3, 3, %3, %3, £3, 3,
GMD 210+2,18b  231#218a  239+218a  244+2.18a  250+2,18a  237+2.18a
diala?22, g/d

Medias con letras diferentes en la misma fila muestran diferencias significativas (p<0,05). § muestra tendencia estadistica (p<0,1).

Durante la primera fase del estudio los lechones de todos los grupos experimentales crecieron mas
que los lechones del grupo control negativo de forma estadisticamente significativa (p<0,0001). En
la segunda fase del estudio no se observaron diferencias en el crecimiento de los lechones aunque
los grupos experimentales mostraron una tendencia estadistica a crecer mas (p=0,0964).
Globalmente los lechones de todos los grupos experimentales crecieron mas que los lechones del
grupo control negativo de forma estadisticamente significativa (p<0,0001) excepto el grupo del

control positivo (con plasma) que mostrd el mismo crecimiento que el grupo del control negativo.
Los datos de consumo medio diario de los lechones se muestran en la Tabla 42.

Tabla 42: Consumo medio diario (CMD) en g/d en los diferentes dias del estudio 2.

CN PPF063 PPF125 PPF250 PPF375 PC
CMD
| 1724279b 19842792  200+2.79a  183+2,79ab  201#2,79a  204+2,79%
dialall, g/d
CMD
dialla22,  417+574b  421%574b  437+574b  444+574ab  4A64%574a  3755.74c
o/d
CMD 203+3.97b  310#3.97ab  321#397ab  317+397ab  334+397a  294+397b
diala?22, g/d

Medias con letras diferentes en la misma fila muestran diferencias significativas (p<0,05). § muestra tendencia estadistica (p<0,1).

En la primera fase del estudio, los lechones de todos los grupos experimentales consumieron mas
pienso de forma estadisticamente significativa (p=0,003). En la segunda fase del estudio los grupos
PPF250 y PPF375 fueron los que mas pienso consumieron teniendo un consumo intermedio los
grupos CN, PPF063, PPF125 y PPF250, siendo el grupo PC el que tuvo el menor consumo de
pienso (p<0,0001). Globalmente los grupos con PPF fueron los que tuvieron un mayor consumo de
pienso, teniendo el grupo del control negativo (CN) y el grupo del control positivo con plasma (PC)

un menor consumo (p=0,01).
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Los datos del indice de conversidn kg de pienso consumido/kg de carne producidos se muestran en
la Tabla 43.

Tabla 43: indice de conversion (IC) en kg pienso/kg carne en los diferentes dias del estudio 2.

CN PPFO63 PPF125 PPF250 PPF375 PC
ICdiala

G 1354002a 1224002ab 121$002ab 109+0,02b 1,1740.02ab 1,170,02ab
'22 d;‘dlla 14240022 140:002a 140:002a 1739+002a 141+002a 1,25+0,02b
'ng;‘dla 14040022 134+002ab 1,34+0,02ab 1,30£002ab 1,3440,02ab 1,24+0,02b

Medias con letras diferentes en la misma fila muestran diferencias significativas (p<0,05). § muestra tendencia estadistica (p<0,1).

En la primera fase los lechones de los grupos experimentales fueron mas eficientes que los lechones
del grupo control negativo (CN) (p=0,0037). En la segunda fase los lechones mas eficientes fueron
los del grupo control positivo (PC, Plasma), teniendo la misma eficiencia los lechones de los grupos
cuya dieta contenia PPF y los del control CN (p=0,0089). Globalmente los lechones de todos los
grupos experimentales fueron mas eficientes que los lechones del grupo control negativo (CN)
(p=0,0173).

A lo largo del estudio no hubo ningun problema patol6gico. Los grupos PPF063 y PPF250 no
tuvieron ningin lechon muerto. Los grupos CN, PPF125 y PPF250 tuvieron 1 lechon muerto cada

uno y el grupo PC tuvo 3 lechones muertos.

5.5 Discusion.

Dos estudios se llevaron a cabo con el fin de estudiar si la PPF podia reemplazar al SDAP en las
dietas postdestete de los lechones y si su actuacion podia estar ligada a un incremento en el nivel de
IGF-1 en plasma en lechones destetados. El primero de los estudios se llevo a cabo como un estudio
exploratorio donde la PPF se incorporé a las dietas en substitucion del SDAP. En el segundo, el
objetivo fue conocer el punto éptimo de incorporacion de PPF con respecto a la incorporacion de
SDAP.

En ninguno de los estudios con las dietas ensayadas durante la primera fase de cada estudio (dias 1
a 11 postdestete) los lechones alcanzaron una ganancia media diaria de 250 g/d, siendo este umbral
la ganancia media de los lechones dias antes del destete. Las dietas que contenian SDAP fueron las
que tuvieron mejores resultados (178 y 173 g/d para los estudios 1 y 2). Esas ganancias medias

diarias en esta fase son consecuencia directa del consumo indicado por el indice de conversion de la
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cantidad de pienso consumido relativo a la cantidad de peso ganado. En ambos estudios el consumo
medio diario fue inferior a 250 g/d siendo los mas elevados de nuevo en las dietas que contenian
SDAP (249 y 203 g/d para los estudios 1y 2).

Las cerdas, actualmente, son capaces de producir de 10 a 12 kg de leche al dia (Pluske et al., 1998;
Ngo, et al., 2012) alcanzando el pico de produccion lactea entorno al dia 21 de lactacion. Con estas
producciones lacteas los lechones tienen un crecimiento de 180 a 240 g al dia entre el nacimiento y
el destete a 24 dias de promedio. ElI consumo de pienso por parte de los lechones durante la
lactacion es reducido siendo éste aproximadamente de 250 g/d por camada a los 21 dias de lactacion
(Sulabo et al., 2010).

Tras el destete los lechones sufren habitualmente un sindrome conocido como sindrome del
postdestete (Lallés et al., 2004; Lallés et al., 2007b; Verdonk et al., 2007; Montagne et al., 2007;
Reis de Souza et al., 2010; Wijtten et al., 2011; Campbell et al., 2013; Heo et al., 2013; Pluske

2013). Este sindrome esta causado por:

e el cambio en la dieta que pasa de una dieta liquida a una solida,
e lainmadurez del sistema digestivo,
e cambios sociales y del medio ambiente donde vive el lechon y

e la inmadurez del sistema inmune.

Estos factores tienen como resultado un incremento del estrés (Moeser, et al., 2007a; Moeser, et al.,
2007b; McLamb et al., 2013) y una marcada anorexia (Dong et al., 2007) que dan lugar a cambios
en la microbiota intestinal, con un incremento de las poblaciones bacterianas y un cambio en la
proporcion de bacterias de diferentes familias y cambios en la morfologia intestinal viéndose

afectada la arquitectura de la mucosa intestinal (Pieper et al., 2008).

No se registraron en ninguno de los dos estudios los consumos de pienso anteriores al dia 12 y 11
respectivamente, pero la anorexia queda reflejada en el estudio 1 donde los lechones fueron pesados
los dias 4, 8 y 12 (Tabla 35). Si calculamos las ganancias medias diarias de la misma forma que se
calcularon las de la Tabla 36 podemos observar una marcada anorexia en todos los grupos. Esto
queda reflejado en la Tabla 44.
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Tabla 44: Ganancia media diaria (g/d) en los diferentes periodos de la fase 1 en el estudio 1.

CN Plas PPF133 PPF267 PPF400

GMD 1 a4, g/d 115+65 175+65 122+65 144+65 -1+65
GMD 4 a 8, g/d 127160 229+60 41+60 201+60 22560
GMD 8a 12, g/d 231+69 130+69 253+69 105+69 198+69
GMD 1a12,g/d 158+23 178+23 139+23 150+23 141+23

A pesar de no encontrar diferencias entre ningun grupo en ningun periodo (p=0,388; 0,159; 0,502 y
0,767 para los 4 periodos de la Tabla 44 respectivamente), el grupo de lechones que consumid
plasma, creciéo mas numéricamente que el resto de los lechones en el periodo de los primeros 4 dias
postdestete confirmando lo que Remus (Remus et al., 2013) encontraron en su metaanalisis aunque
sin tener diferencias estadisticas probablemente por el reducido numero de unidades

experimentales.

Los resultados de los estudios 1 y 2 concuerdan con los resultados de los estudios revisados en el
trabajo de Remus etal., (2013). Los autores de este estudio realizaron un metaanalisis donde
revisaron 23 estudios llevados a cabo entre 1994 y 2010. Los 23 estudios fueron elegidos debido a
que tuvieron como objetivo solamente la investigacion de los resultados productivos de los lechones
obviando todos aquellos estudios en los que factores patologicos pudieran interferir. EI consumo
medio diario en el postdestete encontrado fue de 256 a 263 g/d muy cercanos a los observados en

estos estudios.

Uno de los problemas de ambos estudios debido a las fases iniciales del estudio del PPF fue que los
lechones fueron pesados en su conjunto y no de forma individual donde se hubieran podido
establecer sus ganancias diarias a dependiendo de su peso de destete. Se ha realizado en ambos
estudios el analisis estadistico de las variables estudiadas covariando con el peso a destete y no se
ha apreciado ninguna mejora sobre el modelo estadistico propuesto, por lo que se ha tenido en
cuenta el principio de parsimonia y se muestran los resultados sin covariable. Los lechones fueron
asignados a cada corral de tal forma que el peso del corral, edad al destete y sexo fueran
homogéneos entre ellos y no hubiera diferencias al aleatorizar los tratamientos.

El estrés que ocasiona al destete causa efectos negativos en la barrera intestinal debido a la
reduccion de la resistencia eléctrica transepitelial y al incremento de la permeabilidad intestinal en
el yeyuno y en el colon y esto es debido al incremento en la expresion tanto en yeyuno como en
colon del receptor 1 del factor de liberacion de corticotrofina (corticotrophin-releasing factor

receptor 1, CRF) (Moeser, et al., 2007b) que es un neurotrasmisor relacionado con la respuesta al
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estres. Moeser en 2007, demostrd que el sistema nervioso entérico se activa a través del CRF y de

los mastocitos, ligando asi la respuesta inmune con el estrés y el sistema digestivo.

La inflamacion transitoria del intestino del lechon tras el destete ha sido documentada (McCracken
etal., 1999; Pié etal.,, 2004). En particular respuestas tempranas fueron caracterizadas por el
aumento de citoquinas inflamatorias (IL-1p, IL-6 y TNF-a)

tras el destete que refleja la activacion de varios tipos celulares en los tejidos de la mucosa
intestinal. Poco se conoce sobre las HSP (heat shock protein, proteinas del choque térmico) en
lechones destetados, aparte de la observacion de que su perfil varia a lo largo de la vida del lechon
tras el destete. Las HSP juegan un papel central en la proteccion de células y tejidos sometidos a
estres (David, et al., 2002)

La inmadurez del sistema digestivo del lechon al destete se debe por una parte a la falta de
produccidn de enzimas necesarias para digerir los componentes de la nueva dieta y por otra parte a
la atrofia de las vellosidades e hipertrofia de las criptas de Lieberkiin que generan una disminucion
del peso del intestino del orden del 20 al 30% (McCracken et al., 1999; Lalles et al., 2004). La
alteracion de las vellosidades intestinales hace que se pierdan enterocitos maduros ricos en enzimas
digestivas que trae como consecuencia una disminucion en la actividad de las enzimas producidas

por los enterocitos.

La principal consecuencia de estos cambios es una marcada anorexia durante los primeros 3 a 5 dias
postdestete, seguido de una fase de sobrealimentacion a partir del dia 5 a 7 postdestete.
Habitualmente los lechones superan esta fase pero en ocasiones ocurren infecciones oportunistas,
mala absorcion, como consecuencia de la alta ingesta de pienso posterior a la fase de anorexia y una
mala digestion debido a la inmadurez del sistema digestivo. Estos desordenes causan a menudo
diarrea, que se conoce como diarrea del postdestete. Es debido a esta diarrea por la que la mayoria
de los piensos en el periodo inmediato tras el destete llevan en su composicion antibiticos como la
colistina y éxido de zinc que entre otras acciones modifica la flora intestinal previniendo la diarrea
(Pieper et al., 2012; Davin et al., 2013; Liu et al., 2014; Gefeller et al., 2015).

El retraso en el inicio de la ingesta de pienso por parte de los lechones una vez destetados
compromete el desarrollo y la integridad de la mucosa intestinal (Pluske, et al., 1997). Por lo tanto
conseguir que los lechones desde el momento del destete consuman una gran cantidad de pienso es

uno de los principales objetivos en esta fase de la produccién. El incremento de la palatabilidad y de
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la digestibilidad de los piensos usados tras el destete lleva a la busqueda de materias primas que

aumenten ambos factores (Sola-Oriol, et al., 2009; Sola-Oriol, et al., 2011).

Pero también un factor a menudo olvidado cuando se trata de incrementar el consumo de pienso de
los lechones en el postdestete es el proceso de aprendizaje de los lechones de los habitos
alimenticios. Los cerdos son animales muy sociales desde muy corta edad (Figueroa et al., 2013) y
aunque hay pocos estudios que demuestran como los lechones son capaces de aprender el habito de
comer un producto extrafio para ellos como es el pienso (Nicol et al., 1994; Held et al., 2000)
Morgan (Morgan et al., 2001) y Figueroa (Figueroa, J. 2012; Figueroa et al., 2013) han demostrado
que los lechones son capaces de aprender a comer antes si un congénere perteneciente a la misma

camada o al menos conocido con anterioridad lo hace.

Este fendbmeno de la anorexia postdestete, conocido como neofobia alimentaria, no es exclusivo de
la especie porcina y parece estar muy relacionado con las especies omnivoras que deben consumir
una amplia variedad de alimentos para su supervivencia (Figueroa, J. 2012; Figueroa et al., 2013).
Esta neofobia puede verse reducida a través de un proceso de aprendizaje que conlleve experiencias

positivas para el lechdn (Oostindjer et al., 2011).

En ambos estudios el IC fue similar a los observados en el metaanalisis de Remus (Remus et al.,
2013), significando unicamente que las dietas usadas fueron reflejo de las dietas que actualmente

usa la industria porcina y es refrendada por organismos como Fedna.

La hormona del crecimiento es el mayor regulador del crecimiento postnatal en los mamiferos
siendo segregada de forma pulsatil en la pituitaria anterior y esta regulada primariamente por
GHRH vy por la somatostatina. La mayoria de los efectos anabolicos de GH son mediados por IGF-I

que es sintetizada y segregada después de que GH se una a receptores especificos.

Dado que el crecimiento de los lechones tras el destete es erratico debido a su bajo consumo de
pienso tras el destete, el conocimiento del funcionamiento de GH y de IGF-1 en lechones podria
ayudar en la mejora de su crecimiento. Saleri et al., (2001) estudiaron los niveles de GH y de IGF-I
en lechones con pesos normales y lechones con poco crecimiento encontrando que los niveles
basales de GH no diferian entre ambos grupos de lechones. Los niveles basales de IGF-I fueron de
101,8+9,8 ng/mL en lechones con peso normal y de 39,5+4,0 ng/mL en lechones con crecimiento
bajo. Posteriormente, Morise et al., (2011) no encontraron tampoco diferencias cuando estudiaban si

existian diferencias hormonales entre lechones nacidos con peso normal o bajo al nacimiento (30%
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inferior) y alimentados con lactancia artificial a partir del dia 7 de vida con dietas normales (como
la leche de la cerda) o altas (50% mayor) en proteina situandose los valores de IGF-1 en estos
animales a los 70 dias de vida entre 60 y 120 ng/mL. Wei et al., en 2013 al estudiar los efectos de
una dieta enriquecida en DHA en el crecimiento de cerdos de engorde encontraron diferencias en la
expresion en el muasculo de IGF-1 pero no encontraron diferencias en los niveles circulantes en
plasma de IGF-1. Estos autores concluyen su trabajo indicando que el incremento en la expresion
muscular de IGF-I en la dieta con DHA estuvo asociado a un incremento en la expresion de mRNA
y una mayor sintesis proteica pero que éste no se relacionaba con un incremento en el nivel de IGF-
I en plasma. Giachetto et al., en 2004 en un estudio con broilers ya encontraron de que a pesar de
las diferencias encontradas en cuanto al crecimiento, los niveles de IGF-I no eran diferentes

encontrando diferencias solo en cuanto a la edad.

En el estudio 1, donde se determinaron los niveles de IGF-1 a los 4 dias postdestete con el fin de
conocer si éstos diferian dependiendo del grupo de estudio, se obtuvieron resultados similares en
cuanto al nivel de IGF-I que en el trabajo de Saleri et al., Los niveles de IGF-I resultaron entre
32,4448 ng/mL en el grupo PPF133 y 84,3+4,8 ng/mL para el grupo Plas no estando
correlacionado el valor de IGF-1 a dia 4 ni con el peso a dia 4 (0,197; p=0,223), ni con el peso a
destete (-0,017; p=0,919) ni con la ganancia media diaria entre los dias 1 a 4 (0,184; p=0,257) (ver
Figura 11, Figura 12 y Figura 13).

No se realizaron anélisis de IGF-I posteriores al dia 4 para conocer su evolucién a lo largo del
tiempo y sobre todo para conocer si con una mayor ingesta en cuanto al tiempo de PPF, los valores

de IGF-I podian variar.

5.6 Conclusiones e implicaciones

Bajo las condiciones de estos estudios, PPF puede llegar a reemplazar a SDAP en las dietas post
destete de los lechones. El nivel de IGF-I a los cuatro dias post destete es mayor en los lechones que

consumieron SDAP que en el resto pero sin tener implicaciones en los parametros productivos.

Deben realizarse mas estudios con otros ingredientes proteicos para conocer si PPF puede mejorar
los parametros productivos en lechones destetados que consuman dietas donde no se incorpora
SDAP.

Probablemente el estudio de IGF-I no sea el mas adecuado para validar las diferencias de los indices
productivos cuando se intenta incorporar PPF en la dieta de lechones destetados dada su alta
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variabilidad y alto coste.
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Discusion general

En 1997 Schils Limited, una compafiia holandesa dedicada al engorde de terneros conocié que unos
investigadores franceses estudiaban las propiedades del género Taxus al cual pertenece el tejo. Estos
estaban investigando el tejo en la basqueda de una vacunacion efectiva contra el cancer dadas sus

propiedades.

El tejo comdn o tejo negro es una conifera de 20 m de altura del género taxus originaria de Europa
occidental, central y meridional, noroeste de Africa, norte de Iran y del sudeste asiatico. Toda la
planta es venenosa excepto el arilo (cobertura carnosa de ciertas semillas) que recubre el fruto. Sus
hojas contienen dos compuestos quimicos, la bacatina y el 10-deacetilbacatina que mediante
reacciones de semisintesis dan lugar al paclitaxel o taxol, un potente agente anticanceroso («Taxus
baccata» 2015).

Entre otras propiedades, el tejo tiene un efecto claramente inhibidor del crecimiento celular. Estos
investigadores consideraron que también seria posible encontrar el efecto contrario, es decir,
encontrar extractos vegetales que estimulasen el crecimiento celular (Janssen et al., 1993). Tras
estas preliminares investigaciones encontraron un producto extraido mediante fermentacion de la
proteina de patata que en terneros de cebo tenia un interesante efecto: los terneros tenia mejor
ingesta diaria y mostraban mejor digestibilidad. Su hipotesis de trabajo fue que este extracto
incrementaba la produccion de IGF-1 a nivel hepatico y que este nivel de IGF-I tenia un efecto

positivo en otras funciones del sistema digestivo (Janssens, 2007).

Tras una serie de ensayos en cerdos con el extracto de proteina de patata fermentada (PPF) los
resultados productivos de los cerdos y cerdas mejoraban (Forier, 2007, comunicacion personal,
Boerenbond et al., 2007).

El objetivo global de esta serie de estudios fue conocer si la administracion oral de un producto
obtenido de la fermentacién de la proteina de patata incrementaba los resultados productivos en
diferentes fases del ciclo de produccion porcina y si este incremento era debido a un incremento de
IGF-1 a nivel plasmatico.

Con este objetivo en mente y en unas fases muy iniciales de investigacion se propuso realizar 3
estudios casi simultaneos en el tiempo en produccién porcina: uno en cerdas para estudiar si la
administraciéon de PPF podia mejorar el nimero de lechones nacidos y disminuir el nimero de dias
no productivos tras el destete de las cerdas cuando este producto se aplicaba en la dieta de cerdas

unos dias antes del destete y unos después (hasta la cubricion) que conforma el primer estudio, un
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segundo estudio en lechones tras el nacimiento en el que el objetivo fue estudiar si la aplicacion oral
de PPF a los lechones neonatos incrementaba su supervivencia o su peso durante la fase de lactancia
y un tercer estudio donde se estudid si la incorporacion en la dieta de lechones destetados de PPF

mejoraba sus resultados productivos en la fase postdestete.

IGF-I es un potente mitdgeno que estimula la proliferacion celular y la sintesis proteica. Los
elevados niveles de IGF-1 que se alcanzan tras la administracion de hormona del crecimiento se cree
que son los responsable del aumento de la deposicion proteica y de que las tasas de deposicion

proteica son proporcionales a los niveles de IGF-I (Pursel et al., 2004).

Los niveles de IGF-I en los tejidos estan también controlados por GH. La familia IGF se sintetiza
también en las fisis o cartilagos de crecimiento de los huesos largos (Siebler et al., 2001), ovario
(Foster et al., 1995; Le Roith 2001) y rifion (Le Roith 2003) por lo que IGF-I tiene una actuacion
pleiotropica, a nivel paracrino, endocrino y autocrino (Annunziata et al., 2011). En el atero son los
estrégenos los que regulan su sintesis (Foster et al., 1995; Le Roith 2001) y por lo tanto la expresion
de IGF-I es independiente de GH. Los niveles de IGF-I durante el desarrollo fetal son inferiores a
los postnatales (Daughaday et al., 1989) que son GH-dependientes por lo que la accion de IGF-I en

el feto es autocrina y paracrina.

IGF-1 esta también relacionada con la inmunidad. Las citoquinas proinflamatorias actdan a menudo
como sefiales de retroalimentacion negativa de diferentes hormonas y de factores de crecimiento
con IGF-1. O’Connor et al., (2008) demostraron que tanto TNF-o como la interleuquina IL-1p
inducen un estado de resistencia de IGF-1 con lo que el crecimiento y otras funciones de los
animales quedaran disminuidas en el caso de que el sistema inmune tenga alguna reaccion.
Pastorelli et al., (2012) hicieron un metaanalisis donde se pueden apreciar los niveles de afeccion
sobre el crecimiento e ingesta que los cerdos sufren cuando se activa el sistema inmune durante
enfermedades respiratorias, digestivas o parasitarias. Spurlock (1997) hizo una revision extensa de

estas regulaciones.

IGF esta activada durante el desarrollo fetal con efectos promotores del crecimiento especialmente
en el hueso, glandula mamaria, préstata y tejido muscular. También esta implicada en la renovacion
de tejidos en la etapa post-natal principalmente en el tejido muscular y en la glandula mamaria,
participando de forma muy activa como factor de supervivencia en el tejido nervioso ejerciendo un
papel neuroprotector en condiciones patologicas (Humbert et al., 2002; Carro et al., 2002). El

sistema IGF juega un papel muy importante en la plasticidad neuronal y en funciones cognitivas
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(Aleman et al., 1999; Llorens-Martin et al., 2009).

Con estas funciones de IGF-1, con los resultados previos obtenidos con el estudio de sustancias
como el taxol y los resultados previos obtenidos con el uso de la proteina de patata fermentada, fue

como se idearon los 3 estudios que se realizaron en el marco de esta tesis doctoral.

La rentabilidad de la produccién porcina depende del nimero de lechones destetados por cerda y
afio siendo esta variable un factor compuesto del nimero de lechones destetados por cerda en cada
destete por el nimero de partos que esa cerda tiene a lo largo del afio. Por lo tanto si se quiere
mejorar puede hacerse por ambas vias y el estudio en las cerdas se planted con ese doble objetivo,
reducir el nimero de dias no productivos para obtener mas partos por cerda y afio e incrementar

bien el nimero de lechones nacidos totales.

En el primer objetivo, reducir el nimero de dias no productivos, se utilizaron los estudios previos
realizados con la glucosa como un suplemento nutricional (Coffey et al., 1987; Foxcroft 1992;
Quesnel et al., 1998, 2005, 2009; van den Brand et al., 2000, 2001, 2006, 2009) que dado a las
cerdas en los momentos previos y posteriores al destete lograban disminuir el intervalo entre el
destete y el celo efectivo y también lograban en algin caso incrementar el nimero de lechones
nacidos totales sobre todo en cerdas primiparas evitando el sindrome del segundo parto (Richert et
al., 1997; Touchette et al., 1998; Yang et al., 2000; Schenkel et al., 2010). La hipdtesis de trabajo
fue que PPF a través del incremento de IGF-I podria estimular la recuperacion del balance
nutricional y por lo tanto su funcién podria interaccionar con la de la glucosa. Pero no se han
podido demostrar ningin efecto. No existid diferencia en los niveles de IGF-I ni a dia 1 cuando
todavia no se habia iniciado el tratamiento, verificando que la aleatorizacion que se hizo de las
cerdas era correcta, ni posterior al tratamiento, que era el efecto buscado. Un efecto que se revel? al
analizar los resultados fue el diferente nivel de IGF-I que tenian las cerdas multiparas que habian
sido nodrizas durante la lactacién previa al estudio. Estas cerdas tuvieron un mayor nivel de IGF-I
que vino a corroborar que la practica bien del nodrizaje obtiene al menos un beneficio que es la
recuperacion nutricional de la cerda. Sin embargo esta recuperacion no se vio plasmada en una
disminucion de los dias no productivos o en un aumento de lechones. Las razones para la falta de
efecto productivo pueden ser i) PPF no estimula la produccién de IGF-1 o ii) la dosificacidén usada
no fue correcta. Tampoco la suplementacion de glucosa tuvo ningun efecto bien en el nivel de IGF-I
0 en los datos productivos, circunstancia que ya estudiaron van den Brand et al., (2009), Park et al.,
(2010) y Wientjes et al., (2013) donde sélo lograban mejoras en las cerdas que en el parto anterior

habian obtenido unos resultados inferiores en cuanto a prolificidad.

135




Discusion general
La falta de respuesta en este estudio en cuanto a la reduccién del nimero de dias no productivos (a
la postre incremento en la fertilidad) pudo ser debida también a las caracteristicas de la granja
donde ser realizé el estudio y a su alta productividad. Esta granja tenia un estandar sanitario muy
alto y la calidad tanto de las instalaciones como del personal asi como de la alimentacion, eran muy
altas. Su fertilidad alcanza constantemente valores superiores al 90% semanal y su prolificidad esta
en valores medios superando los 14 lechones nacidos por parto, lo que hace muy dificil el poder
incrementar esas productividades. Se eligié precisamente esta granja dado que la mejora de niveles
inferiores tanto de fertilidad como de prolificidad puede lograrse incrementando la calidad del

manejo, o incrementando la calidad de las instalaciones o con una correcta aplicacion de las dietas.

A pesar de que el tamafio muestral que se eligio en principio fue correcto, el efecto del nodrizaje,
ademas de la pérdida de animales por razones de manejo de la granja, hizo que éste se viera
mermado, pero dados los valores de probabilidad hallados la realizacion de estudios con mas cerdas

no fuera viable, dado el alto tamafio muestral necesario.

So6lo destetando el maximo namero de los lechones nacidos se puede incrementar el segundo factor
de la ecuacion que maximiza la productividad. Es por ello, que en el segundo estudio se usé la
hipotesis de trabajo de que PPF podia aumentar los niveles de IGF-1 y por tanto aumentar la

supervivencia de los lechones nacidos vivos y aumentar también su peso a destete.

La mortalidad de los lechones durante los primeros 5 dias de vida se situa alrededor del 16% en
muchas granjas industrializadas siendo uno de los factores que mas atencion esta teniendo por parte
de la industria (Arsberetning, 2014). Una de las principales causas de mortalidad de los lechones
neonatos nacidos de cerdas hiperprolificas es el bajo peso al nacimiento (Varley, 1995; Rehfeldt et
al., 2006; Morise et al., 2008; Morise et al., 2009; D’Inca et al., 2011). También la irregularidad del
peso dentro de las camadas (Morise et al.,, 2008), propicia que haya una gran competencia
intracamada por parte de los lechones y que los lechones de menor peso tengan ingestas menores de

calostro y leche.

Bajos pesos al nacimiento estan relacionados con bajas reservas de energia en el lechon recién
nacido. Estos lechones no son capaces de ingerir suficiente calostro y leche materna tras el
nacimiento (Van Barneveld et al., 2011). Este hecho disminuye la supervivencia del lechén recién
nacido ya que no es capaz de mantener la temperatura corporal (Kammersgaard et al., 2011)
cayendo en un estado de hipotermia, hambre y muerte (Louveau et al., 2000; Gondret et al., 2005,

Kammersgaard et al., 2011).
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El eje GH/IGF-I tiene un papel crucial para que la alimentacion ayude al desarrollo postnatal
(Simmen et al., 1998). El eje GH/IGF-I no esta maduro en los lechones como demostraron Harrell
et al., (1999) donde no encontraron respuestas de incrementos de IGF-1 cuando a los lechones se les
suministraba GH exdgena hasta el dia 37 de vida. El status nutricional tiene una gran influencia en
la expresion y secrecion de una variedad de hormonas relacionadas con el crecimiento, incluyendo
la GH, IGF-1 e IGF-II, las hormonas tiroides y algunos glucocortidoides (Straus 1994; Booth et al.,
2002; Renaville et al., 2002). El hambre y la desnutricidén que sufren los lechones nacidos con bajo
peso y que compiten por las mamas con sus congéneres de mas peso, disminuyen el nivel de GH en
plasma, disminuyen el nivel de IGF-1 en plasma y alteran las cantidades de las proteinas ligantes de
IGF-I (Straus 1994; Thissen et al., 1994). La disminucién de GH debida a una disminucion de la
ingesta hace que las concentraciones de IGF-I también disminuyan (Thissen et al., 1999).

En la composicion corporal del lechon lactante, la grasa es uno de los mayores componentes
(Mitchell et al., 2012) y el tejido graso es capaz de producir IGF-I (Miner, 2004). Por lo tanto,
parece posible que las variaciones en los niveles de IGF-I en los lechones lactantes sean debidas a
las relaciones entre cantidad de musculo y grasa en el cuerpo confirmando la sugerencia de Harrell
et al., (1999) de que probablemente la mayor parte de la IGF-I en lechones lactantes no provenga

del higado.

El estudio con lechones lactantes se llevo a cabo en una granja diferente a la que se uso para el
estudio con cerdas lactantes. En esta granja, a pesar de que la prolificidad era alta, no era tan
elevada como en la anterior. Se aleatorizaron los lechones de tal forma que en cada camada
estuvieran todos los tratamientos presentes para eliminar ese efecto. Dado el buen peso al
nacimiento medio de esa granja, su problema principal estaba en los lechones pequefios, los que
nacieron con menos de 1,2 kg. No se encontraron diferencias en el nivel de IGF-I en ninguno de los
dias del estudio entre los tratamientos. Cuando se analizaron los niveles de IGF-1 teniendo en cuenta
los grupos de peso, se encontraron diferencias entre los lechones grandes (> 1,2 kg) y los pequefios
(< 1,2 kg) en el dia 7 de estudio confirmando que los animales de méas peso tienen mayor nivel de
IGF-1 (Luxford 1998; Bunter et al., 2005). Sin embargo en el momento del destete esta diferencia
no se aprecié siendo incluso mayor el nivel de IGF-I de los lechones pequefios que el de los grandes

numéricamente.

La mortalidad fue mayor en los animales pequefios que en los grandes debido a que ésta fue mayor
en el intervalo entre los tres primeros dias de vida (Varley 1995; Burrin et al., 1997; Pedersen et al.,
2006; Rehfeldt et al., 2006; Morise et al., 2009; D’Inca et al.,, 2011; Pedersen et al., 2011;
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«Arsberetning 2014), pero no a nivel global.

No se ha podido comprobar que la suplementacion con PPF o glicerol en las primeras 24 horas de
vida incremente el nivel de IGF-1, mejore la supervivencia o incremente el peso a destete. Se
desconoce si la dosis no fue la 6ptima o si una sola dosis es insuficiente para lograr estos efectos y

deberéan realizarse mas investigaciones en el futuro para determinar ambos puntos.

Con lechones destetados se realizaron dos estudios: el primero comparando el uso de SDAP frente a
PPF y el segundo comparando diferentes niveles de PPF frente a SDAP. Ambos estudios se
realizaron con lechones provenientes de la granja utilizada en el estudio de los lechones lactantes.
En ambos estudios la hipotesis de trabajo fue que el suministro de PPF en la dieta podia reemplazar
al plasma animal (SDAP) en la primera dieta postdestete y si las modificaciones estaban

relacionadas con los niveles plasmaticos de IGF-I.

No se han podido demostrar diferencias entre los resultados productivos entre SDAP y PPF. Los
niveles de IGF-I analizados Unicamente en el primer estudio fueron superiores en el grupo de

lechones que consumia SDAP.

Factores relacionados con el manejo de los lechones, la edad, y el bajo peso al destete junto con la
baja digestibilidad de la proteina suministrada por las materias primas si las comparamos con la
digestibilidad de la leche de la cerda (Lindemann et al., 1986) hacen que durante la primera semana
postdestete muchos lechones pierdan peso o lo ganen en cantidades inferiores a las que venian
haciéndolo justo antes del mismo (Pluske, et al., 1997; Pluske et al., 2000; Louveau et al., 2002;
Lallés et al., 2004; Dong et al., 2007; Lalles et al., 2007).

Ademas el alto precio de las materias proteicas usadas en la fabricacion de estas dietas asi como
circunstancias comerciales y regulatorias, hacen que la incesante la bdsqueda de materias primas

alternativas al uso de plasma animal.

Existen algunos estudios donde se confirma que las concentraciones plasmaticas de IGF-I estan
positivamente correlacionadas con el crecimiento tanto en animales de laboratorio como en
animales de produccion pero desafortunadamente esta circunstancia no se cumple siempre (Bunter
et al., 2005). Estudios llevados a cabo por Brameld et al., (1996) demostraron que la expresion de
IGF-1 mMRNA en higado en cerdos es edad dependiente a partir de los 20 dias de edad. Sin embargo

la expresion de este mismo gen en el masculo longisimus fue variable en todas las edades.
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Dado que el crecimiento de los lechones tras el destete es erratico, el conocimiento del
funcionamiento de GH y de IGF-I en lechones podria ayudar en la mejora de su crecimiento. Saleri
et al., (2001) estudiaron los niveles de GH y de IGF-I en lechones con pesos normales y lechones
con poco crecimiento encontrando que los niveles basales de GH no diferian entre ambos grupos de
lechones. Morise etal., (2011) no encontraron diferencias en los niveles de IGF-1 cuando
estudiaban si existian diferencias hormonales entre lechones nacidos con peso normal o bajo al
nacimiento (30% inferior) y alimentados con lactancia artificial a partir del dia 7 de vida con dietas
normales (como la leche de la cerda) o altas (50% mayor) en proteina. Wei etal., en 2013 al
estudiar los efectos de una dieta enriquecida en DHA en el crecimiento de cerdos de engorde
encontraron diferencias en la expresion en el musculo de IGF-1 pero no encontraron diferencias en

los niveles circulantes en plasma de IGF-I.

La inmadurez del intestino del lechdn debido a su edad en el momento del destete causa una falta de
secrecion de enzimas capaces de digerir el nuevo alimento en el que entran a formar parte
carbohidratos diferentes a la lactosa y fibras que el lechon no es capaz de digerir siendo este efecto
retroalimentado por la atrofia de las vellosidades e hipertrofia de las criptas de Lieberkiin que
generan una disminucién del peso del intestino del orden del 20 al 30% (McCracken et al., 1999;
Lalles et al., 2004). La alteraciéon de las vellosidades intestinales hace que se pierdan enterocitos
maduros ricos en enzimas digestivas que trae como consecuencia una disminucion en la actividad

de las enzimas producidas por los enterocitos.

Ademas en muchas ocasiones el lechdn no ha consumido pienso o lo ha consumido en muy pequefia
cantidad antes del destete y no sabe comer (Nicol et al., 1994; Held et al., 2000; Morgan et al.,
2001; Figueroa, 2012; Figueroa et al., 2013) sufriendo el sindrome postdestete que se caracteriza
por un falta de ingestion de alimento durante los 5 primeros dias postdestete seguido por una etapa

de alto consumo que le causa a menudo diarrea y en ocasiones la muerte.

La falta de resultados positivos en el primer estudio influyé en que no se realizasen mas analisis de
IGF-I en los lechones del segundo estudio dado el coste de este analisis. Probablemente si con
futuros estudios substituyendo bien SDAP o bien otras materias primas proteicas de alto valor
bioldgico asi como de alto coste se logra demostrar el beneficio potencial del uso de PPF puedan

Ilevarse a cabo mas estudios y analisis que esclarezcan el modo de accion de PPF.
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Conclusiones

Bajo las condiciones de los estudios realizados para la elaboracion de esta tesis las conclusiones

son:

1. No se ha podido demostrar que la suplementacion de las cerdas multiparas con proteina de
patata fermentada con glucosa o sin glucosa, incremente los niveles de IGF-1 de las cerdas,
ni se vean reducidos los dias no productivos o aumentada la productividad expresada como

el nimero de lechones nacidos totales en el parto subsiguiente.

2. Las cerdas nodrizas tienen un nivel superior de IGF-I como consecuencia de un balance
energético positivo cuando son amamantadas por lechones de menor peso que el que tenia

su progenie.

3. El suministro de un suplemento alimenticio de proteina de patata fermentada antes de las 24
h de vida del lechon o bien de glicerol, no modifica el nivel de IGF-I de los lechones a lo
largo de la lactancia de los mismos. Ni el peso ni la ganancia diaria ni la mortalidad, sobre
todo en los lechones pequefios, se han visto modificadas. Esta falta de respuesta puede ser
debida a que i) la cantidad de proteina suministrada no fue suficiente para realizar la
modificacion de los niveles de IGF-I, ii) la proteina de patata fermentada no modifica de la
produccién de IGF-1 ¢ iii) los mecanismos involucrados en la produccion de IGF-1 no fueron

capaces a tan temprana edad de verse modificados nutricionalmente.

4. Se ha confirmado la alta variabilidad del nivel de IGF-I en lechones tanto al nacimiento
como antes de su destete y que los niveles de IGF-I son edad y peso dependientes en esta

fase de vida del lechon.

5. El momento en que se estudian los niveles de IGF-I en los lechones es importante dado que
estos niveles estan afectados tanto por la ontologia de los lechones como por el estado
fisiologico de los mismos. El conocimiento del comportamiento de IGF-I en la produccion
porcina es importante debido a que sus concentraciones estan relacionadas con animales mas

magros y mas eficientes en la produccion.

6. Las técnicas de analisis de IGF-I deben ser mejoradas y optimizadas para permitir a la
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industria andlisis mas rapidos, menos variables, mas eficientes y menos costosos

econdmicamente.

La proteina de patata fermentada puede llegar a reemplazar al plasma animal en las dietas
post destete de los lechones. El nivel de IGF-I a los cuatro dias post destete es mayor en los
lechones que consumieron plasma animal que en el resto pero sin tener implicaciones en los

pardmetros productivos subsiguientes.
Probablemente el estudio de IGF-I no sea el méas adecuado para validar las diferencias de los

indices productivos cuando se intenta incorporar proteina fermentada en la dieta de lechones

destetados dada su alta variabilidad y alto coste.
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