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L INTRODUCCION GENERAL

L1. ABSORCION DE NUTRIENTES

El proceso nutricional esta basado en la absorcion celular, proceso por el cual
una sustancia nutritiva debe atravesar la membrana apical (fuminal), entrar a la célula
del epitelio intestinal y de la célula pasar a la sangre atravesando la membrana
basolateral. Este movimiento se realiza mayoritariamente a través de trasportadores, que
son los encargados de los proceso de absorcion tanto de iones como de moléculas
orgénicas a través de la membrana y el cual representa un proceso basico de la funcion
celular (Costanzo, 2000). La estructura de la mucosa intestinal es ideal para la absorcion
de grandes cantidades de nutrientes y en especifico, la superficie del intestino delgado, la
cual esta dispuesta en pliegues longitudinales, de los cuales se proyectan vellosidades
para aumentar dicha superficie de absorcién. FEstas vellosidades estdn cubiertas de
células epiteliales (enterocitos), que se encargan de la absorcién de nutrientes. Area
Hlamada borde cepillo debido a su apariencia (F erraris y Ahearn, 1984; Costanzo, 2000).

I.a absorcién de nutrientes en células entéricas se lleva a cabo via dos procesos:
1) 1a absorcién de particulas o macromoléculas sin un proceso digestivo enzimatico
previo y 2) la absorcion de pequeiias moléculas previamente digeridas, por procesos de
simple difusién, difusién facilitada o transporte activo. Donde la absorcidn sin previa
digestion (endocitosis), parece tencr una contribucién menor en la absorcién proteica
intestinal, con una porcién entre el 1y 6 %, del total proteico absorbido (Guillaume et

al., 2001).




La absorcion por simple difusion a través de la membrana es directamente
proporcional a la concentracion del gradiente, y es la Unica forma de transporte no
mediada por transportador, sin necesidad de energia y es descrita por una cinética no
asintética (lineal). La difusion facilitada, al igual que la difusion simple, acta siguiendo
un gradiente, pero a diferencia de 1a difusién simple, aqui se emplea un transportador de
membrana que regula su paso. El transporte por difusién facilitada y transporte activo
(primario y secundario) utiliza moléculas proteicas insertadas en la bicapa lipidica de
membrana que funcionan como transportadores. En este tipo de trasporte, las proteinas
transportadoras tienen un niimero limitado de sitios de unién para ¢l soluto y sc requiere
de ATP para poder transportar las moléculas. El fransporte activo puede sex de dos
tipos, el primario, que utiliza ¢l ATP de manera directa y un ciemplo de este tipo de
transporte es la Na'-K'-ATP-asa que mantiene el gradiente de concentracion de Na' y
K* a través de la membrana y el secundario que no utiliza ATP de manera directa sino
en donde un soluto se mueve a favor y el otro en contra del gradiente, utilizando por lo

general Na' (Guillaume ef al., 2001, Costanzo, 2000).

1.2. ABSORCION Y FUNCION DE AMINOACIDOS

Durante la absorcion intestinal, los aminoécidos libres (AAs) son trasportados a
través de la membrana via Na'-independiente (transporte facilitado) o Na'-dependiente
(transporte activo secundario), y sbélo una pequefia porcion del movimiento
transmembrana es por mecanismos de difusién simple (Mailliard ef al., 1995). Los
sistemas transportadores de AAs son agrupados en familias de acuerdo a su fuente de

energla, cinética de absorcion y/o especificidad de sustrato, por ejemplo transportadores



para AAs anidnicos, cati6nicos, neutrales e imino (Matthews, 2000). ‘El hecho que dos o
més AAs puedan ser trapsportados por un mismo acarreador, puede generar la
interaccion o antagonismo entre los mismos. Esto debido a una interferencia en el
metabolismo de un AAs, causado por Ia absotcion de otro (Ball ef al., 2007).

Los AAs dictarios son necesatios para dos propdsitos, primero para crecimiento,
que consiste en la depositacion de proteina y en segundo lugar para la subsistencia de un
gran nimero de procesos que son descritos como manutencion. Esto incluye la
oxidacién de los aminoacidos (como fuente energética), sintesis de otros compuestos
nitrogenados principalmente a partic de AAs y para el recambio de proteina (Cowey,

1994).

1.3. TECNICA INTESTINO INVERTIDO

En los estudios sobre los requetimientos nutricionales de peces se recurre al uso
de técnicas in vifro, que son de gran importancia para evaluar el grado de
aprovechamiento de nutrientes. FEntre éstas, estd la técnica denominada intestino |
invertido que constituye una alternativa in vifro que permite la evaluacion indirecta de la
absorcién de la proteina digestible. Esta consiste en el uso de segrr”lientos invertidos de
diferentes partes del intestino fresco, para medir las moléculas que se transportan a
través de la barrera intestinal, bajo distintas condiciones. El uso de esta técnica se
remonta a mas de 40 afios, con estudios como los hechos por Smith (1969), donde se
midié la absorcién de glicina bajo varias condiciones en intestino de pez, asi también,

Pearson y Reich (1965) midieron ¢l paso de hierro marcado en intestino de ratas albinas.

Trabajos més recientes con el uso de la misma técnica, midieron la absorcion de




farmacos utilizando ratas como modelo (Genty ef al., 2001; Strugala ef al., 2000) y la
absorcién de AAs en especies como cerdo (Buddington ef al., 2001) y peces (Berge et
al., 1999, 2004). En la mayoria de estos trabajos donde se mide la absorcion de AAs,
estos se utilizan de manera individual y/o marcados, hecho que puede influenciar en el
efecto de absorcién de algunos AAs, ya que se sabe que la presencia de AAs tanto en el
medio de absorciéon como en medio intracelular, puede estimular el paso de otros AA
(Mailliard ef al., 1995; Broer, 2008).

Recientemente, Rosas et al. (2008), dentro de un proyecto CONACYT en este
mismo laboratorio, determinaron la cinética de absorcion de diferentes peces carnivoros
de agua marina y agua dulce, a partir de la técnica intestino invertido pero con una
modalidad novedosa. A diferencia de otros trabajos, en éste se midié la cinética de
absorcion de cada uno de los AA sin marcarlos dentre de un perfil determinado. Es asf
que fue posible obtener la cinética de absorcién de todo un pool de AA a partir de una
solucién de digerido pancredtico de caseina (Triptona). También, dentro de este mismo
proyecto, Martinez-Montafio et al. (2010), realizaron la misma técnica con intestino
invertido en atiin aleta azul, pero variando la solucién de AAs de absorcién con la
finalidad de simular un proceso de digestion-absorcién completo. La solucidn consisti6
en un hidrolizado de musculo de sardina, obtenida a través de una digestion &cida
(pepsina de cerdo a una actividad similar en unidades a la reportada por Matus-de-la-
Parra et al., 2007), seguido por una digestion alcalina usando las enzimas oﬁtenidas del
homogenado de pancreas de atin aleta azul. En este estudio se realizaron 3
concentraciones diferentes del hidrolizado de musculo de sardina, con la finalidad de

observar el efecto de ésto en la absorcidn de los AAs. Con lo dicho anteriormente, la




técnica de intestino invertido es una técnica ampliamente utilizada para el estudio de la
absorcién de diferentes moléculas, asi como puede ser aplicado a una gama amplia de
organismos.

El actual trabajo utilizé el método del intestino invertido para medir la absorcion
de un pool de AAs en segmenios de intestino proximal de atim aleta azul (7 hunnus
orientalis), para lo cual se realizaron dos experimentos con diferente enfoque, que
conformaran dos diferentes capitulos. En el capitulo 1, se investigd la posible
interaccion entre lisina-arginina al momento de su absorcién. Es conocido en varias
especies la existencia de un antagonismo o competencia entre arginina y lisina dietaria,
ya que ambos AAs son catibnicos y comparten el mismo sistema transportador.
Ademas, de formar parte de procesos fisiologicos importantes (Ball ef al., 2007). El
capitulo 11, se enfoca en investigar las caracteristicas de absorcién de taurina, y el efecto
que pudicra presentar en la absorcién de otros AAs. Taurina es un AA no formador de
protefna estructural y tampoco sc considera esencial, sin embargo se encuentra presente
en su forma libre y en altas concentraciones ¢n tejidos de organismos tanto terrestres
como marinos. En algunas ocasiones la taurina se reporta como promotor de
crecimiento (Matsunari et al., 2005; Lunger et al., 2007), ademas de estar relacionado
con procesos fisiologicos de gran importancia (Huxtable, 1992). En estudios actuales
realizados en este equipo de trabajo (no publicados), se ha encontrado altas cantidades
de este AA en tejidos de intestino de atun aleta azul, razén que genera la inquietud de

investigar sobre las caracteristicas de absorcion de este AA.



Es asi que con estos estudios se continud con la generacién de conocimientos
sobre la fisiologia digestiva del atin aleta azul de engorda, asi como se siguidé con el

desarrollo de un sistema gastro-intestinal in vitro.




. CAPITULOI: INTERACCION ENTRE LISINA-ARGININA
I1.1. RESUMEN

Esta setie de experimentos fueron disefiados con la finalidad de estudiar el cfecto
de un posible desbalance entre los niveles de lisina y arginina al momento de su
absorcién en intestino proximal del atin aleta azul (Thunnus orientalis). Con esta
finalidad, a un hidrolizado pancreético de caseina (9 mg mL 1) se le agregaron diferentes
niveles de lisina y/o arginina para medir la absorcion del pool completo de aminoécidos
(AAs) utilizando la técnica de intestino invertido. El disefio experimental se basd en un
arreglo factorial (2 x 4) con dos niveles de lisina (10 y 75 mM), y cuatro concentraciones
de arginina (3, 10, 20 y 30 mM) en muesiras por triplicado. En los resultados se encontro
una interaccion entre la lisina y la arginina, donde la arginina parece actuar como
estimulador para la absorcién de la lisina, mientras que la lisina no presenta inhibicion
en Ia asimilacion de la arginina. Los AAs no esenciales Glu, Gly y Ala presentaron una
absorcion preferente en comparacion a los demas AAs del pool. Es asi que los resultados
obtenidos indican que el intestino de atin aleta azu! presenta una interaccion entre la
lisina y la arginina, aunque no ejerciendo una competencia directa, lo cual sugiere un
mecanismo que permite una absorcién de AAs esenciales, alin en una situacion de

desbalance de los mismos.




I1.2. INTRODUCCION

La absorcién intestinal de aminodcidos (AAs) en animales es compleja y
envuelve un gran niimero de transportadores que se encuentran a lo largo del intestino en
la membrana llamada borde en cepillo. Se le conoce asi por la caracteristica
morfologica de estar comprendida por microvellosidades dando la apariencia de un
borde en cepillo (Ferraris y Ahearn, 1984). Los transportadores son relativamente
especificos para los diferentes AAs o clases de ellos (Mailliard ef al., 1995).
Generalmente se considera que el transporte activo de AAs en el intestino delgado es
dependiente de Na', o estd vinculado a un transportador (Nassar, 1989). Por gjemplo, la
absorcién celular de AAs catiénicos (AAC), es mediada por el mismo transportador en
la mayoria de las células, con transporte independiente de Na* (Matthews, 2000; Closs y
Mann, 1999). Sin embargo, existen evidencias que indican que las células apicales del
intestino y tubos renales, poseen transporte dependiente de Na', capaz de transportar
AAs neutrales (AAN) y AAC (Closs y Mann, 1999; Mailliard et al., 1995).

Los AAs de acuerdo a su biodiponibilidad y capacidad de sintesis en el
organismo, se clasifican en esenciales y no esenciales. Tanto lisina como arginina son
considerados AAs esenciales, es decir, se requiere su ingestion ya que el organismo no
es capaz de sintetizarlo. La lisina limita la sintesis de proteina, ademds de ser precursor
de la carnitina, que juega un papel importante en el transporte de largas cadenas de
4cidos grasos hacia la mitocondria y que son necesarios para la beta-oxidacién y por
ende la generacion de energfa. De los AAs esenciales, Jos requerimientos de arginina,

muestran un alto grado de variacién entre especies, debido principalmente a su




capacidad de sintesis endogena (Alam et al., 2002; Ball et al., 2007), ademés de estar
envuelta en varias rutas metabdlicas, tales como la sintesis de proteina, la génesis de
urea, el metabolismo del 4cido glutdmico, la sintesis de prolina, creatina, poliaminas y
oxido nitrico entre otros (Fournier ef al., 2002). Por otro lado, en organismos acuaticos
se utiliza arginina-fosfato como fosfogeno, lo que aumenta la capacidad energética
durante ejercicio, para atender la ilamada “energia de escape™, la cual puede llevase a
cabo bajo metabolismo aerdbico y anaerdbico (Hochachka y Somero, 2002).

Fl hecho de que lisina y arginina utilicen el mismo transportador sugiere que
pudiera haber una competencia y/o interaccién entre ellos al momento de ser
transportados. Esto pudiera dar lugar a que el exceso de uno tuviera relacion con la
absorcién de otro. De ser asi se podrian generar diferencia de algunos de ¢ellos, con una
consecucnte baja en la tasa de crecimiento, baja en consumo alimenticio e incluso la
ocurrencia de lesiones patolégicas y muerte (Alam et al., 2002; Ball et al., 2007).
Estudios de competencia han confirmado que la mayorfa de transportadores catalizan el
transporte de diferentes AAs y esos diferentes transportadores pueden mostrar una
especificidad de sustrato afin (Closs y Mann, 1999).

La domesticacion de cualquier especie (en especial aquellas con valor comercial}
requiere de estudios de los requerimientos nutricionales, que permitan un &ptimo
crecimiento con una alta eficiencia, traducida a una ganancia maxima en crecimiento
con un costo minimo. Actualmente, el requerimiento de proteina reportado para muchas
especies, es definida como la ingesta de proteina con relacién a la presencia de lisina. A
partir de lo anterior se adopta ¢l concepto de proteina ideal (Ball et al., 2007). Este

concepto es importante si se considera que la proteina es el componente mas caro en
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dietas para peces, ya que proporciona los AAs esenciales para crecimiento y reparacion
de tejidos. La optimizacion de la proteina dietaria, y un incremento en la retencion por
el pez, puede reducir los desechos nitrogenados ¢ influir positivamente sobre los costos
de produccién (Ahmed and Khan, 2004). El requerimiento grueso de proteina estd
directamente influenciado por la composicion de AAs en una dieta y por ende, el generar
informacion sobre la interaccién de AAs en peces es importante cuando se pretende usar
fuentes proteicas alternativas y/o suplementacién de AAs sintéticos en la composicion
de dietas (Berge ef al., 1999).

El attin aleta azul (Thunnus orientalis) es una especie que actualmente se explota
comercialmente como parte de una actividad acuicola exclusivamente como engorda en
ranchos atuneros que dependen de su captura y aln sin contemplar el ciclo completo del
organismo (acuacultura basada en captura). Esta actividad se ha vuelto popular en
muchos paises, especialmente Australia, México y Espafia, en donde muchas
instalaciones de engorda en mar han proliferado. Para cste tipo de cultivo, se usa como
alimento a la sardina del Pacifico (Sardinops sagax caerulea) de captura local. Estudios
recientes sugieren que el stock de sardina del Pacifico alin no muestra un efecto adverso
a su pesqueria, sin embargo, se piensa que para que esta actividad sea sostenible, habra
que recurrir a la formulacién de dietas balanceadas (Zertuche-Gonzalez ef al., 2008).
Para lograr esto, es necesario una serie de estudios sobre los requerimientos
nutricionales de esta especie u otras especies factibles de ser cultivadas de la misma
manera, siendo necesario su estudio directo (in vivo), situacién que resulta dificil por el

tamafio y comportamiento pelagico de esta especie en particular. Sin embargo, el
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estudio in vifro nos podria permitir el conocer de manera indirecta sus requerimientos,
siempre y cuando estos sean representativos.

La evaluacién de los requerimientos de AAs ha sido determinada principalmente
por el método de dosis-respuesta (in vivo), utilizando un grupo control alimentado con
una dieta cuyo valor nutricional sea conocido, donde la mayor respuesta medida es el
peso ganado. De csta manera, s¢ ha determinado el requerimiento de lisina y/o arginina
con dietas balanceadas en especies como Salmo salar, Rhamdia quelen, Epinephelus
coioides y Paralichthus olivaceus (Berge et al., 1997, 1998, 2002; Alam et al., 2002,
Abboudi et al., 2006; Luo et al., 2006; Montes-Girao y Fracalossii DM., 2006).
Algunos resultados indican que los niveles de AAs en plasma, son afectados por la
cantidad relativa de arginina y lisina en las dietas, y que esta dircctamente asociado a la
capacidad digestiva que dard lugar a la disponibilidad e interaccion entre AAs al
momento de su absorcion (Berge ef al., 1997, 1998).

La técnica denominada intestino invertido es una alternativa in vitro que permite
la evaluacién indirecta de la absorcion de la proteina digestible. Consiste en el uso de
segmentos invertidos de diferentes partes del intestino fresco, para medir las moléculas
que se transportan a través de la barrera intestinal, bajo distintas condiciones. Este
método ha sido usado como modelo en el estudio de absorcién de farmacos para
humanos utilizando ratas como modelo (Genty et al., 2001; Strugala ef al., 2000) y para
el estudio de absorcién de AAs en especies como cerdo (Buddington et al., 2001). En
especies acuicolas varios estudios se han reportado tanto para especies agua dulce como
marinas (Berge ef al., 1999, 2004; Rosas ef al., 2008; Martinez.—Montaﬁo et al., 2010).

En la mayoria de los casos se ha medido la absorcion de una sola molécula, marcada
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radiactivamente. Es asi como Berge ef al. (1999), midieron la cinética de absorcion y la
interaccion entre lisina y arginina (AAs marcados) con el método intestino invertido en
salmon del Atlantico (Salmo salar), donde se confirmé al igual que en otras especies,
que la arginina y la lisina comparten el mismo sistema transportador. De igual manera
concluyen que la arginina presenta una mayor afinidad que la lisina por un acarreador en
comun, considerdandolo como un inhibidor mas potente cuando se encuentra en altas
concentraciones. De esta manera concluyeron que una mayor concentracion de lisina en
la dieta es requerida en comparacion a la arginina, para obtener un balance en la
absorcion entre los dos AAs.

Rosas ef al. (2008), en un estudio dentro de este mismo proyecto, determinaron
la cinética de absorcion de diferentes peces carnivoros de agua marina y agua dulce, a
partir del uso del método intestino invertido perc con una modalidad novedosa. A
diferencia de otros trabajos, consistié en medir la cinética de absorcién de cada uno de
fos AAs dentro de un perfil determinado. Es asi que en ese estudio fue posible obtener
la cinética de absorcién de todo un pool de AAs a partir de una solucién de digerido
pancreatico de caseina (triptona), en donde se encontrd que la absorcion de AAs
esenciales fue mayor que la de los no esenciales. Asi también, dentro de este proyecto,
Martinez-Montafio ef al. (2010), utilizaron la misma técnica de intestino invertido pero
variando la concentracion del pool de AAs, para medir la velocidad de absorcién de cada
uno de ellos. Esta consistié en un hidrolizado de misculo de sardina, obtenida a traves
de una digestion 4cida (pepsina de cerdo a una actividad-unidades/ml-similar a la
reportada por Matus-de-la-Parra et al., 2007) para el atGn y seguido por una digestion

alcalina usando las enzimas obtenidas del homogenado de péncreas de atun aleta azul.
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En virtud de formular dietas para peces con un perfil de AAs necesario para su
Gptimo crecimiento y minimo desperdicio, el presente trabajo pretende continuar con
estos estudios, ahora evaluando la posible competencia entre lisina y arginina, usando la
técnica intestino invertido. Esto con la finalidad de llegar al desarrollo del sistema

gastrointestinal dinamico in vifro.

1.3, HIPOTESIS

Si hay competencia de absorcidn entre lisina y arginina, entonces el aumento de
uno perjudicara la absorcién del otro y tendra influencia en la absorcién de los otros

AAs.

IL4. OBJETIVO

Evaluar el efecto de un desbalance de amino acidos en la absorcién intestinal de
atin aleta azul, focalizando en la competencia entre lisina-arginina, usando un pool

completo de AAs con el método de intestino invertido en la porcién proximal.
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IL5. MATERIALES Y METODOS

IL5.1. Obtencion de Muestras

1

Visceras de atin aleta azul (10-20 kilos) fueron obtenidas en una granja
comercial de engorda durante el periodo de cosecha. Los intestinos fueron disectados y
la seccion intestinal después del ciego pilorico (denominado intestino proximal) fue
separada, tomando una longitud aproximada de 10 em. Los segmentos fueron puestos
en solucion fisiolégica Ringer marina (117 mM NaCl, 25 mM NaHCOs, 5.8 mM KCl,
1.2 mM KH,P0y, 1.2 mM MgSO047H;0 y 2.5 mM CaCly, pH 7.4 con 150 mM de NaCl
adicional a la solucion; Berge ef al., 2004) con burbujeo constante de gas carbogeno
(95% Op y 5% CO;) y transportados cerca de 15 Km para su procesamiento en

laboratorio.

I1.5.2. Procedimiento Experimental

La experimentacion consistié en un disefio factorial con dos niveles de lisina (10
y 75 mM) con cuatro concentraciones de arginina (3, 10,20y 3 mM), esto sobre una
solucién base de hidrolizado de caseina. Las soluciones se encontraban disueltas en
solucion Ringer marina (Berge ef al., 2004), con la finalidad de compensar la
concentracién osmotica. La solucién base de hidrolizado consistié en un digerido
pancredtico de cascina (Triptona; 9 mg mL™") de Becton, Dickinson and Company
(DIFCO cat. no. 211705, Laurence, KS, USA). El nivel bajo de lisina (10 mM) provino

en su totalidad de la triptona, mientras que s6lo 2 mM de arginina provenia de triptona,
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el resto fue suplementado. Es asf que para los tratamientos e}aborado.s de lisina 75 mM,
10 mM provenia de triptona y 65 mM de L-lisina-HCI (98.5% feed grade) de Archer
Daniels Midland Company. De la misma manera, L-arginina-HCl (98.5-100% assay
grade) de Sigma Aldrich (A-6969) fue usada para obtener las 4 concentraciones.

Cada segmento de intestino proximal de un pez fue considerado como una
unidad experimental. Toda prueba fue basada en muestras por triplicado (de tres
intestinos independientes), incluyendo un grupo control.

Los segmentos de 10 cm de intestino, fueron trabajados de manera rapida (no
més de 15 minutos por intestino). El tejido seroso fue lavado con solucion Ringer y
después se voltearon cada uno de los segmentos con la ayuda de aguja e hilo. La parte
distal del segmento se cerrd con el hilo y la aguja se introdujo a través del lumen y se
dirigi¢ hasta el final del scgmento. Esto con el fin de jalar y voltear el intestino sin
maltratarlo. Cada segmento se lavo con solucién Ringer, la parte distal del segmento
invertido se cerrd y la parte anterior se sujeté a un tubo de vidrio abierto de la tapa, para
dar entrada libre a la micropipeta hacia el interior del intestino para tomar la muestra
(Figura 1). Gas carbogeno (95% Oz y 5% CO,) fue burbujeado a través del un tubo de
vidrio delgado localizado a un lado (Figura 1).

A cada segmento se le agregd por dentro una cantidad conocida de la solucion
Ringer marina y se sumergieron en una solucion exterior (solucién de AAs de los
tratamientos en estudio).

A través de la varilla de vidrio (abierta) en donde se insertd el intestino invertido,
se tomo una alicuota a diferentes tiempos (0, 10, 20 y 30 min). Las muestras fueron

entonces congeladas a -80 °C hasta su analisis. Como control se utilizo solucién Ringer



16

marina sin aminodcidos en la parte externa, con la finalidad de corregir la concentracion
de AA procedentes de los intestinos.

! mientras que el

La tasa de absorcién de AAs es reportada como pmol em’” min’
% total de paso a los 30 minutos, fue obtenido de la concentracién total absorbida,
reportada como pmol em™.

Para calcular la tasa de absorcién a partir de los 10, 20 y 30 minutos de muestreo,

se utiliz6 una pendiente obtenida por el tiempo, compensando la concentracion de la

muestra extraida previamente.

l®)
]
° %J )
S

Tomado de Rosas ef ai., 2008

Figura 1.- Botella usada para método intestino invertido, donde el
segmento de intestino proximal (PI) se ajusta a un tubo de vidrio (GT).
El Gas carbogeno (95% Oz y 5% COg) es burbujeado a través de una
entrada lateral (LE) y la toma de muestra es a través de la varilla central

hueca.
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I1.5.3. Andlisis de aminodcidos

La identificacion de AAs se utilizé por HPLC utilizando el sistema de Waters
AccQeTag™, equipado con un detector de fluorescencia. Se realizé la cromatografia de
las muestras con una columna Waters de fase reversa (3.9 x 150 mm}) AccQeTag™ y
usando un gradiente agua-acetonitrilo recomendado por Waters AccQTag™. El
detector de fluorescencia Waters 474, fue configurado para una excitacion a 250 nm y
una emisién a una longitud de onda de 350 nm. Las muestras se analizaron a una
temperatura constante de 40°C. La curva de calibracién se obtuvo a partir d¢ una

solucién estandar de AAs que contenia de 12.5 a 300 pmol de cada aminoacido.

I1.6. ANALISIS ESTADISTICOS

Para cada tratamiento de lisina (10 y 75 mM), se analizé la tasa de absorcién
de cada AA a las diferentes concentraciones de arginina (3, 10, 20 y 30 mM) y la
absorcién entre los AAs de un mismo pool fueron analizados por un andlisis de
varianza de dos vias (ANOVA). En los casos donde se encontraron diferencias
significativas entre tratamientos se realizé un analisis a posteriori de Tukey. Las
diferencias significativas son reportadas para un nivel de P< 0.05. Todos los

analisis de realizaron con el programa SIGMA STAT (Arlington, VA, USA).
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I1.7. RESULTADOS

L.a duracién de los ensayos experimentales fue de 30 minutos, sin embargo la
cinética de absorcién mostrd una fase lineal variable entre los minutos 20 y 30. Esta fase
fue usada para los célculos.

Los resultados obtenidos en el tratamiento con lisina a 10 mM, cuando la lisina
es igual o menor a arginina (Cuadro 1), tanto lisina como arginina mostraron un aumento
en la tasa de absorcion conforme aumenta la arginina (0.4240.24 a 8.41£1.60 y
3.33:+0.18 a 5.53+0.67 pmol cm? min, lisina y arginina respectivamente). Sin embargo
los valores de tasa de absorcién cuando lisina esta en mayor concentracion que la
arginina (10 mM y 3 mM respectivamente), la lisina se absorbié con mayor velocidad
que la arginina y ambas se absorbieron a mayor velocidad que el resto de las otras
combinaciones. Aunado a esto, el aumento de la concentracién de arginina (de 10 a 30
mM; Cuadro 1) incrementd la absorcién de la lisina con respecto a los otros AAs.

Para el experimento cuando la lisina se suministro a 75 mM, se observé un
aumento en la tasa de absorcién de la lisina de 3.47+0.15 a 8.3140.16 pmol cm’ min”,
conforme se aumentaba la arginina. Aunado a esto, la tasa de absorcién de lisina
aumentd con respecto a los demés AAs de la solucién cuando la concentracion de
arginina fue de 30 mM, siendo ¢l AA con la mayor tasa de absorcion. La arginina no
mostrd cambios significativos en su tasa de absorcion aun cuando se encontraba 25
veces en menor concentracién que lisina (Cuadro 2: con una relacion 75:3 mM

lisina:arginina).
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En cuanto a la contribucién que cada AA tuvo con respecto al total de AAs
absorbidos (expresados como porcentaje de asimilacion total (%) a los 30 minutos en el
tratamiento con lisina a 10 mM) se observé un aumento en la lisina conforme la
concentracién de arginina aumenta, variando de 6.4% a 9.0% del paso total, mientras
que el porcentaje total de absorcion de arginina mostrd una tendencia a disminuir,
variando entre 5.7% a 5.3% del paso total (Cuadro 1).

Del porcentaje de absorcion en el tratamiento con lisina a 75 mM, se observo un
aumento en la lisina cuando arginina aument6 de concentracidn, variando de 6.0% a
10.0 % del total. Sin embargo, durante este ensayo el valor de porcentaje de absorcion
total obtenido en la competencia lisina:arginina con concentracion 75:20 mM
respectivamente, no siguié el comportamiento antes mencionada. El porcentaje total de
absorcién de arginina se mantuvo constante durante el ensayo, variando entre 4.9 y 6.6%
(Cuadro 2}.

En ambos experimentos, el porcentaje de absorcion total a los 30 minutos de los
AAs no esenciales Glu, Gly y Ala fueron los mas altos. En el tratamiento con lisina a 10
mM, el porcentaje de absorcion de Glu, Gly v Ala fueron de 9.1-12.3, 9.2-11.5 y 10.1-
11.6 % del total, respectivamente (Cuadro 1), mientras que en el tratamiento con lisina
75 mM, el paso fueron de 8.9-14.7, 9.1-10.8 y 10.2-12.9 % respectivamente (Cuadro 2).

En ambos tratamientos de lisina (10 y 75 mM), Glu, Gly y Ala, mostraron las
mayores tasas de absorcion del total de todos los AAs.

Sin tomar en cuenta la absorcién de lisina-arginina, de los AAs esenciales s¢
observo a mayor tasa de absorcién y mayor porcentaje de absorcién total para Thr, Val

y Leu (Cuadro 1y 2).
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IL.8. DISCUSION

Los resultados obtenidos en ambos tratamientos, indican la existencia de una
interaccion entre lisina y arginina al momento de su absorcién en el intestino de atin
aleta azul, aunque no ejerciendo una competencia directa. Esto corrobora el hecho que
ambos posean un transportador en comun, al ignal como se reporta en otros organismos
(Berge et al., 1999, Mailliard ef al., 1995).

Tomando en cuenta los resultados obtenidos del tratamiento con lisina 10 mM se
puede inferir que la arginina presenta un efecto estimulador en la absorcidn de la lisina.
Cuando la lisina se encuentra de 2 a 3 veces en menor concentraciéon que la arginina,
tanto su tasa de absorcidén como ¢l porcentaje de absorcion total aumentaron. En el
experimento con lisina a 10 mM, la arginina aumentd su tasa de absorcién cuando se
encontraba de 2 o 3 veces a mayor concentracion de la lisina. Sin embargo no es posible
el precisar si este aumento se debe a un efecto estimulador de la lisina, o simplemente a
que al encontrarse la arginina en mayor concentraciéon hubiera pasado por difusion
simple. La membrana borde en cepillo en el intestino de muchos peces, muestran dos
mecanismos de transporte por lo menos, uno dependiente de Na®, sistema por medio de
un acarreador saturable, y un sistema con acarrcador no saturable, que puede ser
considerado como difusién simple (Ferraris y Ahearn, 1984). Berge ef dal. (1999),
adexﬁés de encontrar una interaccion entre arginina y lisina al momento de su absorcion
por medio de acarreadores saturables, también caracterizaron una difusién aparente de
lisina y arginina en la absorcién intestinal en Salmén del Atlantico (Salmo salar), donde

se encontré que, la difusion aparente de arginina superd la absorcién por medio de un
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acarreador saturable, cuando altas concentraciones de arginina se enconiraban en el
medio de absorcion (mayor a 12 mM).

Los resultados obtenidos en el tratamiento con lisina a 75 mM, corroboran el
efecto de arginina de estimular la absorcion de lisina, lo que se observa por el aumento
tanto en porcentaje de absorcién total como en la tasa de absorcion, cuando la arginina
aumenta su concentracion (30 mM; Cuadro 2). En este mismo tratamiento, se observa
que la lisina no genera una inhibicién a la tasa de absorci6n de arginina.

De todos los tratamientos para ambos experimentos, solo dos casos no siguen las
tendencias antes mencionadas, el primer caso son las tasas de absorcidon obtenidas para
la lisina y arginina en el tratamiento 10:3 mM lisina:arginina . Esto, seguramente debido
a que el punto inicial para esta serie fue considerado cuando lisina y arginina se
encontraban en concentraciones iguales (10 mM; Cuadro 1). El segundo caso es cuando
la relacién lisina:arginina esté en concentracion 75:20 mM respectivamente, En donde el
porcentaje total de absorcién tampoco siguid el mismo comportamiento encontrado
(Cuadro 2) y no puede ser explicado.’

Es aceptado que el transporte de la lisina y arginina es mediado principalmente
por un sistema independiente de Na* (sistema y"). Sin embargo también se ha reportado
la existencia de ofros sistemas capaces de transportar tanto AA catidnicos como
neutrales con independencia (sistema b>) y dependencia de Na+ (B%") (Mailliard ef al.,
1995). Es asi que bajo condiciones de alta concentracion de algin AA, se gencra un
mayor paso por difusién, efecto que se asume afecta la competencia que se pudiera
generar entre lisina y la arginina. En el presente trabajo se observa que si bien ambos

pasan a través del transportador especifico para ellos, generando algin tipo de
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competencia, en los casos en los que alguno de ellos se encuentre en concentracion alta,
el otro también pueda ser absorbido e incluso su paso pueda ser estimulado. Si bien esto
podria sonar contradictorio al pensar en una competencia directa entre dos AAs que usan
el mismo transportador, es una condicion logica de que suceda para asegurar el
suministro de ambos AAs, como lo es en ¢l caso de recuperacion después de haber
sufrido un periodo de inanicion.

Martinez-Montafio ef al. (2010), observaron que la concentracion de la solucién
de hidrolizado de masculo de sardina afecta la velocidad de absorcion de la arginina y de
la Jisina, aumentando cuanto mas concentrada era la solucién y presentando un paso
similar en ambos AAs. La absorcién maxima de ambos AAs también presentd un paso
similar (1:1) bajo las tres concentraciones. Estos resultados apoyan lo encontrado en el
actual estudio, ya que al aumentar la concentracién de la solucién de hidrolizado, se
aumenta la disponibilidad de la arginina, promoviendo una mayor absorcion de la lisina,
En el mismo experimento, la concentracion inicial en el hidrolizado de sardina tanto de
la lisina y arginina diferfa, hecho que pudiera indicar la existencia de un mecanismo que
permite una absorcién de AAs esenciales, atin en situacién de desbalance de Jos mismos,
como lo encontrado en el actual estudio.

El efecto estimulador de arginina sobre lisina encontrado en este trabajo, difiere
con lo encontrado por Berge et al. (1999) en Salmén del Atlantico, donde se concluyd
que la lisina posee un efecto estimulador e inhibitorio en la absorcién de la arginina,
mientras que esta fltima genera inhibicién en el paso de lisina. En dicho trabajo se
utilizaron estos dos AAs como moléculas solas y marcadas. A diferencia en el actual

trabajo se midi6 la tasa de absorcién de la arginina y la lisina interactuando con todo el
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pool de AAs. Hecho que pudiera estar influenciando los resultados obtenidos. Mailliard
et al. (1995) mencionan que los aminodcidos que interactdan en la parte interna y
externa celular pueden cambiar la actividad de la cinética de algunos transportadores,
donde las tasas de absorcién pueden disminuir o acelerase. Es reportado que la tasa de
absorcién de AAs catiénicos estd influenciada por la presencia de otros AAs. Esasique
se define la llamada trans-estimulacidn, la cual ya ha sido caracterizada, através de
leucina intracelular hacia arginina y lisina (Broer, 2008; Mailliard et al., 1995; Ferruzza
et al., 1997). También otra trans-estimulacion generada por AAs catiénicos hacia AAs
cationicos intracelulares ha sido reportada (Broer, 2008). A un pH intracelular de entre
6y 8, la lisina se encuentra cargada positivamente, entonces su flujo hacia afuera de la
célula (via membrana basolateral) es desfavorable, debido a la diferencia de] potencial
intracelular. Sin embargo, en presencia de una concentracion alta de lisina (0.2 — 10
mM) que genere un gradiente interno, aunado a la entrada de un gradiente de sodio,
favoreceria el transporte de lisina hacia afuera de la membrana basolateral (Ferruzza ef
al., 1997)

En el tratamiento con lisina 10 mM, se observa un efecto estimulador por parte
de arginina cuando se encuentra hasta 3 veces en mayor concentracién que lisina. Berge
et al. (2002), encontraron en un trabajo in vivo en el salmén del atlantico, que una dieta
con alta cantidad de arginina y baja de lisina (relacion 2:1), generaban un crecimiento
mayor que con otras dietas. Este resultado fue atribuido a los procesos relacionados con
precursores de arginina, tales como el efecto estimulador de la insulina (IGF-1) y como
precursor de poliaminas. En el presente trabajo, un efecto estimulador de arginina sobre

la asimilacién de lisina fue observado (Cuadrol).
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En ¢l presente trabajo sc observa que de alguna manera el intestino de atin aleta
azul, posee estrategias de regulacién en la absorcién ante la presencia de un desbalance
entre AAs. El hecho que arginina no disminuya su tasa de absorcién cuando lisina se
mantuvo en concentracién fija de 75 mM, soporta la existencia de esta regulacion.

El intestino no solo es responsable de la digestion terminal y absorcién de
nutrientes, también juega un papel importante en catabolismo de muchos AAs. Estos
son considerados como la fuente principal de energia de la mucosa intestinal y
precursores para la sintesis de varias moléculas que son necesarias para la manutencién e
integridad de la mucosa. Se ha reportado que cantidades sustanciales de arginina en la
dieta no est disponible para tejidos externos después de la absorcién. En ratas adultas,
el 40% de la arginina lominal absorbida por la mucosa intestinal es catabolizada en un
solo paso y el 60% restante entra a torrente sanguineo para su distribucion (Wu, 1998).
Resultados como éste sugieren que la mucosa del intestino juega un papel importante en
la degradacion de AAs esenciales, ademés que, Jos resultados obtenidos pueden estar
altamente influenciados por los requerimientos metabolicos dentro del tejido intestinal.

En los dos experimentos realizados, los mismos AAs no esenciales Glu, Gly y
Ala, los tres considerados como glucogénicos, presentan el paso mds abundante de todos
los AAs, sumando ~30% del paso total de todos los ellos. Martinez-Montafio ez .
(2010) encontraron también en su estudio que los AAs no esenciales Glu, Gly y Ala
presentaron las absorciones especificas mas altas, sumando més del 40% del total de los
AAs del hidrolizado: efecto independiente a la concentracion de la solucién de
hidrolizado usado. La concentracién o velocidad de absorcidén encontradas para éstos

AAs podrian indicar la necesidad energética de los organismos (Wu, 1998). La Alanina
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poseen gran importancia en la produccion de energia en peces (T'seng y Hwang, 2008),
relacionado al catabolismo de AAs glucogénicos como glutamato y aspartato (Wu,
1998). Rosas ef al. (2008), encontraron una mayor absorcion de AAs como Glu y Gly
bajo condiciones de estrés (ausencia de oxigeno), utilizando éste mismo sistema de
intestino invertido. Efecto que podria indicar la necesidad de energia por parte de las
células. Es importante recordar que ¢l atin es un pez pelégico, por lo que sus
requerimientos de energfa deben ser altos y constantes. En peces los AAs, mas que los
carbohidratos, son utilizados preferentemente como fuente de energia, ademas de su
utilizacion para la formacion de tejidos (Guillaume ef al., 2001). Hochachka y Somero
(2002) mencionan que la oxidacion de AAs como Ala, Glu y Pro genera 15, 27 y 30
ATP/AA respectivamente, energia similar a la generada por la oxidacion de
carbohidratos como piruvato (15 ATP/piruvato) y glucosa (36 ATP/glucosa).

Cowey (1994), menciona que la variacién en el requerimiento de AAs esenciales
en peces, puede ser atribuido a un gran niimero de factores, tales como diferencias en la
composicion de una dieta basal, tamafio,” edad, diferencias genéticas, tasa de
alimentacién y condiciones de cultivo. Los intestinos utilizados en este trabajo se
presume se encontraban en buen estado y con calidad relativamente homogénea. Esto
debido a que se trataba de organismos para venta comercial, contando con las
caracteristicas deseables para cosecha, después de haberlos sometido a una alimentacion
constante (con sardina) durante un periodo entre 4 a 5 meses. Esto puede ser un
indicador de que el organismo no se encontraba en un periodo de desbalance o estrés

fisiologico que pudiera causarle cambios en el requerimiento metabélico de AAs
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esenciales, sino mas bien, los peces se encontraban en un perfodo con una digestion y
absorcion con variacion baja.

El atin aleta azul es una especie carnivora que posee un estémago bien definido,
un sistema de ciegos pildricos y un intestino muy corto, lo que indica que el sistema
digestivo de esta especie es altamente eficiente, ademéas de presentar una alta actividad
de enzimas digestivas (Matus-de-la-Parra ef al,, 2007). Los ciegos piloricos son
estructuras con funcion tanto de digestion enzimética como de absorcion (Buddington y
Diamond, 1987), siendo en el atin de tamafio pequefio y se encuentran fusionados con ¢l
tejido pancredtico (Matus-de-la-Parra et al., 2007).

La técnica del intestino invertido es una herramienta eficaz para el estudio de los
procesos fisioldgicos relacionados a la absorcién de nutrientes, método que permitio en
este estudio medir la tasa de absorcién de un pool de AAs para conocer la interaccion
entre dos AA esenciales (lisina-arginina) al momento de su absorcidén. Esta técnica mide
el paso de nutrientes a través de la membrana sin distinguir los procesos de paso entre
las membranas (apical y basolateral), asi como tampoco 1os procesos intracelulares que
se llevan a cabo. Aun tomando en cuenta estas limitantes, la técnica de intestino
invertido arroja datos reales y que puede ser aplicado a varias especies.

En conclusion, los resultados obtenidos en este estudio indican que el intestino de
atin aleta azul, presenta una interaccion entre la lisina y la arginina, aunque no
ejerciendo una competencia directa, lo cual sugiere mecanismos que permiten una
absorciéon de AAs esenciales como la lisina y la arginina, alin en una situacion de

desbalance de los mismos. Dentro de esta interaccidn encontrada, la arginina parece set
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un estimulador al paso de lisina, mientras que la lisina no presenta inhibicidn en la

absorcion de arginina.
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III. CAPITULO II: EFECTO DE LA CONCENTRACION DE TAURINA

il RESUMEN

El presente experimento fue disefiado con la finalidad de estudiar el efecto de la
concentracion de taurina al momento de la absorcidn de un pool completo de
aminoédcidos (AA) en intestino proximal del atGn aleta azul (Thunnus orientalis). Con
esta finalidad, a un hidrolizado pancreatico de caseina (20 mg mL™") se le agrego
diferentes niveles de taurina utilizando la técnica de intestino invertido para medir la
absorcién de AAs. El disefio experimental se baso en tres niveles de taurina (0, 24 y 48
mM 6 mOsmol)} en muestras por triplicado. Los resultados obtenidos indican una gran
capacidad para la absorcién de taurina, siendo ¢l AA con mayor absorcion. Aunado a
esto, se encontraron grandes reservas de este AA en tejido intestinal de atin (~70 mM).
Del resto de los AAs, los AAs no esenciales Glu, Gly y Ala y Ser presentaron una
absorcion preferente en los tren niveles de taurina, esto en comparacién a los demés AAs
del total. Es asi que las altas tasas de absorcion y las grandes reservas intracelulares de
taurina en el intestino de atiin aleta azul, posiblemente indiquen la gran importancia de

este AA en multiples funciones fisiologicas.
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H1.2. INTRODUCCION

Muchos estudios sobre los requerimientos de aminodcidos (AA) han sido
realizados con la finalidad de sustituir el uso de proteina de pescado por proteinas
vegetales, esto con relacion a los aminoacidos (AAs) esenciales. Esto porque las
proteinas vegetales presentan en la mayoria de los casos, un petfil inadecuado o
deficiencia de AAs esenciales, lo que puede generar problemas fisiologicos,
principalmente en especies de peces carnivoros (Takagi et al., 2006a, 2006b). A pesar
de que la taurina es un AA no esencial para los peces, debido a su capacidad de sintesis,
ademés de que no forma parte de proteinas estructurales, se encuentra presente en altas
concentraciones en su forma libre (50 a 200 mM) (Huxtable, 1992; Hosoi ef al, 2007;
Anderson ef al., 2009) por lo que es importante para el desempefio de varias funciones
en organismos. Se sugiere que la taurina csta implicada en procesos fisiolégicos
importantes, tales como osmoregulacidn, conjugacion con dcidos biliares, estabilizacion
de membrana, entre otros (Une et al, 1991; Huxtable, 1992; Barada ef al., 1997,
Pasantes-Morales ef al., 2006; Takagi et al., 2006a; Anderson et dl., 2009).

Entre los peces, la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss), es capaz de sintetizar
taurina a través de la cisteina, por medio de un proceso parecido al de los mamiferos
(Yokoyama ef al., 2001). Sin embargo, en especies tales como jurel Seriola
quinqueradiata, lenguado japonés Paralichthys olivaceus y dorada japonesa Pargus
major se reporta la necesidad de suplementar taurina en dietas con protelna vegetal en
sustitucion a la harina de pescado, (Kim er al., 2005; Takagi ef al., 2006a, 2006b), con

la finalidad de mantener el crecimiento y las condiciones fisioldgicas normales de los
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organismos en cultivo. Lo que parece indicar que peces marinos no son capaces de
sintetizar suficiente cantidad de taurina (Goto ef al., 2001b).

La principal ruta de sintesis de taurina en mamiferos, es a partir de cisteina y
envuelve la oxidacién de cisteina para generar cisteina sulfinato, seguido por una
decarboxilacion para generar hipotaurina y luego otra oxidacion para generar taurina,
donde la enzima L-cisteina-sulfinato descarboxilasa (CSD) juega un papel clave
(Yokovama ef ai., 2001). En peces se ha reportado que la actividad de la CSD difiere
entre especies (Yokoyama er al., 2001; Goto et al, 2001a). Otra ruta de sintesis de
taurina es via oxidacidén de cisteamina a través de la enzima cisteamina dioxigenasa
(CAD), la cual se encuentra presente en el higado de algunos peces, La cisteamina es
suplementada durante la degradacién de 4-fosfopantetina, precursor de la coenzima A
(Goto et al., 2001b).

Sin embargo, Yokoyama ef al. (2001) en estudios in vitro, no encontraron
actividad hepatica de la CSD en peces como atun aleta azul, jurel y barrilete. Por lo que
la capacidad y via de sintesis de taurina en peces depende de la especie.

En peces de cultivo de gran tamafio como el atlin aleta azul, existe la dificultad
de realizar evaluaciones de los requerimientos nutricionales in vivo, lo que hace
necesario el recurrir a técnicas in vitre para determinar la capacidad de absorcion de
AAs.

Para medir el paso de moléculas a través de la barrera intestinal de alguna
especie en estudio, existe una técnica in vifro denominada intestino invertido. Esta
técnica consiste en utilizar segmentos de diferentes partes del intestino en fresco, bajo

distintas condiciones preestablecidas. Varios estudios han sido reportados para especies
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tanto de dulceacuicolas como marinas utilizando este sistema (Berge ef al, 1999, 2004;
Rosas et al., 2008; Martinez-Montafio et al., 2010). Rosas ef al. (2008) utilizaron la
técnica de intestino invertido para comparar las tasas de absorcion en 3 diferentes peces
carnivoros, utilizando un complejo de AAs. Asi también, Martinez-Montafio et al.
(2010) compararon las tasas de absorcion de un hidrolizado de sardina fresca generado a
partir de una digestion acida (pepsina de cerdo a unidades equivalentes al atan aleta
azul) y una digestion alcalina (enzimas pancreéticas propias del atin). Es asi que
siguiendo en la misma direccion y con fin de realizar mas estudios que validen y
fortalezcan esta técnica, es importante continuar con este tipo de estudios.

La absorcién de nutrientes del lumen intestinal al citosol de las células entéricas
para su paso al torrente sanguineo ocurre a traves dos procesos: 1) la absorcion de
particulas o macromoléculas sin degradacion enzimatica y 2) la absorcion de pequefias
moléculas por procesos relacionados a simple difusion, difusién facilitada o transporte
activo (Tseng y Hwang, 2008; Matthews, 2000). Este dltimo se lleva a cabo a través de
la membrana celular a través de un sistema transportador compuesto por proteinas, que
son capaces de reconocer y transferir un grupo selecto de moléculas (Matthews, 2000).
De esta manera los transportadores de membrana se agrupan en familias de acuerdo a su
especificidad por los sustratos, ya sea acarreadores para AAs anidnicos, cationicos,
zwitteridnicos e imino (Matthews, 2000). El contenido celular de taurina también es
mediado por un transportador especifico denominado como TAUT, identificado en
vertebrados y bivalvos (Hosoi ef al., 2007; Zarate y Bradley, 2007; Kozlowski ef al.,

2008). Dicho transportador especifico a parte de transportar taurina, presenta afinidad
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por la beta-alanina, gama-aminobutirico (GABA) ¢ hipotaurina, transporte que usa un
gradiente Na" y CI” como fuerza conductora (Hosoi ef al., 2007; Inoue ef al., 2008).

En estudios previos realizados en este equipo de trabajo (no publicados), altas
concentraciones de taurina han sido detectadas a través de HPLC durante ensayos de
intestino invertido atin cuando ésta no se agregue al experimento, lo cual genera el

interés de investigar sobre las caracteristicas de absorcion intestinal de taurina.

II1.3. HIPOTESIS

La absorcion total de taurina aumentard de manera proporcional a la

concentracion de ésta en el medio,

IIL4. OBJETIVO

Cuantificar la absorcidn de una serie de amino 4cidos en la regién proximal del
intestino de atin aleta azul (Tunnus orientalis), afiadiendo tres diferentes
concentraciones de taurina con la finalidad de ver posibles cambios en la dinamica de

absorcion de taurina con respecto al total de AAs.
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L5 MATERIALES Y METODOS

HL.5.1. Obfencion de Muestras

Visceras de atin aleta azul (Tunnus orientalis) (10-20 Kilos) fueron obtenidas en
una granja comercial de engorda durante el periodo de cosecha. Los intestinos fueron
disectados tomando la seccidn intestinal después del ciego pilérico (denominado
intestino proximal). Cada segmento con una longitud total aproximada de 10 cm se
pusieron en solucion fisiolégica Ringer marina (117 mM NaCl, 25 mM NaHCOs3, 5.8
mM KCI, 1.2 mM KH;PO4, 1.2 mM MgSO47H,0 y 2.5 mM CaCl, pH 7.4 con 150
mM de NaCl adicional a la solucién; Berge et al., 2004) con burbujeo de gas carbdgeno

(95% O3 y 5% CO,) y se transportaron al laboratorio para su procesamiento (15 Km).

H1.5.2. Procedimiento Experimental

La experimentacion consistié en una solucion de AAs libres que se obtuvo de un
digerido pancredtico de caseina (Triptona; 20 mg/ml) obtenida de Becfon, Dickinson and
Company (DIFCO cat. no. 211705, Laurence, KS, USA), donde se realizaron 3
tratamientos, variando la concentracion de taurina (0, 24 y 48 mM), utilizando taurina
obtenida de Spectrum Chemical Mfg. Corp. (Lot No. PK1364, Gardena, CA, USA)).
Las soluciones experimentales fueron diluidas en la solucién Riﬁger adicionada con 300
mOsmol de NaCl (Ringer marina), con el fin de compensar el estrés osmotica (Berge et

al., 2004)
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Cada segmento de intestino provino de un pez diferente, cqnsiderado como la
unidad experimental. Toda prueba fue basada en muestras por triplicado (de tres
intestinos independientes).

Los segmentos de 10 cm de intestino, fueron montados en un sistema de manera
répida (no mas de 15 minutos por intestino) En resumen, los segmentos fueron lavados,
separando el tejido seroso y después se voltearon utilizando aguja e hilo. La parte distal
del segmento se cerrd con el hilo con ayuda de una aguja la cual se introdujo a través del
lumen con ¢l fin de jalar y voltear el intestino sin maltratarlo. La parte distal del
segmento invertido se cerrd, enjuagd nuevamente con sofucion Ringer marina y la parte
anterior se sujetd a un tubo de vidrio abierto de la tapa para que quedaran expuestos
como se ve en la fotografia (Figura 1). El gas carbogeno fue burbujeado a través de un
tubo de vidrio delgado localizado a un lado durante todo el procedimiento experimental
(Figura 1; Capitulo I, Tomado de Rosas et al., 2008).

A través de la varilla de vidrio (abierta) en donde se insertd el intestino invertido,
se introdujo 1 ml de solucién Ringer marina y se tomaron dos alicuotas al inicio y al
final del ex;ﬁerimento (0 y 45 min). Las muestras fueron guardadas de manera individual
y se congelaron (-80 °C) hasta su anélisis. Como control se utilizo solucién Ringer
marina sin AAs, con la finalidad de corregir la concentracién de aminodcidos
procedentes del tejido del intestino.

La absorcion total es reportada como pmol cm™, de donde fue obtenido el

porcentaje total de absorcion a los 45 minutos.
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111.5.3. Cuantificacion de taurina celular

El contenido de taurina intracelular del tejido intestinal se determind. Con este
fin, tejido intestinal de at(n en muestras por triplicado, se secaron durante 24 horas a
60°C. El tejido seco se homogenizé y la grasa se extrajo de acuerdo a Folch ef al.
(1957) con diclorometano-metanol. Muestras dé tejido (50 mg) se hidrolizaron con 200
uL con una solucién 6N HCI con 0.06% fenol en un vial cerrado y calentado a 110 °C
durante 24 horas. La muestra hidrolizada se secd y rehidraté con 1 ml de agua.

Después la muestra fue filtrada (0.45um) y se refrigerd hasta su analisis.

I 5.4. Andlisis de amino dcidos

Para identificar los amino 4cidos se utilizé un HPLC siguiendo el método Waters
AccQeTag™. El HPLC estaba equipado con un detector de fluorescencia y una columna
Waters Cig de fase reversa (3.9 x 150 mm) AccQ-TagTM. La elucion de realizo con el
gradiente recomendado agua-acetonitrilo. Las muestras pasaron por un detector de
fluorescencia Waters 474 con una longitud de onda de excitacion de 250 nm y una
emision de 350 nm. La temperatura se mantuvo constante a 40°C. La curva de
calibracién se obtuvo a partir de una solucién estandar de amino dcidos que contenia de

12.5 a 300 pmol de cada amino acido.
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IIL.6. ANALISIS ESTADISTICOS

La absorci6n total de cada AA a diferentes concentraciones de taurina (0, 24 y 28
mM) y la comparacién entre los AAs del pool, esto sin tomar en cuenta taurina, fueron
analizados por un andlisis de varianza de dos vias (ANOVA). Para aquellos
tratamientos en donde se observaron diferencias se le realizé un andlisis a posteriori de
Tukey. La absorcién total de taurina se analizé por medio de un anélisis de varianza de
una via (ANOVA) y un andlisis de rangos multiples de Tukey. Las diferencias son
reportadas con diferencia estadistica significativa a un nivel de confianza de P< 0.05.
Todos los anélisis se

realizaron con el programa SIGMA STAT (Arlington, VA, USA) (3.1).

H1L7. RESULTADOS

La taurina registré los valores més altos de absorcion (entre 3932.7541038.05 y
2232.824139.09 pmol cm™) (Cuadro 1), con relacién a lo absorbido por cualquiera de
los AAs presentes. Un porcentaje total de absorcién entre 64.3 y 73.1 % del total del
pool de AAs fue obtenido siendo significativamente diferentes entre ambas cantidades.

De los demas AAs absorbidos, la Ser, Gly, Ala y Glu fueron los AAs que
alcanzaron mayores concentraciones para los tres niveles de taurina utilizados.

La concentracién de taurina mostrd efecto sobre 4 AAs, en donde His, Gly y Ala

mostraron una tendencia a disminuir conforme la concentracion de taurina aument6., La
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Ser aunque mostré cambios significativos, no mostré tendencia con respecto a los
niveles de taurina (Cuadrol).

La lisina mostro ser €] AA con menor absorcion total y porcentaje de absorcion,
efecto encontrado con las tres concentraciones de taurina.

La concentracion de taurina intracelular determinada fue de 72.59+£3.74 mM.
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Cuadro 3. Promedio de absorcion total con desviacién estandar y porcentaje de absorcién total obtenida a partir de una solucién de amino acidos (20
mg mL' Bacto™ Tryptone) con solucién Ringer marina de 300 mOsm con tres niveles de taurina (0, 24 y 48 mOsmol), utilizando }a técnica intestino
invertido en el intestino proximal del atiin aleta azul (Thunnus orientalis).

Prom. Absorcidn

Porcentaje de

Prom. Absorcion

Porcentaje de

Prom. Absorcion

Porcentaje de

Total absorcion total Total absorcion total Total absorcion total
Amino 4cidos (pmol cm™) (%) {pmol cm™) (%) (pmol cm™) (%)
{0 mOsm Tau) (24 mOsm Taw) {48 mOsm Tau)

AA Catiénicos
Arg 47.37+7.43% 0.9 40.34+3.77°% 1.2 40.03+7.524 1.0
His 124.23+1 40544 2.3 02.67+0.80%eAB 27 56.48:8.53°48 1.5
Lys 22.10+3,98f 04 19.02+4 298 0.6 22.09+7.18 0.5
AA Acidos
Asp 59.184:19.67 1.1 43.91+8.07°% 1.3 45.98+10.65% 1.2
Glu 148.13+28.60° 2.8 118.04+16.70% 3.4 126.73+11.02™ 3.3
AA Zwitterionicos
Thr 32.99+21.65% 0.6 61.55+8.11%® 1.8 28.64+3.68¢ 0.7
Val 50.41+10.21% 1.1 53.77+6.51° 1.6 47.28+6.24% 1.0
Met 38.73+7.99¢ 0.7 34.69+3,74% 1.0 31.36+6.49 0.8
Tle 76.64+13.29% 14 72.9048 474" 2.1 65.73+2.37% 1.8
Leu 65.07+13.25% 1.2 63,3269 8078 19 69.18+15.27°¢ 14
Phe 24.7945,19¢ 0.5 21.13+4.77% 0.6 25.13+4.66° 0.6
Ser 225 47+74.76™ 43 132.18+18.51%=¢ 3.9 174.61+3.61*" 4.5
Gly 185.55+33.57°%4 35 169.44.44 8§48 50 105.45+7.17>8 2.7
Ala 162.51437.61%4 3.1 184.38+15.57%A 5.1 78.02+20,63%48 2.0
Tyr 42.7246.57F 0.8 33.6243.13% 1.0 41.48+3.754 1.0
AA Imino
Pro 58.33+19.12% 1.1 59.39+£10.69°% 1.7 71.70+9,13%4 1.8
Otros
Tau” 3932.75+1038.05% 74,1 2232,824139,098 65.2 2879.14+348.54"8 74.1
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I11.8. DISCUSION

En este trabajo se corrobora que la absorcion total de taurina a través del
intestino de atin aleta azul es muy superior con respecto a los deméas AAs del pool
experimental a cualquiera de los tres niveles de taurina, representando hasta un 70%
del total de los pool de AAs. Como se mencioné antes, la capacidad de sintesis de
taurina depende de la especie, ademas de ésto, experimentos de absorcion con taurina
marcada en intestinos de ratones (Barada ef al., 1997), indican que la Gnica ruta de
entrada de taurina al cuerpo es via absorcién por medio de células del intestino. La
taurina que es absorbida, es dirigida al higado por medio de la vena porta para su
redistribucion hacia otros tejidos. Las altas tasas de absorcion de taurina encontradas
en éste experimento, aunado a que la Unica via de paso infracelular es por absorcion,
se asume que al igual que otras especies (Hosoi et al., 2007; Zarate y Bradley., 2007,
Kozlowski et al., 2008; Anderson ef al., 2009), el transportador de taurina (TAUT)
se encuentra presente en el intestino proximal del atiin aleta azul.

El hecho que taurina representa cerca del 70% del total de AAs absorbidos,
aunado a que la concentracion intracelular enconfrada en el intestino de atin aleta
azui fue de ~70 mM (70 x 10° pM 6 70 mOsmol), sugieren la gran importancia de
este AA en varias funciones fisiologicas dei atiin aleta azul. Si bien la concentracion
de taurina en el medio de absorcion si mostro efecto significativo en la absorcién de
esta misma, el efecto no mostré una clara tendencia. Ademds, la mayor absorcién
total de taurina se presentd en el tratamiento sin adicion de éste AA. Hecho que
indica la alta reserva de taurina en la célula, asf como su posible almacenamiento en

la mucosa intestinal. Aunado a esto, cabe la posibilidad de una inhibicién en la
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absorcion por parte de la faurina sintética utilizada en el trabajo, ya que ambos
resultados con adicion de éste AA presentaron menor absorcion que donde no fue
afiadido,

Takagi ef al. (2006a), en un experimento de dosis respuesta con jurel (Seriola
quinqueradiata), con dietas suplementadas con y sin taurina, se demostré que la
taurina juega un papel importante en la presion osmoética sanguinea, relacionada a
supresion hemolitica y estabilizacion de membrana. Por otro lado, en la dorada
Jjaponesa (Pargus major) se encontrd la aparicion del higado verde en peces asociado
a una alimentacion sin harina de pescado y sin suplementacion de taurina (Takagi ef
al., 2006b). Esta enfermedad es causada por la biliverdina, un metabolito de la
degradacion del hemo y pigmento biliar acumulado en el higado. Los pigmentos
biliares son excretados del higado en forma de bilis en conjugados con AAs. En
dicho trabajo se llegé a la conclusion de que la taurina es necesaria para mantener el
crecimiento y las condiciones fisioldgicas normales. Este mismo sindrome fue
reportado por Takagi er al. (2008), en el jurel (Seriola quinqueradiata) después de
una alimentacion con dietas carentes de taurina, concluyendo que para ésta especie es
esencial la ingesta de taurina a través de la dieta. En el lenguado_ (Paralichthys
olivaceus), se reportd el requerimiento de taurina en dietas (Park ef al., 2002; Kim et
al., 2005) ya que se conoce que existe baja actividad de las enzimas cisteina’sulﬁnato
descarboxilasa (CSD) (Goto ef al., 2001a; Yokoyama ef al., 2001) y la cisteamina
dioxigenasa (CAD), encargadas de la sintesis de taurina en algunas especies de
peces (Goto et al,, 2001b). En alevines de robalo Dicentrarchus labrax, se encontré

que dictas suplementadas con taurina presentaron un efecto positivo en el
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crecimiento, efecto atribuido al aumento de consumo de alimento por la funcion de
taurina como atrayente (Brotons-Martinez ef al., 2004).

Yokoyama et af. (2001), reporta que no existe la presencia de Ia enzima CSD
en atin alefa azul, principal via responsable de la sintesis de taurina en mamiferos.
Sin embargo Goto ef al. (2001b), demostraron la presencia de la enzima CAD
responsable también de la sintesis de taurina en el higado de algunos peces. Los
peces carnivoros puede que sean menos efectivos en sintetizar taurina debido a que
son organismos que consumen otras especies marinas que contienen grandes
cantidades de taurina. En este caso el atin aleta azul ingiere peldgicos menores y
algunas ofras especies (sardina, anchoveta, calamar, etc.). Y aln cuando el atém
pudiera poseer una via de sintesis de taurina, contrario a lo reportado por Yokoyama
et al. (2001), la tasa de absorcion de taurina en comparacion a los demis AA del
pool, indican lo especializado que estd el intestino de atiin para [a absorcidn de este
AA

En la mayoria de los teledsteos y muchos vertebrados, las sales biliares son
fabricadas por el higado a partir de colesterol y la taurina formando un conjugado
con sodio, a través de la generacion del taurocolato y taurogenodexicolato como
principales constituyentes de las sales biliares (Une ef al., 1991; Eckert et al., 1998;
Rust, 2002). Las sales biliares tienen como funcidon principal la emulsificacion de
grasas. Debido a su naturaleza antipatica puede dispersar las grasas, rompiéndolas en
miscelas creando una mayor superficie para la digestion de las grasas. Ademas, su -
elevada alcalinidad disminuye la acidez. A parte de emulsificar se encarga de
excretar o digerir productos de desecho acarreados en las sales biliares, tales como

pigmentos heminicos, colesterol, esteroides y farmacos {Eckert et al., 1998; Rust,
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2002). Se sabe que estas sales biliares ya en el intestino son eficientemente
reincorporadas para ser recicladas llegando de nueva cuenta al higaﬁo. Los atunes
consumen por lo general peces con alto contenido de grasa por lo que las sales
biliares deben jugar un papel importante en la digestién (Garcia-Franco ef al., 1999;
Fitzgibbon, 2007). En el intestino de diferentes especies existen adaptaciones para
maximizar la absorcion de la taurina dietaria y para asegurar la eficiencia de
reabsorcion de taurina desconjugada de acidos biliares (Anderson ef al., 2009). Es
asi que el intestino del atiin debera estar altamente especializado para la reabsorcion
de la taurina y por tanto, la alta concentracion presentada se debe a un ciclo normal
de taurina en donde altas concentraciones de reservas intracelulares son liberadas a
parte de la absorcion de taurina adicionada proveniente de las soluciones
experimental. Rust (2002), menciona que las sales biliares son reabsorbidas de un
60% hasta 90% de lo secretado, para luego ser enviada de nuevo al higado para su
redistribucion a otros drganos y formacion de sales biliares nuevamente. Esta
absorcion tan alta, también indica la necesidad de esta especie de mantener una alta
concentracidn corporal de taurina (Spitze ef al., 2003). Es probable que al igual que
lo encontrado en jurel (Seriola quingueradiata) (Takagi et al, 2006_3, 2006b), la
taurina sea un aminodcido esencial para ¢l atin alela azul, cumpliendo varias
funciones fisiologicas importantes. Esto esta soportado por su alto nivel de
absorcion encontrado en el intestino de atin en el actual trabajo.

De los AAs que mostraren efecto sobre la concentracion de taurina, la Gly y
la Ala mostraron una tendencia a disminuir cuando Ia concentracién de taurina
aumento en el medio, Estos dos AAs fueron ademas de los AAs que mayor absorcion

mostraron de todos los AAs en los 3 tratamientos de taurina. Los peces oxidan gran




45

cantidad de AAs para la generacion de energia metabélica, donde AAs glucogénicos
son preferentemente usados (Guillaume ef af., 2001). La alanina se considera un AA
importante en el catabolismo intestinal de otros AAs (Wu, 1998), Asi también,
algunos AAs como la taurina, glicina, alanina y giutamato pueden ser movilizados
para funcionar como solutos intracelulares para la osmoregulacion (Pasantes-Morales
et al., 2006), En el proceso de osmoregulacion, los osmolitos son compuestos
organicos que le confieren presion osmotica a la célula. Algunos teledsteos
presentan sofisticados y complicados mecanismos de osmoregulacion para mantener
la presién osmotica interna y homeostasis ionica, lo que permite un funcionamiento
fisiolégico correcto de la célula (Tseng y Hwang, 2008). Es probable que la taurina
posea funcion en la osmoregulacion entre muchos ofros procesos fisiologicos
importantes en el atin aleta azul,

Algo que llama la atencién es la baja concentracién de lisina absorbida en
este trabajo. La lisina es un AA esencial el cual se considera limita la sintesis de
proteina, ademas de ser precursor de la carnitina, que juega un papel importante en el
transporte de largas cadenas de édcidos grasds hacia la mitocondria necesarios para la
beta-oxidacion y por ende la generacion de energia. Si bien, la lisina fue el AA con
menor absorcion, esta absorcién se mostré constante bajo las 3 concentraciones de
taurina. Asi también el paso total de lisina se mantuvo cercano al de arginina, con
una relacion 2:1 arginina:lisina, en para todos los experimentos. La absorcién de AA
catiénico como lisina y arginina, es mediada por el mismo transportador en la
mayorfa de las células, con transporte independiente de Na* {(Closs y Mann, 1999 ),
ademés del transporte dependiente de Na', capaz de transportar AA neutrales y

cationicos (Mailliard ef al., 1995). Es asi que la aceleracion o disminucién de las
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tasas de absorcion depende de cada sistema ftransportador, ademis de estar
influenciado (estimulado) por la presencia de otros AAs intracelulares (trans-
estimulacién) (Mailliard et af., 1995)

En conclusion, los resultados obtenidos indican que el intestino de atiin aleta
azul posee gran capacidad para la absorcion de taurina, siendo el AA con mayor
absorcion. Asi también se observd que el intestino de atiin posee grandes reservas de
este AA, siendo este un posible indicador de la gran importancia de este AA en

funciones fisiologicas en esta especie.
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IV. DISCUSION GENERAL

En Baja California, asi como en otras partes del mundo, la engorda del atin
basada en captura, representa una industria con potencial de crecimiento, debido a la
demanda del ya establecido mercado japonés, asi como el creciente mercado en USA
e incluso en México. En la mayoria de los casos su engorda estd basada en una
mezcla de sardina y macarela fresca con un indice de conversion de 17 a 1 lo cual
pone en peligro la sustentabilidad de su cultivo (Sylvia, 2007). Por lo tanto, varios
aspectos de la especie deben ser estudiados, con la finalidad de incrementar el
crecimiento y salud de los organismos, entre estos los requerimientos nutricionales.
Sin embrago las dificuitades para lievar a cabo una experimentacion convencional
(experimentos in vive dosis-respuesta con estudios de digestibilidad), implica que en
muchas especies matinas y sobre todo aquellas peldgicas de grandes dimensiones,
sea necesario recurrir a téenicas in vitro que ayuden a conocer indirectamente los
procesos digestivos y requerimientos nutricionales. Asi se podra contar con
informacidén para formular dietas balanceadas que ayuden a la sustitucién del
alimento actual (sardina del Pacifico) y con un minimo de desechos al medio
ambiente.

En el presente trabajo, se corrobora que la técnica de intestino invertido es
una herramienta ttil para determinar la absorcién de AAs de una manera dinamica e
interactiva (dentro de una mezcla de AAs). Y en el caso particular de la interaccién
entre lisina y arginina, dos AAs esenciales que compiten por el mismo transportador.
Si bien la técnica es compleja por el hecho del tiempo que se lleva en andlisis de cada

una de las muestras de AAs a través de un equipo de cromatografia (HPLC), es una




48

buena alternativa para generar conocimiento. Entre éstos, se puede mencionar el
efecto del estrés fisiologico v los AAs vulnerables a cmnpensail'lo, o la posible
interaccion de éstos y el efecto del balanceo de los AAs en la dieta, entre otros.

Dentro de la técnica aqui presentada existen factores que no fueron del todo
controlados. Un caso es la distincién entre los procesos de absorcion entre la
membrana epitelial y basolateral. Esto debido a que la absorcidén de los AAs se lleva
a cabo a través de la célula, funcionando como una caja negra, sin conocer los
procesos infernos, Se sabe que el metabolismo de los AAs al interior de los
enterocitos juega un papel importante en la mucosa intestinal, tanto para la
generacion de energia y la sintesis de moléculas necesarias para la manutencion e
integridad de la misma, asf como en la modulacion de la entrada de los AAs dietarios
absorbidos hacia el torrente sanguineo (Wu, 1998).

Alln asi, ésta téenica es capaz de generar informacion valiosa y representativa
sobre procesos digestivos en muchas especies

En el presente trabajo con intestinos frescos de atiin aleta azul, se observaron
resultados consistentes entre el capitulo T y II, que pueden representar procesos
metabélicos caracteristico en esta especie. En el capitule 1, en ambos tratamientos de
lisina (10 y 75 mM), se observo que la absorcién mayor de AAs no esenciales fue
para Glu, Gly v Ala, representando aprox. el 30% del total de la mezcla. Asi también
en el capitulo II, donde se midio el efecto de tres concentraciones de taurina (0, 24 y
48 mM) sobre la absorcion, los mismos tres AAs no esenciales (Glu, Gly y Ala),
ademas de serina mostraron las mayores absorciones en comparacion a los otros AAs

de la mezcla, sin tomar en cuenta taurina.
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Por lo general Ala, Glu y Gly son los AAs que presentan mayor absorcion a
través del intestino. De esta manera, Martinez-Montafio et al. (2010), utilizando la
misma técnica en atin aleta azu! coincidit con los mismos resultados pero utilizando
un hidrolizado de sardina. En el presente trabajo se utilizd un hidrolizado que
provenia de un digerido pancredtico de caseina (Bacto Triptona), con un perfil
distinto en cuanto a las concentraciones de cada AA,

Los peces oxidan gran cantidad de AA para proveer energia metabdlica
(Guillaume et al., 2001), donde en algunos carnivoros puede contribuir hasta con
mas del 90% de sus requerimientos energéticos {Nelson y Cox, 2004), io que puede
ocasionar variacion en el requerimiento de AAs. Es asi que durante la absorcion de
AAs, varios de estos y en especial los no esenciales, pueden ser utilizados como
fuente de energia o para la sintesis de otros AAs, a través del proceso denominado
transaminacion, donde los AAs son trasformados por desaminacion en alfa-
cetodcidos con su concomitante sintesis de glutamato a partir de alfa-cetoglutarato.
Después el glutamato es retransformado en alfa-cetoglutarato y amonio por ia accion
de la enzima glutamato deshidrogenasa, donde el amonio removido de los AA es
excretado (Guillaume er al., 2001). Otro AA interesante es la alanipa, un AA
importante en el catabolismo intestinal de glutamina, glutamato y aspartato (W,
1998). Este AA es producido a partir de la transaminacion del piruvato a partir de
cuaiquier otro AA (Nelson y Cox, 2004). En términos cuantitativos, las
aminotransferasas mas importantes son la alanina y aspartato aminotransferasas
(Guillaume ef al., 2001). Hochachka y Somero (2002) mencionan que la oxidacion

de AAs como Ala, Glu y Pro generan 15, 27 y 30 ATP/AA respectivamente, energia




30

similar a la generada por la oxidacién de carbohidratos como piruvato (15
ATP/piruvato) y glucosa (36 ATP/glucosa).

Dentro de los aspectos importantes descritos en este trabajo y con relacion a
la fisiologia digestiva del atin aleta azul son: 1) existe una interaccion entre la lisina
y la arginina, aunque no e¢jerciendo una competencia directa, lo cual sugiere
mecanismos que permiten la absorcion de AA esenciales bajo una situacion de
desbalance de los mismos. La arginina parece ser un estimulador al paso de lisina,
mientras que la lisina no presenta inhibicién en la absorcion de arginina y 2) el
intestino de atin aleta azul posee gran capacidad para la absorcion de taurina, siendo
el aminodcido con mayor absorcion. Sin embargo, ésta absorcion no esta asociada a
un incremento en la presencia de este AA de la mezcla de AAs presentes en el
hidrolizado. Por otro lado, la taurina se encuentra en grandes cantidades dentro de
células del intestino, lo cual indica la importancia que este AA pueda tener en varios
procesos fisioldgicos.

La técnica de intestino invertido es una herramienta 1til para el conocimiento
de los procesos de absorcion intestinal tanfo de nutrientes como en agentes
xenobidticos. En el caso del atin aleta azul, estudios sobre el efecto de la
temperatura, el cambio osmético, absorcion de diferentes fuentes proteicas e
interaccion entre AAs (inhibicion o estimulacién), son necesarios para que
fortalezcan y validen los resultados obtenidos en esta técnica. También el ampliar el
estudio de absorcion hacia otros nutrientes como lo son Acidos grasos, es una buena
opcidn para la generacion de mas conocimientos. Un enfoque innovador es utilizar
esta técnica en conjunto con ofras técnicas de digestién in vifro como lo realizado por

Martinez-Montafio ef al. (2010}, ademdas que puede ser aplicado a diferentes fuentes
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proteicas de origen tanto animai como vegetal que ayuden a conocer més e} potencial
digestivo de ésta especie, con un enfoque en la generacion de alimentos balanceados.
También el posible uso de AA marcados dentro de esta misma modalidad dindmica
del uso de un pool de nutrientes, podria explicar algunos procesos metabolicos

durante el paso de estos por la barrera inestinal.
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