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RESUMEN

Este experimento se realizé para evaluar el efecto de la adicidon de leucina a dietas a base de
trigo en el comportamiento productivo y expresidn de los genes de miosina y transportadores
de aminoacidos catidnicos (CAT-1 y b%") en yeyuno, musculo largo dorsal (MLD) y
semitendinoso (MST). Para identificar los aminoacidos (AA) asociados a mecanismos celulares
que regulan la sintesis de proteina muscular, y determinar si leucina (Leu) provoca una
respuesta adicional a la de lisina (Lys), treonina (Tre) y metionina (Met) en dietas base trigo.
Se utilizaron 20 cerdos (Landrace x Hampshire x Duroc), 14.9 + 0.27 kg peso inicial. Asignados
a cuatro tratamientos, en base al sexo, peso, edad y camada, de acuerdo con un disefio de
bloques completos al azar. Los tratamientos fueron los siguientes: T1) dieta base con 95.64 %
de trigo la cual arbitrariamente era deficiente para cubrir los requerimientos de lisina,
Treonina y metionina (LMT). T2) Igual a T1 + 0.88 % de Lys, 0.27% Tre y 0.10% de Met T3) T2 +
0.80% de Leu, T4) Una dieta tipica trigo-pasta de soya la cual cubre los requerimientos de AA
(1.05% Lys). El experimento tuvo una duracién de 20 dias. Los resultados de ganancia de peso
(GDP), consumo de alimento (CDA) y conversién alimenticia (CA) de los cerdos del T1, T2, T3y
T4, respectivamente, fueron los siguientes: GDP, 0.25, 0.80, 0.64, 0.73 kg/d; CDA, 0.75, 1.20,
0.98, 1.08 kg/d; CA, 3.02, 1.51, 1.55, 1.49. La adicién de LMT a la dieta base incrementé
(P<0.001) la GDP, CDA y CA. La inclusion adicional de Leu redujo la GDP y CDA (P<0.01), pero
no afectd la CA (P>0.10). La GDP tendié a ser mayor (P=0.09) en los cerdos con la dieta con
LMT que en los testigo, pero no hubo diferencias en CDA o CA. En lo que respecta a la
expresion del RNAm de b%" en intestino delgado (yeyuno). Se observd el incremento (P =
0.019) en la expresion del gen por efecto de la adicién de LTM a la dieta base. Ademas, se

observa una reduccién marcada (P = 0.031) en la expresion por efecto de adicionar Leu a la
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dieta LMT. Asimismo, se observd un decremento (P = 0.006) en la expresion de b%" en los
cerdos que recibieron la dieta testigo en comparacién con los de la dieta LMT. En la expresion
del gen CAT-1 se observa un incremento (P=0.007) dieta base en la expresién del gen al
compararla con LMT. Al comparar LMT vs LMT+Leu no hay diferencia entre tratamientos
(P=0.2997). Pero, al comparar LMT vs Testigo existe un aumento (P<0.01) en la expresion de
este gen. Por otra parte, con respecto al MLD, se observa que la adicién de LMT a la dieta base
incrementa la expresién de CAT-1 (P<0.001). Sin embargo, la inclusion adicional de leucina a la
dieta LTM redujo su expresion (P<0.001). Asimismo, la expresién de este gen fue menor en los
cerdos que recibieron la dieta testigo, en comparacion con los de la dieta LTM (P = 0.002). Los
resultados del gen miosina (MYO) En MST hay un incremento (P<0.001) al comparar la dieta
base con la dieta LMT. Pero se observa una reduccion (P<0.0001) al adicionar Leu. También se
observa una reduccion (P<0.0001) en la expresidén al comparar la dieta LMT contra la dieta
Testigo. Por otra parte en el MLD no se observo efecto en la expresion de MYO debido a la
adicion de los primeros tres aminodcidos limitantes (P=0.860) ni a la dieta testigo (P=0.843).
La adicion de leucina a la dieta base con LTM incrementd (P=0.003) la expresién de MYO. Sin
embargo, cuando se compard la expresion de MYO en los cerdos que recibieron la dieta
adicionada con LTM+Leu contra la dieta base y testigo, se observaron valores sustancialmente
mayores (P=0.002). Por consiguiente, el nivel en la dieta de AAs neutros y catidénicos asi como
también la abundancia y la actividad de transportadores de AA pudo afectar la disponibilidad

de AAy la sintesis de proteina.
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1. INTRODUCCION

El cerdo se encuentra entre los animales mas eficientes para producir carne y, por
su gran capacidad transformadora de nutrientes, le hacen especialmente atractivo como
fuente de alimentacién para los humanos. Por el valor nutritivo de la carne de cerdo esto
lo seflala como uno de los alimentos mas completos para satisfacer las necesidades

alimenticias del hombre.

Ademads, la produccién porcicola en México tiene importancia econdmica de
relevancia. Solo en México, la porcicultura ocupa el tercer lugar en importancia por su
aportacién a la produccion total de carnicos 1, 741,966 toneladas de carne (SAGARPA,
2009), por lo tanto el aumento en la produccidon de carne magra tendrd un impacto
importante en los sistemas productivos del pais. Asi mismo, su mayor relevancia es que
proporciona un conjunto de productos importantes en la dieta de los estratos de bajos
ingresos de la poblacion, ademds que usa en forma indirecta amplias superficies agricolas
y da lugar a una amplia y compleja cadena productiva que incluye la producciéon de
cereales y otros productos. Asi como también, la industrializacién de la carne. (SAGARPA

1998)

Por lo antes mencionado resulta imprescindible conocer el efecto que tendran las
dietas que se le proporcionan a los animales, pero no solo en el comportamiento
productivo, si no también utilizar las herramientas que en la actualidad se cuenta para

conocer que sucede a nivel celular y de esta manera mejorar nuestra produccidn
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1.1 JUSTIFICACION

Una funcién importante en la produccidén animal es proveer proteina de alta
calidad para la alimentacién humana. Por ello es imprescindible mejorar la nutriciéon de
los cerdos y por lo tanto aumentar su eficiencia productiva. De esta manera la produccién
puede hacerse rentable y se puede contribuir a reducir el impacto negativo de la
produccién en la contaminacion ambiental. Una estrategia para conseguir ambos
propdsitos consiste en disefiar programas de alimentacion con dietas que provean los
nutrientes que el animal necesita pero sin excesos. Sin embargo, debido al desequilibrio
en el contenido de nutrientes de los ingredientes tipicos con respecto a los
requerimientos de los animales, las dietas tipicas generalmente proveen excesos de
algunos nutrientes, especificamente de aminoacidos (AA). Por tanto, la modificacién en la
formulaciéon de las dietas que favorezca el equilibrio entre AA, puede resultar en una
mejora de la eficiencia productiva de los cerdos y en la rentabilidad de la explotacién
porcicola. La formulacion de dietas bajas en proteina cruda, asociada a la suplementacién

de AA libres puede ser una estrategia que favorezca la mejora en la eficiencia indicada.

Asimismo, esta modificacién en la formulacion de las dietas puede contribuir a
reducir la contaminacién ambiental debido a que niveles bajos de proteina cruda en las
dietas para cerdos disminuyen los niveles de nitrogeno excretado y con ello Ia

contaminacién de suelos y aguas circundantes a las granjas porcicolas.
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2. ANTECEDENTES

2.1 PERSPECTIVA Y SITUACION ACTUAL DE LA NUTRICION DE CERDOS

La alimentacidn de los animales en el sistema intensivo representa del 65 al 70 %
del costo de produccién, por lo que debe ser muy eficiente en el uso de los ingredientes y
la formulacién de sus dietas, aunado a una buena determinacién de los requerimientos
nutricionales y el analisis correcto del contenido de nutrientes. Los requerimientos estan
influenciados por una combinaciéon del potencial de crecimiento y el consumo voluntario,
los cuales requeriran cambiar la concentracidén del nutriente en la dieta y conocer los

requerimientos de los cerdos en base a una cantidad por dia (Dritz et al., 1997)

2.2 LA IMPORTANCIA DE LA PROTEINA EN LA ALIMENTACION DE GANADO PORCINO

Una de las dificultades mds importantes en la elaboracién de dietas para ganado
porcino es la determinacion precisa de los requerimientos de aminodcidos y el balance
energético en las dietas para satisfacer las necesidades y de esta manera atender los
diferentes tipos que demanda en un mercado que cada vez ha de ser mas exigente (Borja

y Mendel, 1998) y ha llevado a la evolucidn de un cerdo grasoso a uno magro

El musculo estd compuesto varios elementos dentro de estos son las proteinas

musculares que estan formadas por unidades simples Ilamados “aminodcidos” ligados en
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largas cadenas. Estas cadenas, compuestas por cientos o miles de estos unidos en
secuencias especificas. La formaciéon de proteinas corporales requiere la presencia
simultanea de unos 20 aminoacidos distintos a nivel celular. Algunos pueden ser
sintetizados a partir de otros, para el cerdo se reconocen diez aminoacidos esenciales
lisina, treonina, metionina, leucina, valina, isoleucina, triptéfano, fenilalanina, histidina y
arginina (Lewis , 2001). Ya que los cerdos tienen un potencial genético dado para formar
tejido muscular y una determinada tasa diaria, asi que la alimentacidon optima debe

proveer la energia y los aminoacidos necesarios para este fin

2.2.1 DIETAS TiPICAS (PROTEINA INTACTA)

Se puede definir a las dietas tipicas como aquellas que contienen la cantidad de
proteina cruda adecuada segun los requerimientos nutrimentales para el maximo
crecimiento por etapa productiva, para cubrir estos requerimientos se han propuesto
diversos sistemas para formular las dietas para cerdos, uno de estos es “proteina ideal”,
que se refiere a la cantidad de proteina en la dieta, que debe tener una adecuada relacion
de los aminodcidos cubriendo las necesidades del animal tomando como referencia a

Lisina (Lewis, 2001) el cual es el primer aminoacido limitante en nutricidn de cerdos

Por lo tanto, los animales requieren dietas que contengan un nivel de proteina
adecuado para su optimo crecimiento. Katz et al. (1973) alimentaron cerdos en etapa de

crecimiento con dietas maiz pasta de soya con un nivel de 16% es decir 3 unidades debajo
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de su requerimiento de proteina y observaron que los animales tuvieron una ganancia de
peso menor comparado con los cerdos alimentados con dietas con los mismos
ingredientes pero con 19% de proteina cruda. Esto indica la necesidad de la cantidad de

proteina requerida para el ganado porcino

Por otra parte es importante tomar en cuenta los ingredientes de las dietas para
evitar un comportamiento productivo bajo y la contaminacion ambiental, ya que,
animales que se alimentaron con dietas sorgo pasta de soya no tuvieron un
comportamiento productivo similar a los alimentados con maiz pasta de soya (Trujillo et al
2007). Posiblemente por el perfil de aminoacidos de los granos, también se estima que los
animales que recibieron la dieta con sorgo, desecharon mayor cantidad de aminodacidos.
Por lo tanto, es importante considerar los excesos de AA, dado que con el método
proteina ideal, los niveles totales de casi todos los aminoacidos, se encuentran por arriba

de su requerimiento

2.2.2 DIETAS BAJAS EN PROTEINA

Este tipo de dieta s comenzaron a utilizarse en los afios 60°s debido en gran
manera por el alto costo de los compuestos proteicos (Meade et al 1965), mas adelante
en 1981, debido a un mejor conocimiento del metabolismo proteico y la aparicion en el
mercado de los aminodacidos cristalinos (lisina, metionina, treonina y triptéfano) se

pueden proporcionar al animal una cantidad constante de los aminoacidos esenciales con
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respecto a lisina y reducir la cantidad de proteina en la dieta (ARC, 1981) por lo que es

importante conocer los requerimientos exactos para una produccién eficiente

Pero, la determinacién de los requerimientos de aminoacidos para animales se ha
realizado de manera factorial incluyendo la velocidad de crecimiento, la composicion de
los aminodcidos de las proteinas musculares y las necesidades para funciones de
mantenimiento (NRC, 1998). Pero no se considera los aminodcidos que se requieren para
la sintesis de enzimas y hormonas de naturaleza proteica que participan en los procesos

de digestién y absorcién de aminodcidos en la dieta y la sintesis de proteinas en las células

Por lo anterior, se sabe que una deficiencia de algin aminoacido dara lugar a una
mala tasa de crecimiento, conversién o un mal resultado reproductivo (Lewis 2001). Pero
sobre todo su capacidad para producir tejido magro (Baker et al. 1998) que en la

actualidad es el principal objetivo en los sistemas de produccion de cerdos

2.2.2.1 VENTAIJAS

Reducir costos y precisar el potencial nutritivo de los alimentos, es decir, la
cantidad de nutrientes disponibles para el metabolismo animal, es esencial para ajustar el
aporte de nutrientes a las necesidades de los cerdos, diversos estudios han publicado que
se puede reducir la proteina en 4% en dietas maiz-pasta de soya (Kerr et al., 1995) o

sorgo-pasta de soya (Hansen et al., 1993), o reduciendo 5.5% la proteina en dietas maiz-

15



cebada-trigo-pasta de soya sin alterar negativamente la ganancia de peso (Le Bellego et

al., 2001)

Las dietas bajas en proteina adicionada con aminoacidos sintéticos han sido
ampliamente estudiadas para probar su eficiencia. Por ejemplo, Blank (1986) midio
retenciones de 23 g de nitrogeno frente a 20 g/dia, cuando incrementan el nivel de lisina
(0,1%) de esta manera se evita el efecto negativo de ofrecer una dieta baja en proteina y

hacer eficientes los procesos productivos

Asi también la estrategia para reducir la excrecion de aminoacidos en general, es
una mayor eficiencia alimenticia lo cual conduce a una menor excrecion de aminoacidos.
Dado que una mejora en el indice de conversién de 0,1 unidades reduce la excrecion de
nutrientes en un 3% (Coffey, 1996). Esto se debe a que los organismos de los seres vivos

utilizan con alta eficiencia todos los sustratos

También Boisen et al. (1991) demostraron que dietas bajas en proteina
suplementadas con aminodcidos reducian la excrecion de nitrégeno en alrededor de un
24% sin afectar a la velocidad de crecimiento de los cerdos. Schutte et al. (1993)
determinaron que por cada unidad porcentual que se reduce el nitrégeno del alimento, la
excrecion de nitrégeno disminuye un 10%. Esto es un indicador del claro exceso de

nitrégeno en comparacion con dietas tipicas
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2.2.2.2 DESVENTAIJAS

En la produccién porcina es necesario tener animales de raza alta productora de
musculo dado que las diferencias en las necesidades relativas de proteinas y aminodcidos
en relacién a la energia por raza (Black, 1991) indican que si los animales no tienen un
buen potencial genético, la dieta no sera aprovechada eficientemente en crecimiento

muscular

Factores como la utilizacion diferencial de los nutrientes segin las funciones
metabodlicas, la edad y el estado fisioldgico, sobre la capacidad digestiva de los animales o
sobre la disponibilidad de los nutrientes hacen su aplicacion industrial una fuerte
limitante. Guay et al. (2006) sefalan que la morfologia intestinal se altera negativamente
cuando los cerdos se alimentan con dietas con baja proteina. Lo que conduce a una menor

respuesta productiva en comparacién con los cerdos alimentados con dieta tipica

Asi también existe evidencia que los animales alimentados con dietas bajas en
proteina tienen un comportamiento productivo similar en los pardmetros de ganancia de
peso y conversidn alimenticia. Pero, al sacrificar estos animales tienen canales con mayor
porcentaje de grasa corporal en comparacién con los alimentados con dietas tipicas
cereal-pasta de soya (Kerr et al., 1995; Tuitoek et al., 1997). Esto deja la incognita de
conocer si los aminoacidos adicionados a dietas con proteina baja no se encuentran

presentes en las a nivel celular en el momento correcto
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2.3 LOS AMINOACIDOS EN LA NUTRICION DE CERDOS

Los aminodacidos son parte fundamental en la nutricidn de cerdos, puesto que
existe evidencia (Fan et al 2008) que hace suponer que ademas tienen funciones
metabdlicas y no solo como unidades de construccidon de las proteinas (Sreekumaran y
Short, 2005), entonces el nivel de aminoacidos en las dietas sera determinante para la

produccién

Las dietas bajas en proteina carecen de los tres primeros aminodcidos limitantes,
esto se comprobd con cerdos alimentados con dietas bajas en proteina no hubo un
crecimiento eficiente (Baker 1983). Pero, si se les da una mezcla que cubra los
requerimientos de aminoacidos (Shelton et al, 1950) los animales tienen un buen

comportamiento productivo

2.3.1 CLASIFICACION

Los aminodcidos se clasifican de diversas maneras, esto va a depender
directamente de la ciencia se refiera, y en nutricién animal se pueden clasificar en dos
tipos que son los limitantes y no limitantes y otra forma de clasificarlos es en esenciales y
no esenciales (Lewis 2001) estas clasificaciones son cruciales para un maximo

aprovechamiento de los aminoacidos
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2.3.1 ESENCIALIDAD

De los 20 aminodcidos que constituyen cominmente a las proteinas algunos deben
ser estrictamente componentes en las dietas de cerdo, la razén es que los animales
sintetizan en cantidad insuficiente para un crecimiento optimo a estos aminoacidos se le
conocen como aminodcidos esenciales (Cuadro 1) es necesario que todos los aminoacidos
estén en una cantidad y proporcién correcta. Por ejemplo, La cantidad de aminoacidos
esenciales en el trigo es superior al del maiz (Sauer et al., 1981) y sorgo (Lin et al., 1987;

Cervantes et al., 1997)

Cuadro 1.- Clasificacion nutricional de los aminodcidos para cerdo (Lewis 2001)

ESENCIAL NO ESENCIAL
Arginina Alanina
Histidina Asparagina
Isoleucina Acido aspartico
Leucina Cisteina
Lisina Acido glutamico
Metionina Glutamato
Fenilalanina Glicina
Treonina Prolina
Triptéfano Serina
Valina Tirosina

Por tanto, es importante conocer mejor el valor nutricional de la proteina de los
cereales, la cual se determina por su composicion, digestibilidad y disponibilidad de AA 'y
por la respuesta que provoca en el crecimiento de los animales (Araiza et al 2003), los
cereales son considerados principalmente como fuentes de energia; sin embargo, debido

a que su contenido en dietas para cerdos en crecimiento-finalizacion es superior a 80%,
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éstos contribuyen con mds de 50% del requerimiento de los AA esenciales de esos cerdos

(NRC, 1998)

2.3.3 LIMITANCIA

En nutricidn de cerdos, el termino de aminodcido limitante se refiere al aminoéacido
gue se encuentra en el ingrediente en cantidad insuficiente para el maximo crecimiento
del animal, un ejemplo claro es lisina en el trigo donde han reportado contenidos de
0.72% (Araiza et al 2003) y el requerimiento para cerdos es 1.05% (NRC, 1998) esta
deficiencia se presenta en la mayoria de los granos de las dietas tipicas de los cerdos
(Boisen et al. 1991)entonces el aporte de este aminodcido en las dietas es por debajo del

nivel optimo para el crecimiento del animal

Entonces, dado que el crecimiento maximo de los cerdos se da cubriendo los
requerimientos de los aminodcidos, trabajos en esta institucién como el de Méndez et al
(2009), que adicionaron a dietas base trigo los tres aminoacidos limitantes que son lisina
treonina y metionina en forma libre para cubrir al 100% los requerimientos con un optimo

comportamiento productivo con cerdos en crecimiento
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2.3.4 AMINOACIDOS DE CADENA RAMIFICADA

Leucina, isoleucina y valina por su estructura quimica estan clasificados como
aminodcidos de cadena ramificada (Mathews, 2003), pero también en la nutricion de
cerdos son clasificados como aminoacidos esenciales, hay reportes que en las dietas base
trigo, isoleucina, valina y leucina se sitla en cuarto, sexto y decimo lugar respectivamente
(Araiza et al 2003) por esta situacion existe escasa informacién al respecto de sus

requerimientos exactos

Por lo tanto, su cantidad es solamente estimada (Cervantes et al 2003), entonces,
posiblemente la proporcién de los aminodcidos de cadena ramificada en dietas bajas en
proteina, provocaria que se convirtieran en AA limitante reduciendo asi la disponibilidad a

nivel celular provocando disminucidn de la sintesis de proteina

Estudios in vitro con tejidos celulares y ademas in vivo con roedores (Kimball y
Jefferson, 2004), sefalan que Leucina participa en el complejisimo proceso de sintesis de
proteina muscular participando en la via de sefalizacién de mTOR (Greiwe et al., 2001).

Pero los estudios sefialan que no se sabe con exactitud como sucede este proceso
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2.4 DIGESTIBILIDAD DE LA PROTEINA EN CERDOS

El cerdo en etapa de crecimiento es el modelo animal que ha sido utilizado para
desarrollar los programas modernos de alimentacion y ademas en la determinacién de los
coeficientes de digestibilidad ileal de la proteina y aminodacidos (NRC, 1998). Por lo tanto
es una herramienta para determinar la cantidad de la dieta se va absorber al interior del

animal, es decir el coeficiente de digestibilidad

Entonces, para poder conocer la cantidad de nutrientes que se van a digerir es
importante conocer el coeficiente de los ingredientes por lo tanto La digestibilidad de los
aminodcidos es uno de los factores mds importantes, para calificar la calidad de la dieta y
la respuesta productiva de los animales (Cervantes, 2000) a fin de evitar deficiencias

alimenticias en los cerdos

Por tal motivo, se hace la recomendacién de formular las dietas para los cerdos en
base a la digestibilidad ileal verdadera (Stein et al 2007), en especial cuando se utilizan
como ingredientes de la dieta, aminoacidos cristalinos o bien cuando se utilizan

ingredientes de baja digestibilidad (Stein et al 2007)

La razon de que se recomiende la digestibilidad hasta el final del intestino delgado
es que diversos trabajos sefialan que en este, se encuentra la mayor actividad digestiva de

la proteina y los aminodcidos (Sauer et al 1980, Brder, 2008) por lo tanto la digestibilidad
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ileal esta mejor correlacionada con la deposicién de proteina corporal que la digestibilidad

fecal (Dierick et al 1988)

2.5 ABSORCION INTESTINAL Y TRANSPORTE CELULAR DE AA

Las proteinas ingresan al cerdo a través de los ingredientes de la dieta, por el
aparato digestivo, ahi por medio de diversas reacciones fisicoquimicas y enzimaticas, se
fragmenta en aminodacidos, con la finalidad de que las células del organismo puedan
formar nuevas moléculas de proteina que se requieran (Ferket et al., 2002) y cubrir las

necesidades del animal

Para esto los aminoacidos son transportados al interior del organismo a través de
las células epiteliales localizadas en el intestino delgado, ahi es llevado a cabo el proceso
de la absorcién de los aminodcidos, ya que el transporte de AA desempeiia la funcion
critica para mantener un flujo nutricional (Christensen, 1990) para realizar las funciones

metabdlicas de los drganos del cuerpo

La absorcion a nivel celular va a estar dada por varios sistemas de transporte
donde participan “proteinas transportadoras”, y estas a su vez varian en capacidad,
especificidad y sustratos (Broer, 2008), las proteinas reconocen al aminoacido, se unen y

transportan a estos del medio extracelular al interior de la célula o viceversa
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Se han identificado diferentes sistemas de transporte de aminoacidos para
mamiferos con especificidades de sustrato amplias (diferentes aminodcidos comparten el
mismo sistema de transporte) y solapadas (un mismo aminoacido puede ser transportado
por varios sistemas). Esta disposicién permite, por un lado, una fina regulaciéon del flujo de
aminodacidos tanto a nivel celular como entre drganos y, por otro, una economia de

estructuras mediando dichos flujos (Christensen, 1990)

Cada tipo celular de un organismo contiene una combinaciéon determinada de
transportadores en sus membranas. Esta combinacién depende de su funcién bioldgica y
es el resultado de la presencia de los sistemas de transporte ubicuos en alguna de sus
variantes (p. ej. sistemas A, ASC, L, y+, XAG) y de los sistemas de transporte tejido-

especificos (p. e. sistemas B0,+, Nm, b0,+) (Palacin et al., 1998)

La finalidad de estos procesos fisiolégicos es poder llevar a cabo, un sin nimero de
eventos tales como por citar solo unos ejemplos estdn la sintesis de proteina, regulacion
del metabolismo, el crecimiento celular, y la produccién de energia, entre otros.
(Whittemore, 2001) buscando siempre un equilibrio en las concentraciones de los

aminodacidos a nivel celular
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2.5.1 MECANISMOS

Mecanismo antiporte: Constituyen la gran mayoria de los transportadores de
aminoacidos en mamiferos. Preferentemente, intercambian aminoacidos no esenciales
por aminoacidos esenciales. Permiten generar asimetrias, clave para el flujo vectorial de
aminodacidos. Un ejemplo es la reabsorcion de aminoécidos en el rifidn (sistema b,

sistema L, sistema y'L).

Mecanismo cotransporte: participan los transportadores de osmolitos (sistema R),
gue mantienen altas concentraciones de gradiente de sustratos en el rifidn; o los
transportadores apicales que median la reabsorcién de aminodcidos en el epitelio

(sistema BO,+).

Mecanismo Uniporte: Son asociados al cotransporte de Na+ o H+, o bien se les
denominan Uniporte. Parecen implicados en mantener altas las concentraciones
citosolicas de aminoacidos no esenciales (Ej. sistema A, sistema N) para permitir
posteriormente la entrada de aminodacidos esenciales por otros transportadores
(antiporters). La abundancia de Uniporte (sistema y+, sistema T) es muy baja debido,
quizds, a ser un mecanismo que no protege a la célula de la pérdida de metabolitos
importantes ya que cambios en el contenido de aminoacidos en el plasma se trasladan al

contenido intracelular (Gasol, 2004).
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2.5.2 CLASIFICACION DE LOS TRANSPORTADORES

La clasificacion de los diferentes sistemas de transporte se realiza siguiendo
criterios de funcionalidad: tipo de aminoacido transportado y dependencia del ién sodio.
La nomenclatura adoptada utiliza acréonimos indicativos de la especificidad de sustrato y
designa con mayusculas los sistemas sodio-dependientes y con minusculas los sodio-

independientes (Bannai et al., 1984).

e Transportadores de débil capacidad de acumulacidon (ATA, SN, CAT, TAT): son
transportadores asociados al cotransporte de Na* o H*

e Antiporters o intercambiadores (LAT, y+LAT, xCT, b%AT): constituyen la gran
mayoria de los transportadores de aminodcidos en mamiferos. Preferentemente,
intercambian aminoacidos no esenciales por aminoacidos esenciales

Figura 1.- diferentes tipos de sistemas de transporte de AA (Liao, 2009)

} Apical

INTESINO DELGADO
AAO.+ CssC AA+. CssC

AA*

1%@

Este modelo presenta los sistemas de transportadores catidnicos asociados a las proteinas
expresadas en intestino delgado, las flechas indican la direccion del movimiento del
aminodcido, figura realizada con datos de Deves y Boyd (1998), Krehbiel y Matthews
(2003), Dave et al. (2004), y Broer (2008).

} Basolateral

SANGRE
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2.5.3 MODO DE ACCION

El traslado de los AA del medio extra celular hacia el interior de la célula se da en
la membrana celular, este proceso se encuentra mediado por proteinas transportadoras,
y se conocen diversas proteinas transportadoras especificas para tipos de aminodcidos,
diferentes tipos de células y para cada momento fisioldgico determinado (Lodish et al.

2005) por lo antes mencionado, es un punto critico para el crecimiento optimo del animal

Entonces la expresion diferencial de los mRNA que codifican a las proteinas se
encuentra regulada mediante la transcripcién diferencial de los genes para esas proteinas
y su traduccion (Cuadro 2), pero también a nivel de la biologia celular, dichas proteinas
pueden requerir de activacion mediada por rutas de sefializacidn celular, activacion a nivel

bioquimico o, incluso, de localizacidn en la membrana (Alberts et al 2004)

Cuadro 2.- Sistemas de transporte de AA en mamiferos (Gasol, 2004)

Sistema Isoformas
de (cDNAs Clonados) Mecanismo Sustratos
transporte
CAT-1 Lys, Arg, Ala, Ser,
CAT-2A/B Uniporte Cys, Thr, Asn, GIn,
e CAT-3 P His, Met, Ile, Val,
CAT-4 Phe, Tyr, Trp, Cys
Lys, Arg, Ala, Ser,
be- bo,+AT/rBAT Antiporte Cys, Thr, Asn, Gin,

His, Met, Ile, Val,
Phe, Tyr, Trp, Cys
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2.6 SINTESIS DE PROTEINA

El proceso mediante el cual el organismo produce diferentes tipos de proteina, se
le conoce como sintesis de proteina o también es llamada traduccidn, la cual se realiza en
tres etapas: iniciacion, elongacion y terminacién (Wang y Proud, 2006), este proceso dara

como resultado una proteina con una funciéon especifica para el organismo

Asi mismo, la sintesis de proteina en las células musculares es un proceso bien
organizado en el que participan diversos componentes, en diferentes etapas bien
definidas (Hayashi y Proud, 2007). Extracelularmente se encuentra la hormona de
crecimiento, Factor de crecimiento insulinico tipo 1 e insulina, estos, envian senales a
través de sus receptores transmembrana hacia el interior de la célula para activar la

magquinaria de sintesis.

Ya que se mando la sefial se transmite hacia el nucleo y ribosomas mediante
fosforilaciones en cadena de proteinas. El principal regulador de esta via de sefializacion
para la sintesis de proteina muscular complejo molecular denominado blanco de la
rapamicina en mamiferos (mTOR) (Miyazaki y Karyn 2008), diversos articulos cientificos

sefialan que los AA podrian participar de forma activa en la sintesis de proteina

Dado que este proceso se lleva a cabo cuando todos los aminodcidos integrantes

de la proteina se encuentran en las cantidades requeridas y en un mismo momento, por lo
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tanto la concentracién de los aminodcidos en la célula se supone forme parte del llamado

mecanismo de activacion de la maquinaria responsable de la sintesis de proteina.

Entonces la presencia o nivel de concentracion de los aminoacidos puede tener
influencia en la sintesis de proteina ya que esta se estimula rdpidamente en los tejidos
después de haberla ingerido, Greiwe et al., (2001) la infusién de leucina en periodos de 2

horas incrementa la fosforilacion de proteinas que intervienen en la sintesis de proteina

2.6.1 EL PAPEL FUNDAMENTAL DE mTOR

En las etapas de sintesis de proteina, participan factores de traduccidon que son
activados o desactivados por alteraciones moleculares y estructurales provocadas por su
fosforilacién, que son reguladas a su vez por el complejo mTOR. Este controla al menos

tres tipos de componentes de la maquinaria de traduccion.

e El primero son las proteinas ribosomales S6, componente del complejo de la sub-
unidad ribosomal 40S y sus quinasas (S6Ks), las cuales son activadas por insulina
mediante reacciones de fosforilacion.

e Elsegundo componente, la sefializacién de mTOR provoca la fosforilacion de la
proteina ligadora 1 (4E-BP1) del factor eucaridtico de iniciacion (elF4E) y su

liberacion del mismo (Hughes et al., 1999), el que una vez liberado se asocia con
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las proteinas elF4G para formar el complejo de factores activos de la traduccién
(Browne y Proud, 2002),
e Tercer componente, mTOR controla las etapas de iniciacién y elongacion de la

traduccién (Wullschleger et al., 2006).

2.6.2 AMINOACIDOS Y mTOR

La disponibilidad de aminodacidos a nivel celular regula la actividad de mTOR.
Estudios en cultivos celulares de mamiferos se observa que disminuye también la tasa de
sintesis de proteina (Gao et al 2002; Hara et al 1998; Kim et al 2002). Efecto que
positivamente se modifica con la readicidon de AA (Fox et al 1998; Hara et al 1998). Lo que

sugiere que los AA tienen un efecto muy marcado en la maquinaria de sintesis de proteina

Sin embargo de todos los aminoacidos adicionados, solamente el cambio en los
niveles de leucina es suficiente para regular el estado de fosforilacién y la actividad de la
via mTOR (Hara et al 1998; Lynch et al 2000). Varios trabajos en roedores y humanos
donde han administrado la ingestion de aminodcidos esenciales y especialmente de
Leucina, reportan un incremento en la sintesis de proteina en musculo esquelético a

través de la activacion de la via mTOR

Pero, exactamente se desconoce como es que los aminodcidos regulan la via de

sefializacion mTOR. Por el momento se ha propuesto que los aminodcidos participan en la
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via mTOR de forma independiente-TSC1/TSC2 (Smith et al 2005) y TSC1/TSC2-
dependiente (Gao et al 2002). Tomando en cuenta que son diversos elementos en esta via

de sefializacién de mTOR los aminodcidos podrian interactuar con otras quinasas

Algunos estudios sugieren que Rheb, juega un papel esencial en la regulacién de la
activacion de mTOR. Este efecto es en respuesta a la presencia de los aminodcidos (Inoki
2003) ademas de la disminucién en la concentraciéon de estos nutrientes. Se observa que
reduce la interaccion entre Rheb y mTOR (Long et al 2005). Esta informacidn hace suponer
que la falta de los aminoacidos en el momento y cantidad necesaria puede detener la

magquinaria de la sintesis de proteina

3  HIPOTESIS

La adicion de leucina a una dieta base trigo adicionada con los tres primeros
aminodacidos limitantes en forma libre, puede afectar la expresién de genes para miosina y

proteinas transportadoras de aminodcidos, y el comportamiento productivo en cerdos
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4 OBIJETIVOS

4.1 GENERAL

Determinar el efecto de la adicidén de leucina a dietas base trigo adicionada con los
tres primeros aminodcidos limitantes en forma libre en la expresién de genes para miosina

y proteinas transportadoras de aminodacidos, y el comportamiento productivo en cerdos

4.2 ESPECIFICOS

Evaluar el comportamiento productivo de cerdos en etapa de crecimiento
alimentados con dietas base trigo y aminodcidos sintéticos comparados con una dieta

tipica

Determinar en cerdos de crecimiento la expresion de mRNA de los genes para
miosina y proteinas transportadoras de aminoacidos alimentados con dietas base trigo y

aminodcidos sintéticos comparados con una dieta tipica

5. MATERIAL Y METODOS

El trabajo se realizo en la Unidad Experimental Porcina en el area Fisiologia y

Metabolismo del Instituto de Ciencias Agricolas de la Universidad Autonoma de Baja
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California. Esta area cuenta con corraletas de metal independientes por animal con
bebedero automatico y comedero de tolva, cuenta ademas con aire acondicionado para
tener temperatura confort de 23 £1°C, el trabajo de campo tuvo una duracién de 21 dias

iniciando el 1 al 21 de Agosto del 2009

5.1 ANIMALES

Se utilizaron 20 cerdos cruzados (Landrace x Hampshire x Duroc), con un peso vivo
inicial de 14.9 + 0.27 kg., distribuidos en cuatro tratamientos con base en su peso inicial,
sexo, edad y camada. Estos animales se alojaron individualmente en corraletas 0.6 X 1.2
m. y tuvieron libre acceso al alimento y al agua de bebida todo el tiempo. Los animales se
pesaron los dias 0, 7, 14, 21, ademas, el consumo de alimento, la conversion alimenticia y

la ganancia diaria de peso también se registré en estos dias

5.2 DIETAS

Se realizaron 4 dietas disefiadas para ver el efecto del aminodcido leucina en la
sintesis de proteina, la primera dieta base se realizo con solo trigo y adicionada con
vitaminas y minerales pretendiendo asi que fuera deficiente solo en Lisina, Treonina y
Metionina que en las dietas base trigo son los primeros Aminoacidos Limitantes , la
segunda dieta se le adiciono los aminoacidos limitantes en forma sintética a la dieta base y

se agrego 0.36% Lis, 0.27% Tre, 0.21% Met, vitaminas y minerales en cantidades
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suficientes para satisfacer los requerimientos para cerdos en crecimiento en el rango de
10 a 20 kg de peso vivo (NRC, 1998). La tercera dieta se formulo similar a la dieta 2
cubriendo los requerimientos y adicionandole el aminodcido L-Leucina y por ultimo una
cuarta dieta a la cual se formulo con la combinacidn de trigo-pasta de soya utilizando el
concepto de proteina ideal esta dieta testigo trigo-pasta de soya, cubriendo el

requerimiento para cerdos de 10-20 kg. de 1.05% de lisina (NRC 1998).

Cuadro 3.- Composicién de las dietas experimentales

. o Dietas
Ingredientes (%) Base LTM LTM+Leu Testigo

Trigo 95.55 95.55 95.55 72.20
Pasta de soya 24.80
L-Lisina HCI 0.88 0.88
L-Treonina 0.27 0.27
DL-Metionina 0.1 0.1
L-Leucina 0.80
Almidon de maiz 2.05 0.80
Carbonato de Ca 1.35 1.35 1.35 1.35
Ortofosfato 0.40 0.40 0.40 1.00
Sal iodada 0.35 0.35 0.35 0.35
Vitaminas y Minerales® 0.20 0.20 0.20 0.20
Antibidtico 0.10 0.10 0.10 0.10
Anidlisis de los nutrientes, %

Proteina Cruda 11.00 11.00 11.00 20.30

Lisina 0.36 1.05 1.05 1.05

! Base trigo con 0.36% Lis; LTM, dieta base mas Lis, Tre y Met; LTM + Leu, como LTM mas
Leu; Testigo, dieta trigo pasta de soya, 1.05% Lis

2 Proporciond por kg de dieta: Vit. A, 17,500 IU; Vit. D, 200 IU; Vit. E, 11 IU; niacina, 12.5
mg; acido pantoténico, 9 mg; folacina 0.3 mg, riboflavina, 3.0 mg; piridoxina, 1.5 mg; vit.
K, 0.5 mg; biotina, 0.5 mg; vit. B1,, 15 mg, Zn, 80 mg; Cu, 5 mg; Fe, 80 mg; Mn, 3 mg; |, 0.14
mg; Se, 0.25 mg.
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5.3 SACRIFICIO Y TOMA DE MUESTRAS

Después de los 21 dias del experimento de campo los cerdos fueron sacrificados,
se tomaron muestras aproximadamente 0.5 g de tejido que se colocaron en tubos de 2 ml
previamente identificados, los partes del cerdo donde se tomo la muestra para los analisis
de laboratorio fueron higado (HIG), las tres porciones del intestino delgado (Duodeno,
yeyuno e ileon) y de los musculos largo dorsal (LD) y semitendinoso (ST), los cuales se

guardaron inmediatamente en nitrégeno liquido y se almacenaron a - 85°C

5.4 ANALISIS DE LABORATORIO

Extraccion del ARN total

La extraccion del ARN, se realizdé mediante la técnica de Trizol Reagent
(Chomczynski and Sacchi, 1987). Se pulverizé aproximadamente 0.1 g de tejido en
nitrégeno liquido, se agregd 1 ml de Trizol y se homogenizd, se prosiguié a centrifugar por
10 min a 10,000 rpm a 4°C y se transfiridé el sobrenadante a un tubo de 2 ml dejando
reposar en hielo por 5 minutos. Para después anadir 0.2 ml de cloroformo, se mezcld y se
dejo reposar por 3 min. Después se centrifugd a 10,000 rpm durante 15 minutos a 4 °C, la
fase acuosa fue transferida a un tubo estéril de 2 ml afiadiendo 0.5 ml isopropanol, se
incubd a temperatura ambiente durante 10 minutos, enseguida se centrifugdé a 10,000
rom a 4 °C. Se removid el sobrenadante para recuperar la pastilla y se le agregd 1 ml de

etanol (100%). Después, se centrifugd a 8,500 rpm a 4 °C, posteriormente se elimind el

35



sobrenadante y se dejé secar la pastilla. La pastilla fue resuspendida con 35 pl de agua
DEPC, por ultimo en una cdmara de electroforesis (BIORAD) se corrié un gel de agarosa al

1.2% para verificar la integridad del ARN

Transcripcidon Reversa (RT)

En un microtubo de 500 pl se colocaron 5 pl de ARN, 6 ul de buffer 5x, 0.75 ul de
DNAsa de 0.1 U/ul (Invitrogen), 18.25 pl de agua tratada con DEPC (agua libre de
DNAsa/ARNsa) en hielo, la reaccion se incubd a temperatura ambiente 15 min y después 5
min a 70 °C en un heat-block, se agregdé a la reaccién 1 ul de random primer con una
concentracién de 0.15 pg/ml (Invitrogen), 1 pul de DNTP’s 10 uM, se incubd a temperatura
ambiente 5 min, después se volvié a colocar en hielo mientras se afadié 2 pl de buffer 5x,
3 ul de DTT 0.1 M, 1 ul de inhibidor de ARNsa 10 U/ul, se homogenizé vy centrifugd (10
seg). A continuacion la reaccidn, se incubd a 42 °C 2 min, se afiadié la enzima transcriptasa
reversa 200 U/ul (RT-Superscript Ill, Invitrogen) y se procedié a incubar a 42 °C por 50 min
y a 70°C durante 15 min, al finalizar la reaccién el ADNc fue guardado a -20°C para

posteriormente realizar PCR y QT-PCR.

Reaccidn en cadena de la polimerasa en punto final
Para determinar la calidad de los RT's y se realizaron con oligos especificos para los
genes en estudio (Cuadro 4), estas reacciones se prepararon adicionando a un microtubo

de 0.2 ml, 1 ul de MgCl, 1 ul DNTP’s 5 ul buffer 5X, 1ul de oligo antisentido y 1 pl de oligo
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sentido, 0.5 yl de enzima ADN polimerasa y 3 ul de cDNA se colocaron en un

termociclador

Cuadro 4.- Oligonucleétidos utilizados para PCR tiempo real

Gen Fragmento Sentido Fragmento Antisentido Tamaiio

CAT-1 (AY371320) GTCGGTTGCAAAGACCATTT GAGCGGTGCTGACAACAGTA 329 Kb
b%* (EF127857) CGGAGAGAGGAUGAGAAGU GCCCGCTGATGATGATGATGA 562 Kb
MIO (MN_001123141) AGAUUUCUGACCUGACUG TCTCCCTCCATCTTCTTC 340 Kb
RIB (AY265350) GGCCTCACTAAACCATCCAA TAGAGGGACAAGTGGCGTTC 295 Kb

Reaccidn en cadena de la polimerasa en tiempo real

El cDNA producto de la técnica RT se cuantificé con la técnica de reaccidn en
cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real (Sambrook and Russell, 2001), para esta
reaccién se disefiaron oligonucledtidos para cada uno de los ARNms (cuadro oligos). Los

MRNA en estudio son:

e Musculo largo dorsal y semitendinoso: Ribosomal 18S (Rib), Miosina (Mio),
transportadores de aminoécidos (CAT1 y b%")
e Yeyuno: Rib, CAT1, y b%*

e Higado: Rib, CAT1, b%".

El equipo empleado para los analisis de PCR cuantitativo fue un Cromo 4 (Bio Rad)
adaptado a un termociclador ADN Engine (Bio Rad) y el software utilizado para el anélisis
de resultados fue MJ Opticom Monitor, version 3.1. La metodologia a seguir fue en un

espectrofotdémetro se realizo la lectura a 260 nm para determinar la concentracion de los
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cDNA obtenidos mediante el procedimiento de retrotranscripcion. Una vez determinado
los valores de concentraciéon obtenidos se realizaron diluciones de los cDNA para

homogeneizarlos a una concentracion de 50 ng de cDNA/ul.

Para las reacciones de PCR cuantitativo se emplearon 50 ng de ADNc;
oligonucleétidos especificos; a una concentracién final de 0.10 uM de cada uno; se
agregaron 12.5 pl de SYBR Green Supermix (MaximaTM SYBR Green/Rox qPCR Master Mx
2X, fermentas), esta mezcla contiene a la enzima ADN polimerasa, un buffer con MgCl y
SYBR-Green; la reaccion fue completada para un volumen total de 25 pl con agua libre de
nucleasas tratada con DEPC. Las temperaturas de alineacién para la amplificacién de los

fragmentos de los mRNA fueron de 56°C y se realizaron con 45 ciclos de amplificacion.

Cada uno de las pruebas de PCR cuantitativo se agrupd los RNA mensajeros del
mismo tejido y del mismo gen, asi también un testigo que es un gen constitutivo que fue

ribosomal 18S.

5.5 ANALISIS ESTADISTICO

Para analizar los datos del experimento de comportamiento productivo se utilizo

un disefo de bloques completos al azar (Steel y torrie 1988) y la razén de bloqueo fue

peso inicial, el analisis de las medias fue con contrastes ortogonales
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Modelo: Yij = p + Ti + Bj + &ij

Donde:

Yij = Variable dependiente.

U = Media poblacional.

Ti = Efecto del i-ésimo tratamiento.
Bj = Efecto del i-ésimo bloque.

€ij = Error experimental.

Supuestos del modelo: Los errores se distribuyen ~ NI (0, 02).

6 RESULTADOS Y DISCUSION

La disponibilidad intracelular de AA catidnicos (Lys y Arg) es bien conocida para regular la
tasa y la eficiencia de crecimiento animal a través de la regulacion de sintesis de proteina.,
(Kim et al 2002). Esto es porque Lys es generalmente aceptado como el primer AA
limitante en la mayoria de ingredientes para la alimentacién de cerdos, mientras que Arg
es limitante en cerdos neonatales (Wu et al., 2004). Seguin Anthony et al. (2004), una
deficiencia en uno o mas de los AAs esenciales deprimen la sintesis de proteina en la
etapa de iniciacion en la traduccion del mRNA. Asi, hay que asegurar que todos los AAs
sean suministrados en cantidades suficientes para el crecimiento potencial de los cerdos.
También, es importante reconocer a los AAs que compiten entre ellos para la absorcién de

AA a nivel celular (Hagihira et al., 1961), y que la toma de AAs neutros puede afectar la

39



absorcion de AAs (Broer, 2008). Por consiguiente, el nivel en la dieta AAs neutros y
cationicos asi como también la abundancia y la actividad de transportadores de AA se

espera que afecte la disponibilidad de AA para sintesis de proteina.

6.1 COMPORTAMIENTO PRODUCTIVO

Los resultados del comportamiento productivo se muestran en el Cuadro 5, La
adicion de Lis, Tre y Met a la dieta base incrementdé (P<0.001) la GDP, CA y CDA
comparada con la dieta base. Este resultado era esperado debido a que la dieta base se
formuld para que fuera deficiente en los tres primeros aminoacidos limitante, Lys, Tre y
Met. Sin embargo, la inclusién adicional de Leu a la dieta base enriquecida con los tres
aminodcidos limitantes redujo la GDP (P = 0.001) y CDA (P = 0.007), en comparacién con lo
observada en los cerdos que recibieron la misma dieta sin Leu; la CA no se afecté por la
inclusidon de Leu (P = 0.734). Se esperaba que la adicién de Leu provocara un incremento
significativo en GDP dado que existen diversos trabajos que sefalan que la ingestion de
leucina activaria la maquinaria reguladora de sintesis de proteina (Drummond et al 2008).
La falta de efecto de Leu puede atribuirse a que la adicién de Leu pude afectar la
disponibilidad de lle y Val debido a que estas eran marginales en la dieta base y a la
competencia que existe entre los AA de cadena ramificada por el mismo sistema de

absorcion (Haghira et al., 1961).

Estos resultados coinciden con Méndez et al., (2009), quienes también observaron

una reduccion en la ganancia de peso al incrementar el nivel de leucina en dietas
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elaboradas con base en trigo, suplementada con los tres primeros AA limitantes para
cerdos en la misma etapa. En contraste, Suryawan, et al. (2008) Encontraron que al
incrementar niveles de leucina en cerdos neonatos incrementaba la sintesis de proteina,
pero, es importante hacer notar que a diferencia de Méndez, et al., (2009), los primeros
hicieron infusiones de leucina directamente en sangre de lechones de 7 dias de edad
alimentados con leche materna y bajo condiciones de manejo y alimentacion distintas a

las que ocurren en la practica.

En los cerdos alimentados con la dieta base adicionada con Lis, Tre, Met
comparada con la testigo no se observa una diferencia significativa tanto para GDP, CDA 'y
CA. Esta respuesta coincide con la obtenida por Barrera et al. (2004), quienes concluyeron
que en dietas formuladas con trigo se puede sustituir el 100% de la pasta de soya con Lis,
Tre y Met libre

Cuadro 5.- Ganancia diaria de peso (GDP), consumo de alimento (CDA) y conversion
alimenticia (CA) de cerdos en crecimiento alimentados con las dietas experimentales.

Dietas® Contrastes®, p =
ltem Base +LTM +LTM+L Testigo E.E. Cy G Cs
GDP, kg/d 0.25 0.80 0.64 0.73 0.026 <0.001 <0.001 0.094
CDA, kg/d 0.75 1.20 0.98 1.08 0.048 <0.001 0.007 0.105
CA 3.02 1.51 1.55 1.49 0.083 <0.001 0.733 0.835

® Base, trigo, 11.0% PC, 0.36% Lis, 0.37% Tre, 0.21% Met; LTM, Base mas 0.70% Lis, 0.27% Tre, and 0.10%
Met; LTM+L, como en LTM mas 0.80% Leu; Testigo, dieta trigo-pasta de soya con 1.05% Lis.
® Contrastes: C,, Base vs. LTM; C,, LTM vs. LTM+L; C3, LTM vs. Testigo.
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6.2 EXPRESION RELATIVA DE ARNM PARA b%"Y CAT-1

En el cuadro 6 se presenta el resultado de la expresion del ARNm para el gen b%*

en intestino delgado (yeyuno). Se observé el incremento (P = 0.019) en la expresion del

gen por efecto de la adicion de Lisina, Treonina y Metionina (LTM) a la dieta base.

Ademads, se observa una reduccion marcada (P =

0.031) en la expresidon de este

transportador por efecto de adicionar leucina a la dieta LMT. Asimismo, se observd un

decremento (P = 0.006) en la expresion de b®* en los cerdos que recibieron la dieta, en

comparacion con los de la dieta base adicionada con LMT.

Cuadro 6.- Expresion del gen de la proteina transportadora de aminoécidos b®* en

intestino delgado (Yeyuno)

Dietas® Contrastes®, p =
Base +LTM +LTM+L Testigo E.E. Ci ) Cs
b0,+
Yeyuno 4.50 20.79 6.06 0.49 6.02 0.019 0.031 0.006
CAT-1
Yeyuno 0.2849 0.0072 0.0734 0.1887 0.0611 0.0007 0.2997 0.0117
MST © 0.0763 0.2671 0.3389 0.0139 0.1356 0.1848 0.6065 0.0865
MLD 0.0751 1.1531 0.3192 0.3997 0.1842 0.0001 0.0007 0.0015

® Base, trigo, 11.0% PC, 0.36% Lis, 0.37% Tre, 0.21% Met; LTM, Base mas 0.70% Lis, 0.27% Tre, and 0.10%
Met; LTM+L, como en LTM mas 0.80% Leu; Testigo, dieta trigo-pasta de soya con 1.05% Lis.

® Contrastes: C,, Base vs. LTM; C,, LTM vs. LTM+L; C5, LTM vs. Testigo.

© Contrastes adicionales: C;, Base vs. LTM+L (P = 0.077); C,, LTM+L vs. Testigo (P = 0.034).
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Los resultados indican que al adicionar a la dieta base, los tres primeros
aminoacidos limitantes existe un incremento del 461% en el transportador b%", en
concordancia con Mourad (2009) quien observo que la cantidad de AA influye en la mayor
absorcién. Entonces, posiblemente la mayor cantidad de sustrato disponible en la dieta
con aminodacidos sintéticos provoca la necesidad de mayor numero de proteinas

transportadoras a nivel intestinal

Por otra parte en los datos se observa un efecto negativo en la expresion de b
cuando se le adiciono leucina a la dieta LMT, Broer (2008) indica que la absorcion de Lys
en células epiteliales es fuertemente estimulada por Leu este transportador antiporte
media la absorcién de AA catidnicos acoplado con el flujo de AA neutros. Por tanto la
proporcidon de Lys:Leu se vuelve critica cuando hay una reduccién en el contenido proteico
y la suplementacién de Lys libre. Ademas, y de acuerdo con un estudio (Guay et al 2006)
en el cual se observa que al reducir el porcentaje de proteina cruda en la dieta, la
concentracion de AA en plasma sanguineo aumenta. Entonces la célula al no utilizar los AA

circulantes, posiblemente la sintesis de transportadores de aminoacidos decrece

Al comparar la dieta LMT vs PC existe una marcada disminucion en la expresién de
este gen, estos datos concuerdan con los publicados por Dave et al (2004). Quien realizd
un estudio en ratones y obtuvo una baja expresion en yeyuno, posiblemente por la baja
disponibilidad de los sustratos en esa regiéon. Aunque también, el efecto podria ser dado

ya que el organismo de los seres vivos es extremadamente eficiente y al estar la mayoria
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de los aminodcidos en exceso en la dieta no es necesario que se produzca gran cantidad
transportadores para ingresar aminodacidos al torrente sanguineo y asi abastecer a la

célula

En el cuadro 6 también se muestran los resultados de CAT-1 en MST y MLD. . La
variacion entre los valores de expresion de este transportador, dentro del tratamiento
LTM fue extraordinariamente elevada, lo cual impidié realizar comparaciones utiles entre
los efectos de éste con los del resto de los tratamientos. Por tanto, y sélo para este caso,
se contrastd ademas el efecto de la dieta LTM+L contra los efectos individuales de las
dietas base (LTM+L vs. Base) y testigo (LTM+L vs. Testigo). Asi, la adicidn de Lis, Tre, Met y
Leu a la dieta base incrementé (P = 0.077) la expresion de CAT-1; pero, cuando se
comparo el efecto de la adicion de los AA libres con el de la dieta testigo, la expresidon de
este transportador se redujo de manera sustancial (P = 0.034). Por otra parte, con
respecto al MLD, se observa que la adicidon de LMT a la dieta base incrementa la expresién
de CAT-1 (P < 0.001). Sin embargo, la inclusién adicional de leucina a la dieta base mas
LTM redujo su expresiéon (P < 0.001). Asimismo, la expresién de este gen fue menor en los

cerdos que recibieron la dieta testigo, en comparacion con los de la dieta LTM (P = 0.002).

La literatura indica que CAT-1 no es muy comun en células epiteliales, pero la
expresion podria estar ubicada en la parte basolateral de la membrana (Vekony et al.,
2001). Asi que, en el presente estudio se aislé6 el RNAm de CAT-1. Por tanto, los resultados

cuantitativos indican que la expresion del RNAm de CAT-1 aumenta significativamente en
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la dieta deficiente de AA sintéticos en comparacién con la dieta que provee cantidades
suficientes en los mismos AA. En concordancia con Fernandez et al (2002) quienes
reportan que la expresién aumenta en condiciones en deficiencia de AA. También, Wilson
y Webb, (1990) indican que este transportador tiene mayor afinidad con AA catidnicos es
decir con Lys en células epiteliales en yeyuno e ileon. Entonces, el aumento en la

expresion del gen podria deberse a la deficiente de Lys en la dieta base

Asimismo, se observa un aumento en la expresion del gen CAT-1 en los cerdos con
la dieta testigo, con respecto a la adicionada con LMT. Lo cual coincide con lo publicado
por Liao et al (2008). Estos autores cuantificaron la expresiéon del mismo RNAm, y
reportaron un aumento significativo en la expresion tanto por efecto de la etapa
productiva y en la porcidn intestinal en ganado bovino y obtuvieron la mayor expresion en
la etapa de crecimiento y yeyuno. Por tanto, el incremento en la expresion de este gen

podria ser atribuido a diferencias en la etapa productiva y el tipo de dieta estudiadas

Por otra parte en MLD, se observa que al comparar la dieta LMT con PC hay una
reduccion en la expresidon de este gen. En contraste, en un trabajo realizado con pollos
(broilers), se reporta un incremento en la expresidén de este gen en el musculo pectoralis
(pechuga) cuando los animales fueron alimentados con una dieta tipica (Humphrey et al.
2004); entonces, CAT-1 es el principal transportador en el cuerpo para Lisina, Arginina y

Ornitina. Por tanto, estos datos posiblemente indican que la célula modifica su actividad
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biosintética para incrementar la absorcidn de este AA, que es el primer limitante para el

crecimiento y sintesis de proteina muscular en esas dietas para los pollos.

En este estudio la expresién de CAT-1 en yeyuno y MLD no se afecto por ningin AA
adicionado. Pero, la adicién de Lys y Leu afectaron diferente la expresion de CAT-1 en
MST. No es muy claro como Lys reduce y Leu incrementa la expresiéon de este
transportador, en general en este estudio los resultados obtenidos muestran la gran
complejidad que existe en la absorcion de los AA aminodcidos por las células.
Aparentemente, ya que los AA de la dieta pasan por el higado y su potencial para su
desaminacion en este u otros drganos podrian modificar la concentracion de algunos AA, y
esto podrian explicar parcialmente las diferencias en la expresion de los transportadores

de AA tanto en intestino como en las células musculares

6.3 EXPRESION RELATIVA DEL GEN MIOSINA

En el cuadro 7 se muestran los resultados de la expresién de miosina en musculo
semitendinoso y largo dorsal. Respecto a MST hay un incremento (P<0.001) al comparar la
dieta base con la dieta LMT. Pero se observa una reduccién (P<0.0001) al adicionar
leucina. También se observa una reduccién (P<0.0001) en la expresiéon al comparar la
dieta LTM contra la dieta testigo. Por otra parte en el MLD no se observo efecto en la
expresion de miosina debido a la adicidn de los primeros tres aminoacidos limitantes (P =
0.860) ni a la dieta testigo (P = 0.843). La adicion de leucina a la dieta base con LTM
incrementd (P = 0.003) la expresidon de miosina. Sin embargo, cuando se comparé la
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expresion de miosina en los cerdos que recibieron la dieta adicionada con LMT+Leu, con
los de la dieta base y Testigo se observaron valores sustancialmente mayores (P = 0.002)
en los primeros

Cuadro 7.- Expresion del gen de la proteina miosina (MYO) en musculo semitendinoso
(MST) y musculo largo dorsal (MLD)

Dietas ° Contrastes ®, p =
Item Base +LTM +LTM+L Testigo E.E. C, C Cs
MST 2.9686 5.5208 0.0359 0.2924 0.555 0.0006 0.0001 0.0001
MLD € 0.086 0.662 12.431 0.016 3.2017 0.8602 0.0032 0.8433

® Base, trigo, 11.0% PC, 0.36% Lis, 0.37% Tre, 0.21% Met; LTM, Base mds 0.70% Lis, 0.27% Tre, and 0.10%
Met; LTM+L, como en LTM mas 0.80% Leu; Testigo, dieta trigo-pasta de soya con 1.05% Lis.

® Contrastes: C,, Base vs. LTM; C,, LTM vs. LTM+L; C3, LTM vs. Testigo.

© Contrastes adicionales: Cy, Base vs. LTM+L (P = 0.002); C,, LTM+L vs. Testigo (P = 0.002).

En los resultados del MST se observa un efecto positivo en la sintesis de proteina
muscular al adicionar de Lys, Tre y Met. En este estudio la dieta base se formulo
arbitrariamente que fuera deficiente en los primeros tres aminodcidos limitantes. Por lo
tanto, era de esperarse una disminucién en la sintesis del RNAm. En concordancia con
Cervantes (2003) que sefiala cuando los cerdos se han alimentado con dietas base trigo, se
ha logrado eliminar totalmente la pasta de soya en la dieta sin afectar su respuesta
productiva a la de animales que reciben dietas con niveles superiores de proteina cruda.
Entonces, podria ser que una disminucién en la concentracion de AA limitantes a nivel

celular afecta negativamente la expresién del RNAm de miosina
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También, los resultados indican que en musculo semitendinoso hay una reduccién
en la sintesis de proteina al adicionar leucina en la dieta base adicionada con Lys, Tre y
Met, en contraste diversos trabajos (Sreekumaran y Short, 2005; Drummond et al., 2008)
reportan incremento en la sintesis de proteina, posiblemente esta diferencia se debe a
que los estudios son realizados en humanos y ratas ademas de realizarse en condiciones
diferentes al realizado en este experimento. Ademas, en la dieta con AA sinteticos Leu
podria competir con valina o isoleucina por el transportador ya que comparten
transportador por su estructura quimica semejante, lo que convertiria marginal a uno de

estos AA

Ademas, en MST se observa en los resultados un decremento en la expresién de
miosina en la dieta PC al compararla con LMT. Sin embargo, no existe diferencia en la
ganancia diaria de peso. Un estudio revelo una mayor digestibilidad de AA en dietas base
trigo obteniendo un consumo de lisina, metionina y treonina en trigo que fue de 42.9,
16.7 y 10.5% superior que en sorgo, y 11.1, 10.5 y 2.4% que en maiz (Araiza et al 2003),
Entonces, la mayor sintesis de miosina podria deberse a que la célula absorbié del medio
exterior una mayor concentracién de AA limitantes en la dieta LMT debido a su mejor
digestibilidad y por lo tanto pudo aumentar su utilizacion que los animales alimentados

con una dieta tipica

En lo que respecta a MLD los resultados indican un efecto positivo por la adicién de

leucina a la dieta LMT. En concordancia con diversos estudios (Anthony et a/ 2000; Lynch
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2001), los cuales sefialan que existe evidencia que leucina por si sola promueve la sintesis
de proteina muscular a través de la via mTOR. Aunque todavia no se sabe con exactitud el
mecanismo por el cual leucina promueve la sintesis de proteina muscular en esta
compleja via de sefializacién. Aunque, se observo un efecto negativo en la GDP al

adicionar Leu a la dieta LMT
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7 CONCLUSION

Existe una disminucion de un 26% en GDP con la adicidon de Leu a la dieta baja en
PC adicionada con LMT+leucina, y a nivel celular con la expresion de los genes
relacionados con la sintesis de proteina en las dietas adicionada con LMT+leucina. Esto se
debe a que leucina interactué con isoleucina y valina, ya que estos contienen una
estructura quimica semejante y por lo tanto compiten por el transporte en el epitelio

intestinal o para pasar la membrana celular, reduciendo asi la sintesis de proteina.
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