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Generalidades

La alimentacidn representa en promedio 75% del costo total de produccion el
ganado porcino. Recientemente, este costo se ha incrementado ain mas por la competencia
en el uso de sus insumos para la produccion de fuentes energéticas renovable como
biodiesel, asi como también para el consumo humano. Esto provoca un aumento en el
precio de ingredientes que son normalmente empleados en las dietas para cerdos. Las dietas
tipicas para cerdos se componen de la combinacion de cereal y pasta de soya, las cuales en
la practica son formuladas bajo dos objetivos. El primero, que contengan la cantidad
adecuada de proteina cruda segun los requerimientos nutrimentales para el maximo
crecimiento por etapa productiva (NRC 2012), el segundo objetivo es cubrir las
necesidades del primer aminoacido limitante que es Lisina. Sin embargo, es comdn que se
provoque un desequilibrio debido a la composicion de aminoacidos (AA) de esos
ingredientes, y en consecuencia, se exceda el contenido de todos los demas AA en la dieta

(Cervantes et al., 2009; Lewis, 2001).

Un alimento balanceado debe cubrir los requerimientos energéticos, de minerales y
vitaminas, pero ademas las cantidades adecuadas de los AA que son necesarios para el
crecimiento oOptimo del animal; obteniendo asi la mayor eficiencia productiva. En
consecuencia, este tipo de dietas también contribuyen a reducir el impacto negativo de la
produccion en la contaminacion ambiental, mediante una reduccion en la excrecion de
nitrégeno derivado de dietas cuyo balance de aminoacidos no es el adecuado. La estrategia
para conseguir ambos propositos consiste en disefiar programas de alimentacion con dietas
que provean los nutrientes que el animal necesita pero sin excesos, es decir, con el balance

optimo de AA, resultando en una mejor utilizacion de los recursos y en la rentabilidad de




la explotacion porcicola. Para lograr el objetivo se pueden formular dietas bajas en
proteina, suplementadas con AA libres (AAL). Los AA libres o cristalinos se pueden
emplear en las dietas para cerdos gracias a que ya estan disponibles en el mercado a precios
competitivos, y a que no afectan el comportamiento productivo de los cerdos al compararla

con dietas tipicas (Barrera et al., 2004).

Utilizando estas alternativas de alimentacién se puede reducir la proteina cruda
hasta en un 11.1% suplementadas con AAL como lisina (Lis), treonina (Tre) y metionina
(Met). Esta alternativa disminuye significativamente la inclusion de ingredientes proteicos
tipicos, como la pasta de soya, en la formulacion de dietas. Esto permite implementar
dietas para cerdos con un perfil adecuado de AA, lo cual es determinante para la
produccion; ya que ademas de ser unidades de construccion de proteinas (Sreekumaran y
Short, 2005), se le reconocen varias funciones metabdlicas (Fan et al 2008) neuromediador
(Le Floc’h et al 2011), precursor de 6xido nitrico (Wu et al., 2009), histamina (Noor et al.,
2010) asi como también una participacién en la activacion de la sintesis de proteina global

(Davis et al., 2008).

Los AA de cadena ramificada, leucina (Leu), isoleucina (Iso) y valina (Val), han
demostrado tener la capacidad de estimular la sintesis de proteina (Fox et al. 1998;
Anthony et al. 2000). De estos tres AA, Leu es el que ha demostrado una mayor capacidad
para estimular de la sintesis de proteina en ratas (Anthony et al. 2000), y otras especies
(CITA). Otros trabajos también sefialan la participacién de este AA para regular el

mecanismo de sintesis de proteina corporal global (Han et al 2012).




Sin embargo las tasas de absorcion de cada AA en plasma son asociados con el
nivel de su inclusion de AA sintéticos a las dietas bajas en proteina (disponibilidad),
pudiendo tener un desbalance en las concentraciones optimas y dando como resultado una
reduccion en la utilizacion de AA por el organismo, particularmente por el tejido muscular
(Guay y Trottier, 2006). Desafortunadamente, existe informacion muy limitada sobre las

relaciones y cantidades adecuadas de los AA en las dietas para cerdos en crecimiento.

Por lo antes mencionado, es necesario el conocer el efecto que tendran las dietas que
se le proporcionan a los animales, no solo a nivel de campo, sino también utilizar las
herramientas con las que se cuenta para conocer que sucede a nivel celular y de esta manera
mejorar la produccion. No existen reportes a nivel molecular que muestren que el efecto de
los aminoécidos asociados con la activacion de la maquinaria de sintesis de proteina por
dietas base-trigo adicionadas con los principales aminoacidos esenciales en forma libre. En
este documento se presentan resultados de dos estudios en los que se evalud el efecto de
adicionar aminoacidos en forma libre en la dieta en el comportamiento productivo,
concentracion sérica y la expresion de algunos genes relacionados con la absorcién de

nutrientes y la sintesis de proteina en cerdos.




Capitulo 1.

Expresion de genes, concentracion sérica de aminoacidos y comportamiento de cerdos

alimentados con diferentes relaciones leucina: lisina en la dieta.

1.1 Resumen: Se realizO un experimento con 96 cerdos (28.1 + 0.83 kg peso corporal
inicial) para analizar el efecto de la relacién Leu: Lis de la dieta en la expresion de
transportadores de aminoacidos (AA) b®* and CAT-1 en yeyuno, higado y dos musculos,
miosina en masculos, y para estimar la relacion éptima de Leu: Lis digestible ileal
estandarizada (DIE) para velocidad y eficiencia de crecimiento. Cada tratamiento tenia
ocho repeticiones. Se formuld una dieta con trigo y salvado de trigo para cubrir los
requerimientos de AA DIE, excepto por Leu (0.70%) y Lis (0.80%). L-Leu se adiciono a la
dieta base para crear 5 relaciones de Leu: Lis DIE (88, 100, 120, 140 y 160% en dietas 1 a
5). Se colectaron muestras de tejido de ocho cerdos tomados de los tratamientos 88, 120
and 160% Leu: Lis DIE para analizar la expresion relativa de b®*, CAT-1, y miosina. La
expresion de b®* en yeyuno fue mayor, pero en higado fue menor en cerdos con la relacién
120%, que aquellos con las relaciones 88 o 160%; la expresién de miosina en MLD
también fue superior en cerdos del 120% (P < 0.05). CAT-1 fue inferior en yeyuno y
Longissimus de cerdos con las relaciones 120 6 160% que en cerdos del grupo 88%. La
concentracion sérica de la mayoria de AA disminuyd con el exceso de Leu en la dieta (P <
0.05). La DIE Leu: Lis de 104 y 109% optimiza la ganancia de peso y la conversion
alimenticia, respectivamente. Estos resultados muestran que la relacion Leu: Lis afecta la
expresion de genes que codifican los transportadores de AA y miosina, la disponibilidad de

Lis y la tasa y eficiencia de crecimiento en cerdos.

Palabras claves: Cerdos; Relacion Leu: Lis; Expresion de genes; Aminoacidos en suero
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1.2 Introduccion

Leucina (Leu) es considerado como un aminoacido (AA) funcional debido a que
estimula la sintesis de proteina en masculo esquelético mediante la activacion del blanco de
la rapamicina en mamiferos (MTOR) y el incremento en la tasa de traduccion de ARNm
para proteinas globales (Anthony et al., 2000). Leu estimula de manera aguda la sintesis de
proteina mediante el control de la activacion de mTOR y los componentes del inicio de la
traduccidn en cerditos ayunados (Suryawan et al., 2011), pero solamente cuando los demas
AA se proveen en cantidades suficientes para mantener niveles de aminocidemia apropiada
(Wilson et al., 2010). Leu también est4 involucrado en el mecanismo de absorcion de AA
cationicos (Broer, 2008), lo cual puede afectar la disponibilidad de lisina (Lis) para la
sintesis de proteina. Lis se transporta a través de la membrana apical y basolateral del
enterocito mediante los transportadores b%* y CAT-1, respectivamente (Majumder et al.,
2009). El sistema b%*, el cual intercambio Leu por Lis (Torras-Llort et al., 2001) es el
transportador mas importante de Lis en el intestino delgado por lo que la absorcién de Lis
por b%* est4 acoplada a la salida de Leu del enterocito (Pineda et al., 2004). Pero un exceso
en el nivel de Leu en la dieta parece reducir la disponibilidad de Lis al disminuir la
expresion del transportador b®* (Garcia-Villalobos et al., 2012). Estos reportes muestran
que a) Leu estimula la sintesis de proteina muscular en cerdos, b) esta estimulacién es
dependiente de la disponibilidad de AA, pero c) el exceso de Leu puede afectar la absorcion
de Lis. Debido a que las dietas tipicas para cerdos formuladas para cubrir el requerimiento
de Lis (primer limitante) contienen excesos de Leu, la relacion de Leu: Lis en la dietas es
uno de los aspectos mas criticos en su alimentacion. La literatura publicada relacionada

con la relacién 6ptima de Leu: Lis DIE para cerdos es limitada, aunque relaciones con base
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en valores de digestibilidad verdadera de 100% (Chung and Baker, 1992; Augspurger and
Baker, 2004) a 110 % (Wang and Fuller, 1989) son reportadas como adecuadas para cerdos
de 10- y 20-30 kg, respectivamente, usando variables de comportamiento y balance de
nitrogeno como indicadores. Estos valores se determinaron antes de que se identificara la
interaccion entre Lis y Leu por la absorcién de Lis, ademéas del efecto de Leu en el control
de la sintesis de proteina muscular. El entendimiento del mecanismo por el cual la relacion
Leu: Lis afecta la disponibilidad de AA puede contribuir a evitar potenciales interacciones
negativas entre ambos AA y a mejorar la sintesis de proteina muscular. Nosotros
especulamos que la relacion Leu: Lis afecta la disponibilidad de AA y la sintesis de
proteina muscular, la cual puede afectar a su vez la tasa y eficiencia del crecimiento de
cerdos, pero la informacién disponible relacionada con este aspecto es aun limitada. Lisina,
treonina, metionina, triptéfano y valina se encuentra actualmente disponibles en forma
cristalina (libre) y pueden incluirse en las dietas para eliminar excesos de algunos AA como
Leu cuando solo se utiliza un cereal y pasta de soya en la dieta. Debido a que miosina es la
proteina muscular mas abundante (Czerwinski and Martin, 1994), su expresion puede
usarse como indicador de la sintesis de proteina en cerdos. El objetivo del presente estudio
fue analizar el efecto de diferentes relaciones Leu: Lis en la expresion de transportadores de
AA catiénicos AA b%" y CAT-1 en yeyuno, higado, los musculos Longissimus (LD) y
Semitendinosus (ST), la expresion de miosina en LD y ST, y la concentracion sérica (CS)
de AA como indicador de la disponibilidad de AA. Ademas, se estimo la relacion dptima
de Leu: Lis DIE para maximizar la tasa de crecimiento y eficiencia alimenticia de cerdos en

crecimiento.
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1.3 Materiales y metodos

1.3.1 Animales y alojamiento

Los cerdos se manejaron siguiendo las especificaciones para la produccion, cuidado
y uso de los animales de laboratorio (NOM-062-Z00-1999,2001). Se utilizaron 96 cerdos
cruzados (Landrace x Duroc; 28.1 = 0.83 kg de peso inicial) distribuidos al azar en cuatro
tratamientos con base en peso inicial, sexo, y camada, con seis repeticiones cada uno. El
experimento se condujo en dos periodos. En cada periodo hubo dos cerdos por corraleta (un
macho y una hembra) Yy cuatro repeticiones por tratamiento. Estos se alojaron en corraletas
elevadas con piso de malla metalica (1.2 m ancho, 1.2 m largo) equipadas con comederos
automaticos de acero inoxidable y bebederos de tipo chupdn. Los cerdos se asignaron al
azar a una de las dietas cuidando que no hubiera cerdos de la misma camada en un mismo
tratamiento. El alimento y agua se ofrecieron a libre acceso. Los cerdos se pesaron cada 7
dias para calcular la ganancia diaria de peso (GDP). El consumo de alimento (CDA) y la
conversion alimenticia (CA) también se midieron con esa frecuencia. ElI peso vivo

promedio de los cerdos al final del experimento fue de 41.6 £ 0.95 kg.

1.3.2 Dietas

Se formularon cinco dietas experimentales (Cuadro 1) con base en trigo y gluten de
maiz usando el contenido analizado de AA vy los coeficientes publicados de DIE
(AminoDat® 4.0) para cubrir los requerimientos de AA de cerdos en crecimiento, excepto
por Leu y Lis (NRC, 1998) complementadas con AA libres, vitaminas y minerales. Los
tratamientos 1 a 5 fueron las dietas con las relaciones de Leu: Lis DIE siguientes: 88, 100,

120, 140, y 160%. Estas relaciones se obtuvieron mediante la adicion de diferentes niveles
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de gluten de maiz and Leu libre a las dietas. El gluten de maiz contiene hasta 10-veces mas
Leu que el trigo; a su vez, el trigo es uno de los pocos ingredientes cuyo contenido de Leu
es inferior al requerimiento de cerdos en crecimiento. El contenido de Lis en la dieta se
ajusto a 0.80% DIE, el cual corresponde aproximadamente a 92% del requerimiento de Lis
para el genotipo de los cerdos empleados en este estudio (NRC, 1998). Por tanto, Leu fue el
primer AA limitante y Lis fue el segundo en la dieta base para evitar sub-estimacion de la
relacion Leu: Lis. Se adiciond0 metionina, treonina, triptéfano, isoleucina, valina,
fenilalanina e histidina a todas las dietas para exceder (7%) la relacion de cada AA con
respecto a Lis (0.85% con base en DIE). Se evitaron excesos de isoleucina y valina, pero se
incluyeron niveles suficientes de estos AA en forma libre para eliminar cualquier efecto
potencial de la interaccion entre estos AA y Leu. El contenido de energia neta (EN) fue
similar entre las dietas (Cuadro 2). El contenido de aminoacidos en los ingredientes
alimenticios, dietas y suero se analiz6 por Evonik Industries (Hanau-Wolfang, Germany;

Llames and Fontaine, 1994).

1.3.3 Recoleccion de tejidos

Cuatro cerdos de cada uno de los tratamientos 1, 3, y 5 (relaciones Leu: Lis, 88,
120, 160%) se ayunaron durante la noche por 9 horas al final del estudio; posteriormente, a
cada cerdo se le permitié consumir 650 g de alimento. Enseguida, 2.5 horas después de esta
alimentacion, los cerdos se sacrificaron previo aturdimiento con descarga eléctrica y se
desangraron para colectar muestras de mucosa de intestino delgado (yeyuno), higado y los
musculos LD y ST. Las muestras de mucosa intestinal (obtenidas mediante raspado del
yeyuno medio), higado, MLD y MST (aproximadamente 0.5 to 1.0 g) se colectaron en

micro tubos de 2 ml y se congelaron inmediatamente en nitrégeno liquido. También se
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recolectaron muestras de sangre de la arteria car6tida (10 ml) para analizar la concentracion

sérica (CS) de AA libres. Todas las muestras se almacenaron a -82°C hasta su analisis.

Cuadro 1. Composicion de las dietas experimentales (%, base humeda).

Dieta 1 2 3 4 5

Relacion Leu: Lis DIE, (%)

Ingredientes, % 88 100 120 140 160
Trigo 80.26 80.26 80 78 79.52
Salvado de trigo 12 12 11.18 1141 10
Almidon de maiz 3 2.9 3 3 3
Gluten de maiz - - 2.5 35 35
Fosfato di-célcico 0.35 0.35 0.25 0.36 0.37
Aceite de soya 0.94 0.94 - 0.64 0.36
Piedra caliza 1.33 1.33 1.36 1.32 1.31
Sal 0.27 0.27 0.27 0.27 0.27
Pre-mezcla de vit. y min.* 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
L-Lisina - HCI 0.65 0.65 0.63 0.62 0.62
L-Leucina - 0.1 0.011 0.1 0.257
L-Treonina 0.32 0.32 0.26 0.25 0.25
DL-Metionina 0.16 0.16 0.11 0.1 0.1
L-Triptofano 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05
L-Isoleucina 0.16 0.16 0.1 0.1 0.1
L-Valina 0.18 0.18 0.12 0.1 0.1
L-Fenilalanina 0.09 0.09 0.01 - -
L-Histidina 0.04 0.04 0.02 0.01 0.01

* Adicionada por kg de dieta: vitamina A, 4800 IU; vitamina D3, 800 IU; vitamina E, 4.8 IU;
vitamina K3, 1.6 mg; riboflavina, 4 mg; D-acido pantoténico, 7.2 mg; niacina, 16 mg; vitamina B12,
12.8 mg; Zn, 64 mg; Fe, 64 mg; Cu, 4 mg; Mn, 4 mg; I, 0.36 mg; Se, 0.13 mg.
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Cuadro 2. Composicion de nutrientes de las dietas experimentales (%, base hUmeda).

Relacion Leu: Lis DIE, (%)

88 100 120 140 160
EN calculada, cantidad de Ca, y P disponible
EN (MJ/kg) 10.4+ 10.39 10.3 10.34 10.36
Total Ca, % 0.61 0.61 0.6 0.61 0.61
P disponible, % 0.23 0.23 0.23 0.25 0.23
Cantidad PC y contenido de AA totales, %
PC 13.92 14.03 15.19 15.63 15.99
Arginina 0.65 0.64 0.7 0.69 0.7
Histidina 0.35 0.35 0.37 0.36 0.36
Isoleucina 0.57 0.55 0.59 0.6 0.61
Leucina 0.84 0.92 1.12 1.3 1.48
Lisina 0.84 0.84 0.87 0.86 0.9
Metionina 0.34 0.32 0.33 0.33 0.34
Fenilalanina 0.65 0.64 0.68 0.7 0.7
Treonina 0.66 0.6 0.66 0.62 0.63
Tript6fano 0.2 0.21 0.2 0.21 0.21
Valina 0.72 0.69 0.74 0.72 0.74
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1.3.4 Purificacion y extraccién de RNA total

Las muestras de mucosa de yeyuno, higado, MLD y MST se procesaron para extraer
RNA total usando Trizol (Invitrogen, Corp., Carlsbad, CA, USA), de acuerdo con lo
reportado por Méndez et al. (2011). EI ARN purificado se diluy6 en 30 pL de agua libre de
ARNasa y se almacend a -82°C. La concentracion de ARN total se determind
espectrofotométricamente (Helios B, Thermo Electron Co., Rochester, NY, USA) a 260 nm,
y la pureza de ARN se determin6 usando la relacion A260/A280, el cual fluctuo entre 1.8 a
2.0 (Sambrook and Russell, 2001). La integridad de ARN total se evalué mediante
electroforesis en gel con 1% de agarosa. Todas las muestras de ARN tuvieron buena
calidad con una relacion 28S:18S ARNr de aproximadamente 2.0:1 (Sambrook and Russell,
2001).

1.3.5 Transcripcién inversa.

Aproximadamente 2 pug de ARN total se trataron con 1 U de DNasa | (1 U/ul;
Invitrogen) y 6 pl de buffer de transcripcion inversa 5x en una reaccion completa de 30 pl
con agua tratada con DEPC; la reaccion se llevé a cabo durante 15 min a temperatura
ambiente y 15 min a 70 °C para detener la reaccién. La transcripcion inversa inicié con
muestras de ARN tratadas con DNasa, la adicion de 1ul de random primers (150 ng/ul,
Invitrogen) y 1 pl de solucion de dNTPs (10 uM de cada uno), la reaccion se incubd a
temperatura ambiente y después se enfrio en hielo durante 1 min; se agregaron 3 pl de DTT
(0.1 M), 1 pl de inhibidor de ribonucleasa (40U/ul; ARNasa OUT, Invitrogen) y 2 ul de
buffer de transcripcién inversa 5x, y se incubaron a 42 °C durante 2 minutos para
estabilizar la de reaccidn antes de la adicion de 1 ul de la enzima transcriptasa inversa (200

U/ul; RT - Superscript 11, Invitrogen). La reaccion se incubd a 42 °C durante 50 minutos.
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La mezcla se incub6 a 70 °C durante 15 min y después se enfri6 en hielo para detener la
reaccion. Las muestras de ADNc se cuantificaron espectrofotométricamente y se diluyeron

en una concentracion final de 50 ng/pl.
1.3.6 PCR en tiempo real

Se disefiaron oligonucleétidos especificos para los ARNm transportador de AA b%*,
CAT-1 y de miosina (cadena pesada de isoforma 1IB) de acuerdo a sus secuencias
publicadas en el GenBank (Cuadro 3). Las fibras de miosina tipo IIB representan
aproximadamente el 80% de las fibras totales en algunos musculos del cerdo (Czerwinski y
Martin, 1994) y se expresan ampliamente en MLD y MST de los cerdos (Lefaucheur et al.,
2002). Ademas, se utilizdé el gen de ARNr 18S (GenBank AY265350) como testigo
enddgeno para normalizar las variaciones del ARNm. Antes de comenzar, se llevd a cabo el
PCR punto final para estandarizar las condiciones de amplificacién para cada par de
oligonuclettidos y con el fin de confirmar la especificidad de los productos de PCR
relacionados con su ARNm, se clono una muestra de cada productos del PCR en un vector

TOPO 4.0 (Invitrogen) y secuenciado al Davis Sequencing Facility (Davis, CA, USA).

Las expresiones de b%*, CAT-1, y miosina se estimaron mediante ensayos de PCR
cuantitativo (QPCR), utilizando Maxima SYBR Green/ROX gPCR Master Mix (Fermentas,
Corp., Glen Burnie, MD, USA) en un Chromo 4-DNA Engine con el software MJ Opticon
Monitor 3.1 (Bio-Rad, Herefordshire, England). El equipo se calibr6 con una curva
estandar utilizando los ARNr 18S clonados en un vector TOPO 4.0 La curva estandar se
obtuvo utilizando concentraciones conocidas de diluciones en serie de 100 veces del ADNc

de ARNr 18S. Las reacciones de gPCR contenian 50 ng de ADNc, 0.5 uM de cada primer

-18

——
| —



especifico, 12.5 pl de 2x SYBR Green/ROX gPCR Master Mix y agua libre de
ADNasa/ARNasa para completar un volumen final de 25 pl. Se usé ARNr 18S como gen
de referencia para normalizar la cantidad de ADN amplificado. Las condiciones de PCR
usadas para la amplificacion y cuantificacion fueron: una etapa de desnaturalizacion inicial
(95 °C durante 1 min), seguido por 45 ciclos de amplificacion (desnaturalizacion a 95 °C
durante 30 s; alineacion a 56 °C durante 15 s, y extensién a 72 °C durante 30 s) y un
programa de curva de desnaturalizacion (60 °C a 90 °C). Se midi6 la fluorescencia al final

de cada ciclo y cada 0.2 °C durante el programa de desnaturalizacion.

1.3.7 Analisis estadistico

Se realizaron analisis de varianza utilizando el GLM de SAS (Statistical Analysis
System 9.1, SAS Institute, Cary, NC, USA). Para las variables de crecimiento, los analisis
de datos se hicieron utilizando el peso inicial como covariable y el corral fue la unidad
experimental. También se realizaron analisis de regresion para establecer la proporcion
Optima en la dieta de Leu: Lis en la que se maximice la respuesta de rendimiento (GDP y
CA). Niveles de probabilidad de P < 0.05 y 0.05 < P < 0.10 fueron definidas como las

diferencias y tendencias significativas respectivamente.
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Cuadro 3. Primers para analisis de qQPCR de ADNc de ARNm de transportadores de aminoéacidos,
ARNM de miosina, y ARNm de 18S ribosomal

Tamario
ARNmM Oligonucledtido Poesiicti:r:éfatgoen Secuencia amgfilcon
(pb)
b%*AT (SLC7A9)(GenBank accession No. EF127857)
Sentido 1-19 5-CGGAGAGAGGATGAGAAGT-3' 562
Antisentido 545-562 5'GCCCGCTGATGATGATGATGA-3'
CAT-1 (GenBank accession No. AY371320)+
Sentido 4239-4258 5-GTCGGTTGCAAAGACCATTT-3' 329
Antisentido 4548-4567 5-GAGCGGTGCTGACAACAGTA-3
Miosina, cadena pesada 4 (GenBank accession No. NM_001123141)
Sentido 4582-4599 S-AGATTTCTGACCTGACTG-3' 340
Antisentido 4904-4921 5-TCTCCCTCCATCTTCTTC-3'
ARNTr18S (GenBank accession No. AY265350)
Sentido 236-255 5-GGCCTCACTAAACCATCCAA-3' 295

Antisentido 511-530 S-TAGAGGGACAAGTGGCGTTC-3'

1.4 Resultados

Uno cerdo del tratamiento 2 murid por causas ajenas al experimento; el resto de los
animales permanecio saludable durante todo el experimento. El analisis de PCR tiempo real
fue validado mediante la secuenciacion de sus productos finales y los resultados revelaron
que los productos para b%*, CAT-1, miosina y 185 ARNTr fueron 100% homélogos con sus

correspondientes secuencias esperadas reportadas en el GenBank. La expresion del 18S
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ARNr es muy estable y su contenido puede ser usado como un marcador enddgeno para
normalizar la expresion de los otros genes en respuesta a diferentes estimulos (Liao et al.,
2009). Por tanto, en este estudio tambien se eligio normalizar la expresion relativa del
ARNm para b®*, CAT-1 y miosina con respecto a la expresion del 185 ARNr, usando los

niveles de expresion del 18S ARNr en el epitelio del intestino delgado y los musculos.

Los valores de expresion relativa de los transportadores de AA cationicos y miosina
se presentan en el Cuadro 4. La expresion de b®* en yeyuno fue mayor en cerdos con la
relacion Leu: Lis 120%, en comparacion con la relacion 88% (P = 0.013) y 160% (P =
0.045). No se observé diferencia entre la relacion 88 y 160% (P = 0.575). En higado, la
expresion de b®* fue inferior en cerdos alimentados con la relacién 120%, en comparacion
con la de 88 (P = 0.002) y 160% (P = 0.005); pero no hubo diferencias entre la relacion 88
y 160% (P = 0.595). La expresion de b®* en MLD y MST no fue diferente (P > 0.10). En
general, la expresién mayor y menor de b®* en cerdos se observé en yeyuno y en el
musculo ST, respectivamente. La expresion de CAT-1 en yeyuno fue menor en cerdos con
la relacion Leu: Lis 120% (P = 0.009) o la de 160% (P = 0.020), comparada con la relacion
88%; pero no se observaron diferencias entre 120 y 160% (P = 0.743). No hubo efecto de la
relacién Leu: Lis en la expresion de CAT-1 en higado y MST (P > 0.10). En MLD, la
expresion de CAT-1 fue mayor en cerdos alimentados con la relacion 88% Leu: Lis,
comparada con los que recibieron 120% (P = 0.003), y tendi6 a ser superior que en cerdos
alimentados con la relacion 160% (P = 0.099); los cerdos alimentados con la relacion 120%
expresaron mas CAT-1 que aquéllos con la relacion 160% (P = 0.050). En general, la
mayor expresion de CAT-1 se observo en el MLD mientras que la méas baja fue en yeyuno.

La expresion de miosina en MLD fue superior en cerdos alimentados con la relacion 120%
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comparada con los que recibieron 88% (P = 0.044) o 160% (P = 0.041), pero no hubo
diferencias entre las relaciones 88 and 160%. En MST, la expresién de miosina tendio a ser
superior en cerdos con la relacion 120% que aquéllos con la relacion 160% Leu: Lis (P =
0.086), pero no hubo diferencia entre las relaciones 88 y 120% (P = 0.266) o0 160% (P =

0.441).

Los valores de AA libres en suero se presentan el Cuadro 5. El incremento de la
relacion Leu: Lis de 88 a 120% elevé la CS de Arg (P = 0.039), Leu (P =0.014) y Fen (P =
0.012); disminuyé la de Val (P = 0.050) y tendié a reducir lle (P = 0.068) y Met (P =
0.076). Incrementos adicionales en la relacion Leu: Lis, de 120 a 160%, disminuyé Arg
sérica (P = 0.002), Lis y Fen (P =0.001). Valores séricos de lle (P = 0.044), Lis (P = 0.008)
y Val (P = 0.030) fueron inferiores, Arg tendi6 a ser inferior (P = 0.086), pero Leu fue
mayor (P = 0.003) en cerdos alimentados con la relacion 160% que en los que recibieron la

relacion 88%.

Los resultados de comportamiento de los cerdos se presentan en el Cuadro 6. Se observo
una respuesta lineal y cuadratica (P < 0.01) en la GDP de los cerdos a medida que se
incrementd la relacion Leu: Lis de 88 a 160%. Como resultado, el peso final se incrementd
de manera lineal y cuadratica (P < 0.01) con el incremento en esta relacion. En contraste, el
CDA disminuyo linealmente y la conversion alimenticia mostrd una respuesta cuadréatica (P
< 0.01) a medida que incremento la relaciéon Leu: Lis. La relacién Leu: Lis DIE 6ptima
para GDP y CA se estimé utilizando andlisis de regresion, y resultd de 104% (r* = 0.93;

Figura 1) y 109% (r* = 0.96; Figura 2)
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Cuadro 4. Efecto de la relacion DIE Leu: Lis en la expresion relativa de genes que
codifican b%* y CAT-1 en yeyuno, higado y Longissimus dorsi (MLD) y Semitendinosus
(MST), y miosina en MLD y MST de cerdos (Unidades arbitrarias; relacién de b®*
ARNm: 18S ARNr).

DIE Leu: Lis, (%) Valor de P?
Transportador/Tejido 88 120 160 EEM C1 C2 C3
b0,+
Yeyuno 0.081 0.76 0.224 0.178 0.013 0.045  0.575
Higado 0.162  0.033  0.145 0.021 0.002 0.005  0.595
MLD 0.015 0.015 0.004 0.007 0.963 0.311 0.332
MST 0.003 0.003 0.002 0.001 0.891 0.682 0.586
CAT-1
Yeyuno 0.278  0.109 0.13 0.044 0.009 0.743 0.02
Higado 0.051  0.021  0.076 0.025 0.416 0.152  0.495
MLD 1.283 0.178 0.783 0.192 0.003 0.05 0.099
MST 0.007 0.011 0.022 0.006 0.703 0.219 0.121
Miosina
MLD 8.546  19.534 8.338 3.055 0.044 0.041  0.963
MST 1.874 3.293 0.919 0.818 0.266  0.086 0.441

! Cada media representa 8 cerdos por tratamiento.

2 Contrastes para relaciones Leu: Lis: C1, 88 vs 120; C2, 120 vs 160; C3, 88 vs 160.
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Cuadro 5. Efecto de la relacion DIE Leu: Lis en la concentracion de aminoacidos libres en

suero de cerdos en crecimiento?.

DIE Leu: Lis, % Valor de P

Aminoéacidos 88 120 160 EEM C1l C2 C3

Arginina 4.00 4.79 3.37 0.23 0.039 0.002 0.086
Isoleucina 3.50 2.20 2.02 0.44 0.068 0.793 0.044
Leucina 2.01 3.67 4.26 0.39 0.014 0.31 0.003
Lisina 4.38 4.90 3.05 0.28 0.225 0.001 0.008
Metionina 1.25 0.90 0.72 0.21 0.076 0.319 0.014
Fenilalanina 2.30 2.82 2.04 0.16 0.012 0.001 0.145
Treonina 6.09 5.32 5.44 0.31 0.136 0.286 0.208
Valina 9.69 4.88 4.15 1.53 0.05 0.742 0.03

! Cada media representa 8 cerdos por tratamiento.

2 Contrastes para relaciones Leu: Lis: C1, 88 vs 120; C2, 120 vs 160; C3, 88 vs 160.

1.5 Discusién

Este experimento se realiz para determinar si las variaciones en la relacion Leu:
Lis DIE de la dieta afecta la expresién de dos transportadores de AA catiénicos (b** y
CAT-1) y miosina, ademas de la CS de AA, como indicador de la disponibilidad de AA
para la sintesis de proteina muscular. Adicionalmente, se estimo relacion Leu: Lis DIE que
maximice el crecimiento y eficiencia alimenticia de cerdos en crecimiento. Lis es
transportado a través de la membrana celular por los sistemas b®* y CAT-1 (Majumder et
al., 2009). El sistema b®* intercambia Leu por Lis (Torras-Llort et al., 2001) y la absorcién

intestinal de Lis por b®* est4 acoplada con la salida de Leu del enterocito (Pineda et al.,
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2004). Como se reporta anteriormente por diversos autores (Hatzoglou et al., 2004; Broer,
2008; Liao et al. (2009), la expresion de los transportadores de AA catidnicos representan
su actividad funcional. Asi, se considera que los valores de expresion de los genes
analizados en el presente experimento reflejan la abundancia de las respectivas proteinas
que codifican. En este estudio, los cerdos alimentados con la relacion 120% de Leu: Lis
DIE expresaron aproximadamente 19 y 3 veces més b®* en yeyuno, en comparacion con los
que recibieron las relaciones de 88 o 160%. Similarmente, Garcia-Villalobos et al. (2012)
reportaron que el exceso de Leu en una dieta base en trigo con una relacion Leu: Lis de
160%, y nivel adecuado de Lis, redujo alrededor de 70% la expresion b®* en yeyuno. Estos
resultados, combinados con los de Garcia-Villalobos et al. (2012) indican que tanto la
deficiencia como el exceso de Leu en la dieta pueden afectar negativamente la absorcién de
Lis. En contraste a yeyuno, la expresion de b®* en higado fue menor en cerdos con la
relacion 120% comparada con las relaciones 88 y 160%. Debido a la mayor expresion de
b®* en yeyuno de cerdos con la relacién 120%, se esperaria un mayor flujo de Lis del
intestino al higado. De acuerdo con Hatzoglou et al. (2004), el suministro abundante de AA
reduce pero la deficiencia incremente la abundancia y actividad transportadores de AA
(teoria de regulacion adaptativa). Por tanto, el incremento esperado en el suministro de Lis
a higado en cerdos con la relacion 120% puede explicar parcialmente la reduccién en la
expresion de b®* en higado. Con respecto a la expresion de b®* en MLD y MST, Vekony et
al. (2001) reportaron que b®* se expresa principalmente en células epiteliales. En este
estudio, en coincidencia con estos autores, la expresién de b®* en musculos fue menor de

1% con respecto a su expresion en yeyuno.
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Cuadro 6. Efecto de la relacion DIE Leu: Lis en ganancia diaria de peso (GDP), consumo
diario de alimento (CDA), y conversién alimenticia (CA) de cerdos™.

DIE Leu: Lis, %

Valor de P

Variable 88 100 120 140

160 EEM  Linear’ Cuadr.®

Peso corporal, kg

Inicial 2858 2741 2824  27.75
Final 41.68 42.73 4252  41.05
GDP, kg 0.644 0.698 0.689 0.618
CDA, kg 1.40 1.42 1.36 1.30
CA, g/g 2.17 2.03 1.97 211

28.25 1.308 0.935 0.682
40.72 0.325 0.001 0.002
0.603 0.016 0.003 0.002
1.31 0.034 0.008 0.778
2.16 0.054 0.698 0.006

Cada media representa 16 réplicas/corraleta (1 macho, 1 hembra) por tratamiento.

2 Valor de P por efecto lineal.

$Valor de P por efecto cuadratico.

El transportador CAT-1 es un sistema independiente de Na y de alta afinidad por L-

Arg y L-Lis, cuya expresion es modulada por factores de crecimiento, hormonas y

nutrientes (Hatzoglou et al., 2004). La expresion del gen para CAT-1 incrementa bajo

condiciones de limitacion de AA y reduce con el suministro abundante de AA; esta

regulacion ocurre a nivel de la sintesis y estabilidad de ARNm (Majumder et al., 2009).

Asi, la abundancia del ARNm para CAT-1 en cerdos con diferentes niveles de AA en la

dieta parece reflejar la abundancia del transportador. En este experimento, los cerdos con la

relacion 120% de Leu: Lis tuvieron la expresion mas baja de CAT-1 en yeyuno, lo cual

coincide con la expresién més alta de b®* en yeyuno. Con base en la teoria adaptativa

(Hatzoglou et al., 2004), la baja expresion de CAT-1 sugiere una mayor disponibilidad de

Lis extracelular en cerdos alimentados con la relacién 120%. En coincidencia con estos
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resultados, la expresién de miosina en+ MLD de cerdos con la relacion 120% fue mas del
doble comparado con la de cerdos alimentados con la relacion 88 6 160%. CAT-1 es
mayormente expresado en células no-epiteliales (Vekony et al., 2001). En concordancia, la
expresion promedio de CAT-1 en MLD del presente estudio fue alrededor de 400-veces
superior que en yeyuno. Notablemente, la expresion de CAT-1 en MLD fue més de 50-
veces superior que en MST, lo cual sugiere la existencia de diferencias en la expresion de
transportadores de AA cationicos no solamente relacionados con el tipo de tejido sino

también con el tipo de musculo.

Miosina es el principal componente de los filamentos gruesos y la mas abundante de
las proteinas musculares (Czerwinski and Martin, 1994). Segun Lefaucheur et al. (2002),
las fibras del tipo 1B, las cuales representan aproximadamente el 80% del total de fibras en
algunos musculos de cerdos, son ampliamente expresadas en MST y MLD de cerdos.
Gunawan et al. (2007) reportan una mayor expresion de la isoforma 1B de miosina en LD,
en comparacion con ST de cerdos. En este estudio, miosina se expresé en ambos musculos
pero la expresion en MLD fue aproximadamente 6-veces mayor que en MST. Mas aln, los
cerdos alimentados con la relacion 120% expresaron alrededor del doble de miosina en
ambos musculos, en comparacion con los cerdos que recibieron la relacién 160%. Leu,
tanto infundida (Wilson et al., 2010) como ingerida (Rieu et al., 2007) parece estimular la
sintesis de proteina muscular, pero solamente si existen cantidades suficientes de los demas
AA esenciales (Wilson et al., 2010). Aungue los cerdos con la relacion 160% ingirieron
mas Leu, su expresion de miosina fue menor que aquéllos con la relacion 120%, lo cual
puede sugerir una reducida disponibilidad de otros AA como Lis. Notablemente, en el

presente estudio, los cerdos alimentados con la dieta 120% tuvieron la mayor expresion de
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miosina en ambos musculos ademas de b®* en yeyuno. De acuerdo con Drummond et al.
(2010), la expresion de transportadores de AA es un mecanismo regulador Unico asociado
con la respuesta anabdlica muscular después de que se incrementa la disponibilidad de AA.
Estos resultados sugieren una asociacién entre la relacion Leu:Lis de la dieta, la absorcion

de Lis y la sintesis de proteina en el musculo.

La proteina exdgena es la principal causa del incremento de AA libres en plasma de
humanos colectada durante las primeras cuatro horas postprandial (Adibi y Mercer, 1973)
por lo que el nivel de AA en la dieta parece reflejarse en su CS. En el presente estudio, la
muestras de sangre usadas para el analisis de AA libres fueron colectadas 2.5 h

postprandial.

GDP (Kg/d) ~ Punto de inflexion= 104%
PN
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Relacion Leu:Lis (%)
Figura 1. Inflexion ajustada con dos pendientes lineales para GDP en funcion a relaciones
Leu: Lis DIE en cerdos de 25 a 45kg. Los puntos (#) representan la media del tratamiento
(n=8 observaciones por tratamiento). La relacién optima Leu:Lis de acuerdo al modelo de

regresion fue 104% (Y = 714.7 — 4.5 (104 — x)?— 2.15 (x — 104); r* = 0.93).

-28

——
| —



C.A. (Kg/kg)

2.30

< %

~
2.10 1 N IS e -
N -
Q\ -
\\’ - "
1.90 -
Punto de inflexién=109%

1.70 T T T T T T T 1

80 90 100 110 120 130 140 150 160
Relacidon Leu:Lis (%)

Figura 2. Inflexion ajustada con dos pendientes lineales para CA en funcidén a relaciones

Leu: Lis DIE en cerdos de 25 a 45kg. Los puntos (#) representan la media del tratamiento

(n=8 observaciones por tratamiento). La relacion optima Leu: Lis de acuerdo al modelo de

regresion fue 109% (Y = 1.927 + 0.012 (109 — x)* — 0.005 (x — 109); r* = 0.96).

La CS de Lis no fue diferente entre cerdos que consumieron las dietas con las
relaciones Leu: Lis 88 0 120%, pero en cerdos con la relacion 160% fue aproximadamente
40% menor que en los cerdos con la relacion 120%. La disminucién de Lis en suero podria
explicarse como resultado de un menor consumo de Lis, mayor acumulacién de proteina
que incremente la toma de Lis por la célula, o una deficiencia en su absorcién. EI consumo
de Lis por cerdos con la relacién 120% no fue diferente del de cerdos con la relacion 160%,
por tanto la reduccién en el consumo no explica la menor CS de Lis en cerdos con la
relacién 160%. La expresién de miosina en MLD y MST de cerdos con la relacion 160%

fue alrededor de 40 y 30%, respectivamente, de la observada en cerdos con la relacion
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120% por lo que diferencias en la acumulacion de proteina también se descarta. Por otra
parte, la expresion de b®* fue menor en cerdos con la relacién 160% que en los de 120%.
Por tanto, la menor CS de Lis parece resultar del efecto negativo del exceso de Leu en la

dieta en la absorcion de Lis.

Leu sérica en cerdos destetados y alimentados con exceso de Leu es superior que en
cerditos que no reciben excesos en la dieta (Edmonds and Baker, 1987; Langer and Fuller,
2000; Wiltafsky et al., 2010). En coincidencia, la CS de Leu en el presente estudio fue 80 y
120% superior en cerdos con la relacion 120% 6 160%, respectivamente, en comparacion
con los cerdos de la relacion 88%. En contraste, la CS de lle y Val en cerdos con la relacion
120 y 160% se redujo a méas del 50%, comparada con los cerdos de la relacion 88%. Estos
resultados también son consistentes con reportes previos (Edmonds and Baker, 1987;
Wiltafsky et al., 2010), los cuales se explican como el resultado de un incremento en la
actividad del complejo enzimatico que cataboliza a los tres AA de cadena ramificada en
cerdos con excesos de Leu (Block et al., 1987; Wiltafsky et al., 2010); ademés existen
evidencias de la competencia por absorcion entre estos AA (Hagihira et al., 1961). Por
tanto se espera que un exceso de Leu en la dieta incremente el catabolismo o inhiba la
absorcion de lle y Val, lo cual explica la reduccion en la CS de estos AA cuando se proveen
excesos de Leu como ocurre en las dietas con la relacion 120 y 160%. Estos resultados son
criticos debido a que la mayoria de los ingredientes empleados en la formulacion de dietas

practicas para cerdos contienen exceso de Leu.

La GDP se maximiz6 con la relacion Leu: Lis DIE entre 100 to 120% vy la CA se
maximizd a una relacion de 120%. De manera interesante, se observo que la mayor GDP y

la mejor CA de cerdos en este estudio coincide con los valores de expresion de b%* en
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yeyuno y la de miosina en MLD, ademas de la mayor CS de Lis. Méas aln, los cerdos
alimentados con la relacién 160% tuvieron la menor GDP, CS de Lis, expresion de b%* en
yeyuno y expresion de miosina en MLD. Debido a que Lis era el primer AA limitante en
todas las dietas, la combinacién de los resultados de comportamiento, expresion de b®* y
miosina, y la CS de Lis apoyan la hipétesis de que la relacion Leu: Lis en la dieta afecta la
disponibilidad de Lis para crecimiento de los animales. Por otra parte, el incremento en el
catabolismo de lle y Val provocado por el exceso de Leu reduce la cantidad de lle y Val
disponibles (Harper et al., 1984). Asi, el exceso de Leu en el presente estudio redujo los
valores séricos de lle y Val en los cerdos que recibieron la dieta con la relacion 160%; sin
embargo, lle y Val parece que no son limitantes en esta dieta puesto sus valores séricos en
los cerdos con la relacion 120 o 160% no fueron diferentes, pero la GDP fue menor que en
los cerdos con la relacion 120%. Por tanto, el nivel de Lis en dietas practicas que contienen

exceso de Leu parece ser el factor mas critico.

El exceso de Leu en la dieta parece reducir el CDA (Edmonds and Baker, 1987,
Wiltafsky et al.,, 2010) al disminuir la formacién de serotonina (neurotransmisor
involucrado en el control del consumo de alimento) puesto que Leu compite con Trp por
transporte a través de la barrera sanguinea cerebral dentro del cerebro (Henry et al., 1996).
Ademas, Ropelle et al (2008) encontraron que Leu disminuye la actividad de la quinasa
dependiente de AMP (AMPK) e incrementa la actividad de mTOR en el hipotalamo, lo
cual conduce a una inhibicién del neuropéptido Y, y concluyé que AMPK y mTOR
interacttan en el hipotalamo para regular el consumo de alimento. En el presente estudio, el
decremento lineal en la GDP a medida que se incremento la relacién Leu: Lis DIE de 100 a

160% estuvo estrechamente relacionada con la reduccion lineal en el CDA. Sin embargo,
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considerando el contenido analizado de AA de estas dietas, no hubo diferencia entre el
consumo de los primeros AA limitantes (Lis, Tre, Met, lle y Val). Por tanto, la
disponibilidad de AA (especialmente Lis), mas que el CDA, parece explicar la baja GDP de

los cerdos con las dietas que tenian exceso de Leu.

La relacion Leu: Lis DIE Optima en la dieta fue estimada en 104% para GDP y
109% para la CA de los cerdos de 28-43 kg. Estimaciones previas, usando dietas
purificadas, se reportan de 100 % para cerdos de 10-20 kg (Chung and Baker, 1992) y de
110 % para cerdos en crecimiento de 25-50 kg (Wang y Fuller, 1989). Augspurger y Baker
(2004) indican que el requerimiento de Leu DIE para cerdos de 10 a 20 kg, usando dietas
con base en pasta de cacahuate-pasta de soya-suero de leche, es de aproximadamente 1.05
%, el cual corresponde a la relacion 100 % Leu: Lis DIE. En un estudio publicado por
Wiltafsky et al. (2010), la relacién calculada 105 a 107% de Leu: Lis DIE en dietas trigo-
cebada-pasta de soya para cerdos de 8-20 kg produjo la mejor respuesta en crecimiento.
Con base en estos datos y los del presente estudio, la relacion Leu: Lis DIE 6ptima de 100 a
110 % parece ser la mas adecuada para cerdos en crecimiento, independientemente de la

composicion de la dieta.
1.6 Conclusién

La relacion Leu: Lis DIE en la dieta afecta selectivamente la expresion de genes que
codifican para los transportadores b®* y CAT-1, y miosina, la CS de la mayoria de los AA
esenciales, y el comportamiento (GDP y CA) de cerdos en crecimiento. Aungue esta
relacion también afecté el CDA, el consumo de AA no fue diferente. Existe una relacion

estrecha entre la expresion de b®* en yeyuno y miosina en LD, la CS de Lis, la GDP y CA,

-32

——
| —



y la relacion Leu: Lis DIE. La disponibilidad de Lis parece ser el factor mas limitante en
dietas con exceso de Leu para cerdos en crecimiento. Por tanto, el consumo y la
disponibilidad de Lis deberian ser considerados cuando se ofrezcan dietas con exceso de

Leu (> 140% Leu: Lis DIE).
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Capitulo 11:

Efecto de la suplementacion de valina en dietas base trigo con exceso de
Leucina en comportamiento productivo, expresion génica y concentracion de

aminoacidos en suero de cerdos en crecimiento

2.1 Resumen: Exceso de Leucina en la dieta reduce la expresion de transportadores de
aminoécidos catiénicos b®*, absorcién de Lisina y Arginina, consumo de alimento y
ganancia diaria de peso de cerdos (GDP). Debido a que Valina compite con Leucina para su
absorcion, la adicion de Valina podria corregir este efecto. Se realiz6 un experimento para
analizar el efecto de la suplementacién de valina en dietas base trigo (Triticum aestivum)
suplementadas con Lisina, Treonina y Metionina, ademéas contenia exceso de Leucina e
Isoleucina en el comportamiento productivo, expresién del gen codificante de b®* y
concentracion sérica de AA. Seis cerdos (30.3 + 2.1 Kg PV) fueron usados. Los
tratamientos fueron base trigo con exceso de Leucina e Isoleucina (Trat 1) y Trat 1 mas
0.44 % de L-Valina (T2). Al final del estudio (21 dias), 12 cerdos fueron sacrificados; se
recolecto sangre de la vena yugular para la analizar AA en suero y ademas mucosa de
yeyuno para medir la expresion de b®*. La adicion de Valina incremento (P < 0.05) GDP,
conversion alimenticia y Valina, Lisina y Arginina sérica, pero no afecto (P > 0.10) la
expresion de b®*. También, el contenido de Valina en la dieta basal fue més bajo que lo
calculado, el incremento en suero de Lisina aunado con la mejora en el comportamiento
productivo podria sugerir que el exceso de Leucina limita la disponibilidad de Valina y que

al suplementarlo Valina podria corregir algin efecto negativo por el exceso de Leucina.

Palabras claves: Transportador de aminoacidos; Leucina; Cerdos; Suero; Valina
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2.2 Introduccién

Dietas bajas en proteina suplementadas con aminoacidos cristalinos son usados para
mejorar el balance de AA de la dieta y reducir la excrecion de nitrégeno en cerdos, debido a
que tipicamente las dietas altas en proteina contienen exceso de algunos aminoécidos como
Leucina, el cual puede tener un efecto negativo en la disponibilidad de otros amino&cidos
incluyendo Valina, Isoleucina y Lisina. Wiltafsky et al., (2010) reportaron una reduccion en
la tasa de crecimiento y concentracion sérica de Valina en cerdos alimentados con dietas
con exceso de Leucina, principalmente por el antagonismo entre aminoacidos de cadena
ramificada. También, nosotros recientemente encontramos que el exceso de Leucina reduce
el comportamiento productivo y concentracién sérica de Isoleucina, Valina, Lisina y
Treonina ya que la adicion de Isoleucina no corrige este efecto (Méndez et al., 2011b).
Estos datos indican que la suplementacion de Valina e Isoleucina pudieran ser necesarios

para corregir el efecto del exceso de Leucina, particularmente la disponibilidad de Lisina.

La absorcion intestinal de Lisina es facilitada por el transportador de aminoacidos
cationicos b®* en intercambio por aminoacidos neutros, especialmente Leucina (Broer,
2008). El exceso de Leucina reduce su expresion en cerdos (Morales et al., 2011; Garcia-
Villalobos et al., 2012) y la adicion de Isoleucina no corrigio el efecto (Méndez et al.,
2011b), indicando que la disponibilidad de Lisina se ve comprometida por el exceso
dietético de Leucina. Valina también es un aminoacido neutro que compite con Leucina por
su absorcion, pero no hay informacion disponible acerca del efecto en la expresion
intestinal de b%* y absorcion de Lisina. Este experimento fue realizado para evaluar el

efecto de la adicion de Valina en la expresion de b®* aminoacidos en suero y
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comportamiento productivo en cerdos en crecimiento alimentados con una dieta base trigo

suplementada con aminoacidos con exceso de Leucina e Isoleucina
2.3 Materiales y métodos

Los cerdos utilizados en este experimento fueron cuidados de acuerdo con los
lineamientos establecidos en la norma oficial mexicana para el cuidado animal (NOM-062-
Z00-1999, 2001). La prueba de comportamiento productivo con duracion de 21 dias se
realizd usando 16 cerdos (Large White x Duroc: peso inicial 30.3 £ 2.1 kg). Los cerdos
fueron alojados individualmente con 8 cerdos por tratamiento. Los cerdos fueron
alimentados por parejas con un consumo restringido promedio de 1.31 kg/cerdo por dia, el
cual equivale a 2.5 veces el requerimiento de energia de mantenimiento (NRC, 1998). La
dieta basal fue suplementada con AA sintéticos (Cuadro 7) para cubrir o exceder los
requerimientos de aminoacidos para cerdos de 20 — 50 kg (NRC, 1998). El contenido de
Leucina analizada en la dieta basal fue 70 % por arriba del nivel 6ptimo; exceso de
Isoleucina fue adicionado para prevenir un desbalance en la relacion Leucina: Isoleucina.
La segunda dieta fue la basal suplementada con 0.44% de L-Valina (+Val). Seis cerdos por
tratamiento fueron sacrificados al final del periodo experimental, después de 2.5 horas de
ayuno se colecté mucosa de yeyuno y muestras de sangre yugular. EI ARNtotal se extrajo
de las muestras de mucosa (Méndez et al., 2011a) para analizar la expresion del ARNm
para b%* por PCR cuantitativo usando Méxima SYBR Green/ROX gqPCR Master Mix
(Fermentas Corp.) en un Chromo 4-DNA Engine (Bio-Rad). El andlisis de varianza de los
datos fue desarrollado usando el proceso GLM (SAS Inst. Inc., Cary, NC), y comparacion
de medias mediante el uso de la prueba de Student’s. El nivel de probabilidad P < 0.05 se

determino como diferencia significativa.
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2.4 Resultados y discusion

La ganancia diaria de peso (P = 0.044) y conversion alimenticia (P = 0.015)
incrementaron con el incremento de Valina en la dieta (Cuadro 8). Debido a que el
consumo de alimento fue similar para todos los cerdos, el incremento en la ganancia de
peso fue atribuido solamente al incremento de Valina. El contenido analizado de Valina en
la dieta basal fue 0.55% o su equivalencia a 0.49% de digestibilidad ileal estandarizada, fue
ligeramente inferior al valor calculado de valina total 0.59%. El requerimiento de
digestibilidad ileal estandarizada de Valina para cerdos de 20 a 50 kg fue estimado en 0.56
% por Waguespack et al. (2012) basado en esta estimacion, el incremento en ganancia de
peso y conversion alimenticia en cerdos alimentados con dieta alta en valina podria haber

corregido una aparente deficiencia de Valina.

El sistema b%* es el mas importante de los sistemas de transporte para aminoacidos
catidnicos en células epiteliales. De acuerdo con Broer (2008), el mecanismo de absorcion
de b®* para aminoécidos catiénicos es acoplado a un contraflujo con aminoécidos neutros,
especialmente Leucina. En el presente estudio, la expresion de b®* en yeyuno no fue
afectada (P > 0.10) por el incremento de Valina (Cuadro 8). Recientemente, exceso de
Leucina en dietas base trigo similar a la dieta usada en el presente estudio disminuyo
substancialmente la expresion de b®* en yeyuno de cerdos (Garcia-Villalobos et al., 2012;
Morales et al., 2011). Sin embargo, la adicion de Isoleucina fallo para corregir el efecto por
el exceso de Leucina (Méndez et al., 2011a). La combinacion de resultados de estos
estudios indican que Valina y no Isoleucina corrigen el efecto negativo del exceso de

Leucina en la expresion de b%*.
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Cuadro 7.- Composicion de las dietas experimentales

Dieta””

Ingrediente, % Basal +Val*
Trigo 94.68 94.68
L-Lisina HCI 0.88 0.88
L-Treonina 0.27 0.27
DL-Metionina 0.10 0.10
L-Leucina 0.80 0.80
L-Isoleucina 0.43 0.43
L-Valina 0.10 0.54
Almidon de Maiz 0.44 -
Carbonato de calcio 1.35 1.35
Fosfato dicalcico 0.40 0.40
Sal yodatada 0.35 0.35
Premezcla de vitaminas y minerales* 0.20 0.20

Suplementacién por kg: Vit. A, 4800 Ul; Vit D3, 800 UI; Vit E, 4.8 IU; Vit K3, 1.6 mg;
Riboflavina, 4 mg; D-Acido pantoténico 7.2 mg; Niacina, 16 mg; Vit. B12, 12.8 pg; Zn, 64
mg; Fe, 64 mg; Cu, 4 mg Mn, 4 mg; I, 0.36 mg; y Se, 0.13 mg.

?Calculadas para proveer 10.4 MJ EN por kilogramo de dieta.

3Valores de AA analizados de dietas basal y +Val, respectivamente: Lis, 1.07 y 1.09; Tre,
0.58 y 0.61; Met, 0.28 y 0.28; Leu, 1.51 y 1.56; Iso, 0.86 y 0.90; Val, 0.55y 0.94; y Trip,
0.15y 0.15.

4+Val= 44% L-Val.
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Al adicionar Valina se incrementd la concentracion sérica de Valina (+700%; P <
0.001) e Isoleucina (+38 %; P = 0.034) pero no afecto Leucina (P = 0.556) (Cuadro 9)
Langer et al., (2000) reportaron que el exceso de Leucina en la dieta disminuyo Valina
sérica mientras que Wiltafsky et al., (2009) observaron un incremento de Valina e
Isoleucina en suero de los cerdos debido a un alto contenido en los niveles de valina en la
dieta. Ademas en el presente estudio Val incremento la concentracion sérica de Lisina (P =
0.006), Arginina (P =0.008) y una tendencia al incremento de Metionina (P = 0.067).
Debido a que la expresion de b®* no fue afectada por la adicién de Valina, la alta
concentracion de Arginina y Lisina sugieren que suplementar Valina podria incrementar la

actividad de b%".

2.5 Conclusién

En conclusion, el incremento en suero de Lisina, Arginina y Valina en este estudio
indican que el incremento de Valina en la dieta compensa algo del efecto negativo del

exceso de Leucina, mejorando el comportamiento productivo de cerdos en crecimiento.
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Cuadro 8.- Comportamiento productivo, y expresion génica de b%* (unidades
arbitrarias: Relacion de ARNm con ARN de subunidad ribosomall8) de cerdos
alimentados por pareja con dieta alta en Leucina y dos niveles de suplementacion de
Valina

Dieta
Variable Basal +Val' EEM? Valor P
GDP 0.470 0.540 0.001 0.044
CDA 1.311 1.311 0.000 1.000
Conversion alimenticia 2.820 2.450 0.089 0.015
b®* en yeyuno 0.100 0.110 0.006 0.370

+Val=0.44% L-Val
?Basado en 8 observaciones por dieta para comportamiento productivo y 6 observaciones
por dieta en expresion génica.

Cuadro 9.- Concentracion sérica (mg/100 mL) de aminoacidos en cerdos alimentados
por pareja con dieta alta en Leucina y dos niveles de suplementacion de Valina

Dieta

Aminoéacido Basal +Val* EEM? Valor de P
Arginina 2.45 3.16 0.150 0.008
Isoleucina 3.05 4.19 0.330 0.034
Leucina 5.69 6.06 0.424 0.556
Lisina 6.17 8.28 0.424 0.006
Metionina 1.03 0.84 0.066 0.067
Fenilalanina 1.18 1.33 0.077 0.199
Treonina 5.24 5.04 0.453 0.767
Valina 1.03 7.01 0.437 <0.001
L+Val = 0.44% L-Val.
?Basado en 6 observaciones por dieta.
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I11. Conclusiones generales

La absorcion de los AA a nivel celular esta mediada por, necesidades de la célula,
tipo de drgano, sistema de transporte y concentracion de sustrato. Por lo tanto, al
incrementar la concentracion de Leu en la dieta, se reduce significativamente la
concentracion en sangre de Iso y Val. Pero, en el segundo experimento se increment6 la
concentracion de Val en la dieta, lo que aumenta su disponibilidad y la posibilidad de ser
absorbido a nivel intestinal; los resultados sugieren que esto favoreci6 su absorcion, debido
al aumento en la concentracién circulante en sangre de este AA. Ademas, al adicionar Val a
la dieta, ocurre una “correccion” en la relacion entre AA de cadena ramificada, ya que no

solo se incrementé la concentracion de Val, ademas Iso sin afectar la concentracion de Leu.

En el mismo sentido, se detect6 a nivel de la mucosa de yeyuno, una mayor
actividad al sistema b®*, que de acuerdo a la literatura es el principal sistema en la
absorcion de Lis en ceélulas epiteliales; y dado que la expresion de una proteina se
correlaciona directamente con su funcién, entonces concuerda con una mayor expresion del
ARNmM en la relacion Leu: Lis 120%. Explicando parcialmente el incremento en GDP ya
que posiblemente al mejorar el perfil de AA a nivel celular, y posiblemente se incrementara
la tasa de sintesis de proteina muscular, debido a que se observé una mayor expresion

génica del ARNm para miosina en MLD en la relacion Leu: Lis 120%.

En experimentos anteriores donde se probo la relacion Leu: Lis 160% mostraron un
efecto negativo en la ganancia diaria de peso; resultado similar al obtenido con la misma
relacion en el primer experimento; Ademas, en el experimento se observo que la relacion

Leu: Lis 100%, tuvo el mejor desempefio productivo de las relaciones evaluadas, cabe
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sefialar que un resultado similar se obtiene del analisis de inflexion ajustada, indicando que
la relacion optima es Leu: Lis 104% para GDP y Leu: Lis 109% en el caso de CA.
Interesantemente, al adicionar valina en un 0.44% en la dieta (segundo experimento) se

aumenta la GDP y se mejora la CA.

En conclusién, la adicion de AA de cadena ramificada en forma libre en dietas bajas
en proteina para cerdos en crecimiento modifica la expresion de los transportadores de AA
cationicos b%*en yeyuno, ileon, higado, MLD, aumentando la concentracion sérica de Arg,
Iso, Lis y Val, ademés incrementa la GDP y CA. Por lo tanto, se requiere mas investigacion
para determinar el efecto a nivel celular de la relacion de los tres AA de cadena ramificada

con lisina en la sintesis de proteina en musculo.
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