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RESUMEN

Este experimento se realizo para evaluar el efecto de la adicidn de leucina y lisina a
dietas a base de trigo en el comportamiento productivo y expresion de los genes de miosina
y transportadores de aminoécidos catiénicos (CAT y b%) en yeyuno, musculo largo dorsal
(MLD) y semitendinoso (MST), e higado. Se utilizaron 20 cerdos de un peso promedio de
16.4 £ 1.7 kg asignados a cuatro tratamientos, con base en 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, + lisina, treonina y metionina para cubrir los
requerimientos, T2) igual al T1 + 0.35 % de lisina, T3) T1 + 0.15% de leucina, T4) T2 +
0.15% de leucina. Cuando se analizaron los tratamientos por nivel de aminoacido, se tuvo
una interaccion para GDP y CA al comparar el efecto individual de cada uno de los
aminoacidos, La adicion de leucina a la dieta sin adicion con lisina (T1 vs. T3) redujo (P <
0.05) la GDP, pero cuando se le adiciond lisina no hubo diferencia (P > 0.10) (T2 vs T4); la
CA también se deterioro (P < 0.05) con la adicion de leucina sin lisina adicional (T1 vs T3),
pero la adicion junto de lisina mejor6 (P <0.05) la CA en la dieta adicionada con leucina
(T3 vs. T4); el CDA no se afectd por la adicion de ninguno de los aminoacidos a la dieta.
Expresion relativa de ARNm para b%*, la adicién de leucina redujo la expresion de este
gen (P=0.002) anicamente en yeyuno, al compara el efecto individual de cada aminoécido
en yeyuno tendio a reducir (P < 0.10) la expresion del ARNm de b%* al adicionar leucina
en dietas sin adicionar lisina (T1 vs T3) y también la redujo en dietas adicionadas con
lisina, (T2 vs T4); en MLD hubo una reduccion (P < 0.05) al adicionar leucina en dietas
con adicion de 0.35% de lisina (T2 vs T4); En MST no se observo diferencias (P > 0.05)
al adicionar leucina a dietas sin (T1 vs T3) ni con la adicion de 0.35% de lisina (T2 vs T4).
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En higado no se encontraron efectos por al adicionar leucina con o sin lisina adicional (P >
0.10). Expresion relativa de ARNm para CAT, en MLD no hubo efecto (P = 0.621) con la
adicion de leucina; en MST hubo incremento (P = 0.007); en higado tuvo una reduccion (P
= 0.002) efecto de leucina. Al hacer comparaciones por tratamientos individuales la
expresion de CAT en yeyuno y MLD no se observaron diferencias con la adicién de leucina
con (T2 vs T4) o sin lisina adicional (T1 vs T3); en MST tendi6 a aumentar (P < 0.10) en
la expresion cuando se adiciond leucina a dietas sin lisina adicional (T1 vs T3), también se
elevo la expresion (P < 0.05) cuando se adiciono leucina con adicion de de lisina (T2 vs
T4), en higado hubo una reduccion (P <0.01) al adicionar leucina a dietas adicionadas con
lisina (T2 vs T4) y no se tuvo diferencias (P > 0.10) al adicionar leucina a dietas sin
adicionar lisina sintética (T1 vs T3). Expresion relativa de ARNm para miosina En MLD
hubo una disminucion por efecto de la adicion de leucina (P = 0.000). En MST hubo una
reduccion en la expresion de ARNm de miosina Unicamente por efecto de leucina (P =
0.015) en las comparaciones individuales la expresion de miosina en MLD hay una
reduccioén en la expresion de miosina (P < 0.05) cuando se adiciond leucina sin lisina
adicional (T1 vs T3) y también se observo una reduccion (P < 0.05) al adicionar leucina a
dietas con adicién de lisina (T2 vs T4); en MST se encontrd una reduccién en la expresién
de miosina (P < 0.05) cuando se adiciond leucina en dietas sin agregar lisina sintética (T1
vs T3), pero no se observaron diferencias (P >0.10) cuando se adiciond leucina y se agrego
0.35% de lisina (T2 vs T4). Hubo un efecto negativo en el comportamiento productivo, y a
nivel celular con los genes relacionados con la sintesis de proteina en las dietas adicionadas
con leucina. Quizéas esto se deba a que leucina interactué con isoleucina y valina, ya que
estos contienen una estructura quimica semejante y compitan por el transporte en el epitelio

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

La vida depende de la capacidad de las células, para almacenar, recuperar, y
expresar las instrucciones genéticas necesarias para producir y mantener un organismo
vivo. La informacion se trasmite de una célula a sus descendientes mediante la division
celular y de una generacion a otro a través de las células reproductoras. Estas instrucciones
se almacenan en el interior de cada una de las células en forma de genes, los cuales son
elementos que contienen la informacion que determinan las caracteristicas de las especies
(Cabrera y Sanchez 2001).

La eficiencia productiva de los animales depende de diversos factores, destacando la
velocidad de crecimiento y el consumo de alimento. El crecimiento depende de la
capacidad de sintesis y acumulacion de proteinas musculares, de la sintesis y actividad de
proteinas funcionales como enzimas, y del suministro oportuno de energia y todos los
aminoacidos.

La sintesis de proteina en las células animales es un proceso energéticamente muy
costoso y complejo que involucra la accion coordinada y secuencial de diversos factores.
Este proceso se lleva a cabo cuando todos los aminoacidos integrantes de la proteina se
encuentran en las cantidades requeridas y en un mismo momento. Asi, es de esperarse la
concentracion de aminodacidos dentro de la célula forme parte del mecanismo de activacion
de la maquinaria responsable de la sintesis de proteina. La presencia o concentracion de
uno o0 mas de los amino&cidos puede tener influencia en la sintesis de proteina.

Los AAs se han considerado por muchos afios como elementos que funcionan
exclusivamente como unidades de construccion de las proteinas, durante el proceso de
sintesis de las mismas (Sreekumaran y Short, 2005). Sin embargo, se sugiere que estos
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compuestos estan involucrados también en otras etapas de la sintesis y que podrian
participar en su regulacion. Publicaciones recientes muestran evidencias de la funcion de
algunos AA en la estimulacion de la sintesis de proteina. Los AAs de cadena ramificada
(Leu, lle y Val), especialmente Leu, son identificados como elementos reguladores de este
proceso (Sreekumaran y Short, 2005; Liu et al., 2006). Los requerimientos de aminoacidos
para animales, se han determinado experimentalmente y de manera intensa solo en algunos
de ellos (ejemplo: lisina, metionina y treonina), mientras que para otros aminoacidos solo

se han hecho estimaciones.
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2. REVISION DE LITERATURA

2.1 EXPRESION GENETICA
2.1.1 Concepto

Proceso por medio del cual todos los organismos procariotas y eucariotas
transforman la informacion codificada en los &cidos nucleicos en las proteinas necesarias
para su desarrollo y funcionamiento o mecanismos mediante los cuales la célula traduce la
secuencia de nucledtidos de un gen a la secuencia de aminoacidos de una proteina (Alberts

et al. 2002).
2.1.2 Expresion genética en eucariotas y procariotas

Todos los organismos de la misma especie inclusive los eucariotas, el contenido de
ADN de todas sus células son idénticos. Contienen toda la informacion necesaria para la
sintesis de todas sus proteinas. Pero, no todos los genes se expresan al mismo tiempo en
todas las células. Hay algunos genes conocidos como ‘housekeeping genes’ que codifican
proteinas esenciales para la actividad celular y que son requeridos en todos los tipos
celulares (Cabrera and Sanchez, 2001). Estos genes se expresan de manera relativamente
constante, son utilizados para normalizar los RNAm de diferentes muestras (Silver, et al.,

2006).

La expresion del material genético se da en tres procesos: Replicacion del material
genético para su transmision de copias idénticas a la descendencia; Transcripcion del

material genético en ARN para emplearse en la sintesis de proteinas dentro de la célula;
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traduccion de la informacion genética o sintesis de proteinas propiamente dicho (Cabrera

and Sanchez, 2001; Alberts et al. 2002).

2.2 REPLICACION

La replicacion es el proceso mediante el cual, a partir de una molécula de ADN
progenitora se sintetiza una nueva, origindndose asi dos moléculas hijas, de secuencia
idéntica a la del ADN original. Aungue la replicacion constituye un aspecto esencial del
metabolismo del ADN, también se debe de considerar como parte del mismo, otros
procesos directa o indirectamente relacionados son: la recombinacion o reordenamiento de
la informacién genética, la mutacidn o alteracion de la secuencia Yy la reparacion de las
alteraciones o dafios en el ADN (Rodwell, 2001; Alberts, et al., 2002.).

La replicacion se produce en forma coordinada con la division celular,
concretamente en la fase S durante la interface previa a la mitosis, de forma que las dos
células hijas reciben la misma dotacién genética que tenia la célula madre. El inicio de la
replicacion del ADN obliga a la célula a emprender una division. Una vez iniciada la
replicacion no puede tener lugar la consiguiente division hasta que se haya completado
dicha replicacion. El proceso se lleva a cabo sin necesidad de una separacién. La doble
hélice se desenrolla gradualmente y sus dos hebras se van separando a la par que se produce
su replicacion (Sclafani and Holzen, 2007).

2.2.1 Enzimologia de la replicacion

Requerimientos de la reaccion de sintesis de ADN:

Cebador: la sintesis de ADN requiere de un fragmento de hebra iniciador,

denominado cebador, que aporta un grupo 3"OH libre. Se trata de un oligonucleotido, por
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lo comun ARN, que debe de estar apareado a la hebra progenitora de ADN, de forma

complementaria y antiparalela.

Sustratos: Se utiliza como sustratos el conjunto de los 4 dNTPs
(desoxirribonucleotidos trifosfato): desoxiadenosina 5'-trifosfato (AATP), desoxiguanosina
5'-trifosfato (dGTP), desoxicitidina 5'-trifosfato (dCTP) y desoxitimidina 5'-trifosfato
(dTTP). Cada uno de ellos queda incorporado en el ADN nuevo la parte dNMP de la
molécula. A estos efectos los dNMPs y los desoxirribonucleétidos difosfatos (ANDPs) son

inactivos.

Cofactores: para su actividad optima se requiere de un ion metalico como cofactor
asociados con los dNTPs. In vitro este papel lo pueden desempefiar el Mn?* y el Mg?* es

este ultimo el que actla en vivo.

El ADN Molde. EI orden correcto de los dNMPs viene determinado por su
complementariedad de bases con la secuencia de cada hebra de ADN, que actia como
modelo o plantilla, esta es una caracteristica importante de la reaccién (Cabrera and

Sanchez, 2001).
2.2.2 Mecanismos de reaccién

Se inicia la reaccion con el apareamiento de un dNTP complementario al
nucledtido de la hebra molde (ADN) en la posicion 3" de la hebra en crecimiento
(inicialmente, el ARN cebador; luego la hebra que se estd sintetizando). La reaccion
consiste en la union del dNTP seleccionado, bajo la forma de dNMP con la liberacién de
PPi. Ello implica una unién con un enlace fosfodiéster entre el fosfato alfa del dNTP que
se incorpora al 3"-OH libre de la cadena en crecimiento. La ruptura del enlace fosfoanhidro
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del dNTP proporciona la energia necesaria para impulsar la reaccién, ayudada por la
subsiguiente hidrolisis del PP;a 2 P; catalizada por la pirofosfatasa. Tras muchas reacciones

similares sucesivas, el producto es la nueva hebra de ADN (Lewin, 2000).

2.2.3 Etapas del proceso de replicacion

2.2.3.1 Iniciacion:

Apertura de la doble hélice en el origen de replicacion creacion de dos horquillas de
replicacion y sintesis de cebadores. La unidn de proteinas de inicio a la secuencia de origen
de replicacion facilita la separacion de las hebras. Dos helicasas inducen la separacion de
las hebras inicialmente en el origen y luego avanzando en sentidos opuestos y creando dos
horquillas. Dos moléculas de ADN polimerasa comienzan la sintesis de un ARN cebador
para la hebra conductora en cada horquilla (Lewin, 2000; Sclafani and Holzen, 2007).
2.2.3.2 Origenes de la replicacion

La replicacion siempre comienza en puntos de la molécula de ADN con secuencias
caracteristicas. El caso de procariotas, el cromosoma tiene origen de replicacién unico,
[lamado oriC. En eucariotas como ya se ha comentado, la enorme longitud de los
cromosomas requiere la existencia de numerosos origenes de replicacion. El proceso de
replicacion se realiza en la unidad funcional del genoma denominada replicon. Cada
replicon contiene, pues, un origen de replicacion y se replica mediante dos horquillas.
Mientras en procariotas el cromosoma completo constituye un solo replicdn. En eucariotas
son numerosos y sufren la replicacion en forma casi simultanea (Alberts, et al., 2002;

Sclafani and T. M. Holzen, 2007).
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2.2.3.3 Proteinas de iniciacion

Tanto en procariotas como eucariotas, el origen de replicacion es reconocido por
varias moléculas proteicas. Que provocan el pliegue de la cadena de ADN y crean una
tension superhelicoidal negativa que facilita la separacion de las hebras, generalmente
ayudada por la abundancia de pares AT en esa region (Sclafani and T. M. Holzen, 2007).

2.2.3.4 Union entre la iniciacion y la elongacion

El desenrollamiento inicial en el tramo correspondiente al origen de replicacion, por
efecto de las proteinas de iniciacion debe continuar avanzando por delante de la
polimerasa, encabezando la horquilla de replicacion. Ademas que se van sintetizando las
hebras nuevas se debe de ir recuperando el enrollamiento de las nuevas dobles hélices. En
estas operaciones de desenrollamiento o relajamiento y enrollamiento o compactacién
intervienen diversas proteinas especializadas. EI complejo multiproteico formado por estas
y por las ADN polimerasas, que viaja asociada a cada horquilla y realiza la replicacion, se
conoce como replisoma (Cabrera and Sanchez, 2001).

a) Helicasas. Estas proteinas multiméricas (generalmente hexameros) se unen al

ADN en el origen y acttian separando sus dos hebras, un proceso que requiere la
hidrolisis simultanea de ATP. Se crean asi dos horquillas de replicacion.

b) Proteinas de union de hebra sencilla. Una vez separadas las hebras por la
helicasa, intervienen las proteinas de union al ADN de cadena sencilla, que
evitan el reapareamiento de las hebras. De esta forma las bases nitrogenadas
pueden acoger a los nucle6tidos que se incorporan en la replicacion. Se les

denominan como proteinas SSB (single strand binding proteins), en especial en
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d)

procariotas. En eucariotas desempefia esta funcion la proteina de replicacion
(RPA).

Tipoisomerasas. La separacion de las hebras ocasionadas por progresion de la
helicasa a lo largo de la cadena de ADN conlleva a la aparicion de
superenrollamientos  positivos por delante de la horquilla. Para aliviar esa
tension se requiere algin tipo de mecanismo giratorio; de lo contrario, el
superenrollamiento acumulado por delante de la horquilla impediria el avance
de la replicaciéon. Este problema se resuelve gracias a las topoisomerasas,
enzimas que alteran el estado de superenrollamiento del ADN sin modificar en
otros aspectos su estructura.

Primasa. Las ADN polimerasas no son capaces de iniciar la sintesis de una
molécula de ADN, es decir unir los dos primeros nucleétidos, sino sélo elongar
una hebra preexistente; por ello el inicio de la hebras nuevas requieren de un
cebador. Este es sintetizado por una polimerasa de ARN dirigida por ADN,
denominada primasa (de primer, cebador en ingles), que produce cadenas cortas
de ARN, complementarias de cada una de las hebras desemparejadas en el

origen de replicacion (Cabrera and Sanchez, 2001).

2.2.3.5 Elongacion

La replicacién no s6lo depende de la ADN polimerasa, sino de numerosas enzimas

y factores proteicos. Este conjunto de proteinas recibe el nombre de replisoma o complejo
de replicacion, se asocia entorno a la horquilla de replicacion para participar de forma en la
sintesis simultanea de ambas hebras. Mediante enzimas (ADN polimerasa) que sintetizan

ADN en direccion 5" a 37, al abrirse la horquilla una de las hebras progenitoras se expone el
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ADN en el sentido 3" a 57, por lo que la sintesis de su hebra complementaria transcurra
adecuadamente sobre la horquilla. A esta hebra se le llama conductora o guia (leading
strand), por el contrario la otra hebra se expone en sentido 5°a 3", por lo que no puede
actuar como molde a medida que avanza la horquilla. Esta requiere de un mecanismo en
particular que, en otras cosas, supone un desfase con la sintesis de la hebra conductora, por

lo que se llama hebra retardada o retrasada (lagging strand) (Alberts, et al., 2002).

La solucién al problema de sintesis de la hebra retardada se revel6 al observar que
durante la replicacion era posible aislar moléculas de pequefio tamafio de ADN recién
sintetizado (menor en eucariotas que en procariotas). Conocidas como fragmentos de
Okazaki. Se propuso un mecanismo que explicase la sintesis de la hebra retardada en
paralelo al desplazamiento de la horquilla de replicacion, consistente en la sintesis
discontinua de la hebra retardada; cada fragmento de okazaki corresponde a una porcién de
dicha hebra, cuando el avance de la horquilla ha liberado suficiente longitud de hebra
sencilla como para que la polimerasa la utilice como molde, en sentido 3"a 5°. La hebra
sencilla forma un bucle, enrollado sobre la propia enzima, para permitir la sintesis 5'a 3
propio de la polimerasa. Logicamente, la sintesis del fragmenteo de Okazaki requiere un
ARN cebador, sintetizado por una actividad primasa que viaja en la horquilla y que también
se sintetizo en el origen de replicacion el Unico cebador requerido por la hebra conductora
(Cabrera and Sanchez, 2001).

2.2.3.5.1 Maduracién de los fragmentos de Okazaki

Para completar la sintesis de la hebra retardada, deben de unirse los fragmentos de
Okazaki. Este proceso es denominado maduracion, requiere de la eliminacion de los

cebadores, la elongacion del fragmento adyacente para rellenar con ADN el fragmento
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dejado por cada ARN cebador y la unién y empalme de los extremos resultantes para dar
una hebra continua (Cabrera and Sanchez, 2001).

2.2.3.6 Terminacion, final de la elongacién

Este proceso no se conoce también como los anteriores. Se puede considerar,
conceptualmente, que la terminacién corresponde a varios aspectos. EI primero de ellos es
la finalizacion de la elongacion por la ADN polimerasa, que se verifica en las dos
horquillas de replicacion de cada replicon, previsiblemente cuando en su avance alcancen
a las horquillas respectivas de replicones adyacentes. Por otra parte como segundo
problema, falta por aclarar cuél es el nimero de replicones implicados simultdneamente en
la replicacion de cada cromosoma, asi como los mecanismos de control que coordina el
proceso en todos ellos (Alberts, et al., 2002).

2.3 RETROTRANSCRIPCION

La transcriptasa reversa, también conocida como ADNpolimerasa dependiente de
ARN, amplifica copias de ADNCc a partir de ARN, es decir forma un ADN de doble cadena
empleando un molde de ARN, esta reaccion se conoce como transcripcion reversa. (Alberts
et al. 2002). La transcripcion reversa (en inglés, retrotranscription o RT) llevada a cabo
junto con la reaccion con la reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR) es el método
con mayor capacidad de deteccién de los disponibles para la medida de la expresién génica
in vitro. La mezcla inicial contiene todos los componentes necesarios: muestras de ARN,
transcriptasa inversa, ADN polimerasa, cebadores y dNTPs. EI proceso comienza con la
sintesis de una hebra de ADNCc por la accion de la transcriptasa inversa, y en una segunda

etapa se desnaturaliza separandose el ADNc y puede comenzar la ampliacion segun el
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mecanismo de PCR normal, que amplifica o copia al ADNc por varios ciclos (Cabrera and

Sanchez, 2001).
2.4 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa, conocida por sus siglas en inglés como
PCR (Polymerase Chain Reaction), es una técnica utilizada en biologia molecular, cuyo
objetivo se fundamenta en la propiedad natural de la enzima polimerasa para replicar
hebras de ADN. Esta técnica utiliza dos oligonucledtidos, también Ilamados cebadores o
primers, de aproximadamente 20 nucleétidos de longitud, sintetizados por métodos
quimicos y cuyas bases son complementarias de los extremos iniciales y finales del
fragmento de ADN que se va a copiar. Se utiliza un oligonucleotido diferente para cada uno
de los dos extremos del fragmento de ADN, debido a que las hebras de ADN son copiadas
en direcciones opuestas ya que la replicacion siempre se realiza en un sentido 5° — 3’ en
cada una de las hebras de ADN. La copia de un fragmento de ADN se realiza en un periodo
de aproximadamente uno a dos minutos, y ésta se repite por lo menos 30 ciclos. Cada ciclo
consta de tres fases que se realizan a distinta temperatura: desnaturalizacion del ADN,
alineacion de los oligonucledtidos y por dltimo la extension sintesis del fragmento de
interés. En el primer ciclo se ha obtenido una copia del fragmento de ADN, en los ciclos

siguientes cada una de las copias del fragmento de ADN es copiada de nuevo, por esto se

dice que la amplificacion se realiza de forma exponencial (Paniagua, 2007).

Cada ciclo de reaccion requiere un breve calentamiento para separar las dos hebras
del ADN de doble hélice, la técnica depende de la utilizacion de una ADN polimerasa

especial, aislada de una bacteria termofila, que es mucho méas estable a temperaturas
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elevadas que la polimerasa comun, de modo que no se desnaturaliza por calentamientos
repetitivos (Cabrera and Sanchez, 2001). Cada ciclo requiere solo 5 minutos (el tiempo
depende del tamafio del fragmento que se planea amplificar. Los ciclo tienen tres pasos:
desnaturalizacion 72 seg a 90°C, alineacion 50 segundos a 54°C y extension 2 min a 74°C)
y el proceso completo es facilmente automatizable. EI método de PCR es extremadamente

sensible: en una muestra puede detectar una sola molécula de ADN (Alberts et al. 2002).

2.4.1 PCR en tiempo real:

Reaccion de PCR cuya principal caracteristica es que permite cuantificar la cantidad
de ADN o ARN presentes en la muestra original, o para identificar con muy alta
probabilidad, muestras de ADN especificas a partir de su temperatura de fusion (también
denominado valor Tm melting temperature). Se puede dividir en las técnicas basadas en
fluorocromos no especificos y técnicas basadas en sondas especificas. En las técnicas
basadas en fluorocromos, el ADN, gque ve multiplicada su cantidad con cada ciclo se une al
fluorocromo (generalmente SYBR Green) produciendo florescencia que es medida por el
termociclador apto para PCR en tiempo real, permite cuantificar s6lo una secuencia por
reaccion pero tiene la ventaja de utilizar cebadores normales para su realizacién (Alberts et

al. 2002).

Las técnicas basadas en sondas especificas utilizan una sonda unida a dos
fluorocromos que hibrida en la zona intermedia entre el cebador directo y el inverso,
cuando la sonda esta intacta, presentan una transferencia energética de fluorescencia por
resonancia (FRET). Dicha FRET no se produce cuando la sonda esta dafiada y los dos

fluorocromos estan distantes, producto de la actividad 5°- 3’exonucleasa de la ADN
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polimerasa. Esto permite monitorear el patron de fluorescencia y deducir el nivel de
ampliacion del gen. La mayoria de estos inconvenientes se han solucionado con la
introduccion del PCR realizado en tiempo real, que elimina cualquier proceso post-PCR
puesto que monitorea la progresion de la amplificacion en el momento en que ocurre. A
diferencia del PCR convencional, que mide la acumulacion de ADN al final de un nimero
predeterminado de ciclos, con PCR en tiempo real esto se hace durante el proceso de
ampliacién usando fluorescencia de forma que su aumento es proporcional a la cantidad de
ADN formada. EL proceso se puede automatizar facilmente usando un sistema que realice
la amplificacion (termociclador) y que a su vez sea capaz de medir leer la fluorescencia
(Alberts et al. 2002). Los resultados son calculados a partir de los ct (cycle threshol su
traduccion es ciclo umbral), es el primer ciclo del PCR en el que se detecta producto

amplificado.

2.5 TRANSCRIPCION

La transcripcion consiste en la sintesis de una molécula de ARN a partir de la
informacion genética contenida en la region codificante del ADN. Es decir dar lugar a una
copia de ARN a partir de una secuencia molde en una de las hebras de ADN. Se trata de un
proceso enzimatico catalizado en todos los organismos por una enzima ARN polimerasas

(polimerasas de ARN dependiente de ADN, o transcriptasa) (Lewin, 2000).

2.5.1 Tipos de Acidos Ribonucleicos (ARN)

ARN mensajero (ARNm).- es una molécula de ARN que contiene la informacion
genética procedente del ADN para utilizarse en la sintesis de proteinas, determina el orden

en que se uniran los aminodcidos, y transporta la informacion al sitio de sintesis de
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proteina. EI ARNm es codificado del ADN molde en secuencias de nucleotidos arreglados
dentro de codones, que consisten en tres bases cada uno. Este proceso requiere de dos tipos

de ARN: el ARN de transferencia y el ARN ribosomal.

ARN de transferencia (ARNt).- EI ARNt es una pequefia molécula de ARN
(contiene alrededor de 74 — 95 nucle6tidos) que transfiere aminodcidos especificos a la
cadena polipeptidica en crecimiento que se encuentra en el sitio ribosomal de la sintesis de
proteina, durante la fase de translacion, La enzima aminoacil-ARNt-sintetasa se encarga de
dicha unidn, en un proceso que consume ATP. Contiene una region de tres bases llamada
anticoddn que puede ser par de las correspondientes bases de la region del codén sobre el
ARNm, Cada molécula de ARNm puede ser unida Unicamente a un tipo de aminodcido,
pero el codigo genético contiene multiples codones que especifica al mismo aminoacido,
las moléculas de ARNTt tienen también diferentes anticodones que pueden llevar el mismo

aminoacido.

ARN ribosomal (ARNr).- es el componente central del ribosoma, la maquinaria de
la manufactura de proteinas de toda célula viviente. La funcion del ARNr es proveer un
mecanismo para descodificar al ARNm dentro de aminoacidos y para interactuar con los
ARNts durante la traduccion. EI ARNt entonces otorga los aminoacidos necesarios

correspondientes al apropiado codén del ARNm (Matheus, 2002).

2.5.2 Region estructural
Determina la expresion real del gen. Comprende dos tipos de secuencias, en funcion
de su capacidad de expresion: intrones o regiones no codificantes en el interior del gen, y

exones que incluye tanto las secuencias codificantes como las no codificantes de ambos
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extremos del gen. El conjunto de intrones y exones de la region estructural se transcribe
para dar lugar a un ARN Ilamado precursor o transcripto primario. Este requiere un proceso
adicional, posterior a la transcripcion, para dar nuevas moléculas de ARN. La mayor parte
de los transcriptos formados en eucariotas sufre dicho proceso, llamado maduracién
postranscripcional, siendo excepcion los ARNmM procarioticos, que se sintetizan
directamente en su forma funcional (Murray,2000).
2.5.3 Funcién reguladora

Sin funcion codificante, estd situada normalmente corriente arriba (es decir en el
extremo 57) de la regidn estructural. Contiene distintas regiones promotoras, encargada de
interaccionar con los factores de transcripcion proteicos para regular positiva o negativa el
inicio de la transcripcion. Para la formacion de ARNs se requiere la transcripcion y en su
caso la maduracién postranscripcional. Solo el ARNm, sirve como punto de partida para
sintetizar la proteina funcional codificada en el ADN Yy por tanto el producto génico. Ello
ademas de la transcripcion requiere de la traduccion o sintesis del polipéptido y en la
mayoria de los casos, el plegamiento proteico, necesario para su trafico al lugar de accién y
para el ejercicio de su funcion. Como consecuencia la definicidn del gen se ha ampliado: un
gen es el conjunto de secuencias de ADN de todo tipo, de estructurales (intrones y exones)
y reguladoras, necesarias para codificar un producto génico sea este un ARN maduro de
cualquier tipo o una proteina funcional (Cabrera and Sanchez, 2001).
2.5.4 Enzimologia de la transcripcion: mecanismo de la reaccion ARN polimerasa

Todos los organismos, procariotas y eucariotas, sintetizan ARN de acuerdo con una
reaccion catalizada por la ARN polimerasa (Murray, 2000).

El mecanismo de la reaccion fisiologica, catalizada por la transcriptasa, es

basicamente idéntico al de la ADN polimerasa. La reaccion global es la siguiente:
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ny ATP + n, GTP + ng CTP + ng UTP ------------ > ARN + (ny + ny + N3 + ny) P

La secuencia del ARN nuevo es idéntica a la hebra no molde del ADN, Unicamente
en lugar de timina (T) esta presente el uracilo (U). Por ello esta hebra se llama codificante o
informativa (corresponde a las bases del ARN y originara por traduccién la secuencia de
aminoacidos de la proteina) también se conoce como hebra no transcrita, hebra (con)
sentido y hebra positiva (+). Por otra parte con lo anterior la hebra de ADN molde se llama
ahora no codificante, no informativa, transcrita, antisentido o negativa (Murray, 2000).

2.5.5 Orientacién de la secuencia

La posicién de las base de cualquier gen o region del ADN relacionada con el
proceso de transcripcion siempre se refiera a la hebra no molde, codificante. Por convenio,
su orientacion es el sentido de la transcripcion. Los nucle6tidos de esta hebra siempre se
enumeran a partir del punto de inicio de la transcripcion al que se le asigna el valor +1 se
denomina el origen de la transcripcién los situados hacia el extremo 5°se dice que estan
corriente arriba y se indican con nimeros negativos consecutivos. Los nucleétidos en el
sentido de transcripcion, hacia el extremo 37, estdn corriente abajo y se indican con
nameros positivos continuos (Cabrera and Sanchez, 2001).

2.5.6 Caracter asimétrico

A diferencia de la replicacién donde las hebras se copian simultaneamente (caracter
simétrico), la transcripcion nunca se produce en forma simultanea en las dos hebras. Al
transcribirse el ARN a partir de una sola de las hebras del ADN, se dice que es un proceso
asimétrico. La informacion para la sintesis de los diferentes ARNs de la célula estan
repartidas entre ambas hebras del ADN, de este modo unos ARNSs se transcriben empleando

como molde unas de las hebras, mientras que otros se transcriben, en sentido opuesto, sobre
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la otra hebra. Las dos hebras de una region del ADN se transcriben en forma independiente
y no simultanea, portando mensajes genéticos diferentes, se dice entonces que contiene
genes solapantes (Cabrera and Sanchez, 2001).

2.5.7 Transcripcion en eucariotas y procariotas

Una gran mayoria de ADN genomico de eucariotas nunca se transcribe (ADN no
codificante). En procariotas la molécula de ARN mensajero resultante de la transcripcion
(transcrito primario) es ya funcional, no necesita pasar por el proceso de maduracion
postranscripcional y se utiliza inmediatamente como molde para la traduccién, en el mismo
compartimiento subcelular (puesto que no hay membrana nuclear). Existe por ello una
asociacion temporal y espacial intima entre transcripcién y traduccion; el ARN mensajero
puede empezar a traducirse antes de haberse completado su sintesis por transcripcion. Por
lo contrario la mayoria de los ARNts y ARNrs deben de sufrir maduracion, anadloga a la de

eucariotas (Alberts, et al., 2002.).

En eucariotas el transcrito primario, 0 ARN resultante de la transcripcion,
experimenta en el ndcleo la maduracion o procesamiento postranscripcional. Los ARNSs
maduros se transportan luego al citosol para participar en la traduccion. Existe por lo tanto,
una separacion espacial y temporal entre la transcripcién y la traduccion (Alberts, et al.,

2002.).

2.5.8 RNA polimerasas

En procariotas y organulos subcelulares (mitocondrias y cloroplastos de
eucariotas) se utiliza una sola ARN polimerasa (ARNpol) para sintetizar los 3 tipos de

ARN celular (ARNm, ARNt y ARNr). En el nucleo de eucariotas existen tres ARNs
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polimerasas diferentes (I, I1, 1) que sintetizan cada una distintos tipos de ARN (Paniagua,
et al., 2007).

2.5.9 Etapas del proceso de transcripcion

Para que tenga lugar la transcripcion es necesaria la presencia en la hebra molde
Ilamada unidad de transcripcion, que incluye la secuencia de ADN que se ha de transcribir
mas las dos secuencias consenso que la rodean (llamadas promotor y terminador). Tiene 3
fases iniciacion, elongacion y terminacion (Lewin, 2000).

2.5.10.1 Iniciacion

Es la etapa mas complicada de la transcripcion. Requiere la separacion de la hebras
del ADN en un pequefio tramo cercano a la secuencia promotora, para permitir que la ARN
polimerasa sintetice un fragmento corto de ARN (de unos 10 nucle6tidos) por apareamiento
con la hebra molde. La region del ADN que sufre este desenrollamiento parcial se llama
burbuja de transcripcion, esta forma el inicio y posteriormente, durante la elongacion, se
desplaza a lo largo del ADN junto con la ARNpol. Para la iniciacion también se requiere la
unién al ADN de proteinas Ilamadas factores de inicio de la transcripcion o factores de

transcripcion (TF) (Matheus, 2002).

2.5.10.2 Elongacion del ARN

La ARN polimerasa continta alargando la cadena del ARN mientras avanza por el
ADN, desplazando junto con ella la burbuja de transcripcién. EI complejo de la elongacion
ya esta formado por el ADN abierto, la ARNpol, y el ARN naciente. Durante el avance

continuo ocurre lo siguiente:

33



e Por delante de la polimerasa se separan las dos hebras del ADN por ruptura de los
puentes de hidrogeno (avance de la burbuja), la tensién creada por el efecto de
desenrollamiento debe de ser compensada por las topoisomerasas.

e La polimerasa alarga el ARN afiadiendo nucleétidos al extremo 3°del ARN
naciente. El Gltimo tramo permanece dentro de la burbuja (ARN-ADN).

Por detras de la polimerasa la cadena de ARN nueva se va separando de la hebra
molde de ADN, saliendo de la burbuja y quedando como ARN de cadena sencilla. EIl ADN
se vuelve a aparear en las dos hebras y se produce el enrollamiento de la doble hélice, de
nuevo asistido por las topoisomerasas (Cabrera and Sanchez, 2001).

2.5.10.3 Terminacién

La terminacion en eucariotas, en contraste con la terminacion en procariotas,
requiere s6lo un factor proteico eRF (factor de liberacion eucariético). Este Gnico factor
puede reconocer los tres codones de detencion (UAA, UAG, y UGA) (Matthews, et al.,
2002).

2.6 CRECIMIENTO

El metabolismo celular es llevado a cabo por proteinas reguladas a niveles de
transcripcion, traduccion y degradacion de proteina. El crecimiento de células dentro de
organos, tejido y animales es en esencia por hipertrofia e hiperplasia. Hipertrofia se refiere
al crecimiento del tamafio de la célula principalmente causado por incrementos en proteina
y contenido de ARN, mientras que hiperplasia es el incremento en nimero de células,
resultado del balance de proliferacion y apoptosis (Lawrence and Fowler, 1997). El proceso
del metabolismo de la proteina celular, incluye sintesis de proteina y degradacion, esto es

esencial para ambos tipos de crecimientos (Burrin et al., 1997).
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2.7 SINTESIS DE PROTEINA

2.7.1 Activacion de la sintesis de proteina

La sintesis de proteina en las células musculares es un proceso bien organizado en el
que participan varios componentes, en diferentes etapas bien definidas (Hayashi y Proud,
2007). La hormona de crecimiento (GH), Factor de crecimiento insulinico tipo 1(IGF-1) e
insulina, desde el medio extracelular y a través de sus receptores transmembrana, envian
sefiales hacia el interior de la célula para activar la maquinaria de sintesis. Una vez
ingresada la sefial, esta se transmite hacia el nucleo y ribosomas mediante una serie de
fosforilaciones en cadena de proteinas (GTPasas). El elemento central de esta cadena, e
iniciador de los genes de las proteinas musculares es un complejo molecular denominado

mTOR (blanco de la rapamicina en mamiferos) (Miyazaki and Karyn 2008).

El proceso de sintesis de proteina o traduccién se realiza en tres etapas: iniciacion,
elongacion y terminacién (Wang y Proud, 2006). En cada etapa participan factores de
traduccion que son activados o desactivados por alteraciones moleculares y estructurales
provocadas por su fosforilacion, reguladas a su vez por el complejo mTOR. Este controla al
menos tres tipos de componentes de la maquinaria de traduccion. El primero esta en 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.
En el segundo componente, la sefializacion de mTOR provoca la fosforilacién de la
proteina ligadora 1 (4E-BP1) del factor eucariético de iniciacion (elF4E) y su liberacion del
mismo (Hughes et al., 1999), el que una vez liberado se asocia con las proteinas elF4G para

formar el complejo de factores activos de la traduccion (Browne y Proud, 2002), en el
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tercer componente, mTOR controla las etapas de iniciacion y elongacion de la traduccion

(Wullschleger et al., 2006).

Hayashi y Proud, (2007), observaron en cultivos de tejidos que GH estimula
rdpidamente la sintesis de proteina y que este efecto es mediado por mTOR, puesto que
cuando se afadio el cultivo un inhibidor (rapamicina) de este complejo, inhibid la sintesis
de proteina previamente inducida por la GH. La activacion del complejo mTOR por GH se
inicia con la unién a su receptor en la membrana celular, lo cual incrementa la afinidad
entre la quinasa JAK2 (Janus familia de tirosina quinasa) y el receptor de GH, resultando en
la activacion de JAK2; la fosforilacion de las tirosinas en JAK2 y el receptor GH provoca la
formacion de sitios con alta afinidad para proteinas de esta cadena de sefializacion.
(Argetsinger, et al., 1993). Resultados de un estudio realizado por Hayashi y Proud, (2007)
demuestran que GH actla a través de la fosfatidil-inositol 3 quinasa (PI) y la proteina
quinasa B (PKB, también denominado Akt) para activar la cadena de sefializacion mTOR,
provocando la activacion de eEF2 y la formacion de los complejos elF4F. Esta informacion
muestra una interrelacion marcada entre GH y la maquinaria de sintesis de proteina

reguladas por mTOR.

2.8 REQUERIMIENTOS DE AMINOACIDOS

La determinacién de los requerimientos de aminoacidos para animales se ha
realizado de manera factorial incluyendo la velocidad de crecimiento, la composicion de los
aminoacidos de las proteinas musculares y las necesidades para funciones de
mantenimiento (NRC, 1998). En estas dltimas se considera la sintesis de enzimas y

hormonas de naturaleza proteica que participan en los procesos de digestion y absorcion de
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aminoacidos en la dieta y la sintesis de proteinas en las células. Es decir la estimacion del
requerimiento de cada aminoacido se hace suponiendo que estos son utilizados solamente
para formar proteinas, y no se toma en cuenta que también pueden participar alguna

funcién en forma libre.

Los requerimientos de lisina, treonina y metionina para cerdos se han estudiado
intensamente debido a que son el primer, segundo y tercer limitante, respectivamente, en
las dietas tipicas maiz, sorgo o trigo-pasta de soya. En contraste no se tiene ningln estudio
realizado para determinar las necesidades de otros aminoécidos como fenilalanina, leucina
y arginina. Los valores publicados en NRC (1998) son resultado de estimaciones realizadas
con base en el contenido de estos en las proteinas musculares. Pero resultados recientes
muestran que los AAs de cadena ramificada (leucina, isoleucina, y valina) forman parte de
los mecanismos de activacién de una cadena metabdlica responsable de la sintesis de

proteina (Blomstrand et al., 2006).

2.9 TRANSPORTADORES DE AMINOACIDOS

Los aminoacidos son necesarios para la supervivencia, intervienen en la sintesis de
proteina, regulacion del metabolismo, el crecimiento celular, y la produccion de energia,
entre otros. El paso de los aminoécidos a través de la membrana plasmatica es llevado a
cabo por proteinas llamadas transportadores que reconocen, unen y transportan a estos
amino&cidos del medio extracelular al interior de la célula o viceversa.

La clasificacion de los diferentes sistemas de transporte se hizo siguiendo criterios
de funcionalidad: tipo de aminoacido transportado y dependencia del i6n sodio. La

nomenclatura adoptada utiliza acronimos indicativos de la especificidad de sustrato y
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designa con mayusculas los sistemas sodio-dependientes y con minusculas los sodio-
independientes (Bannai et al., 1984). En el Cuadro 1 se presentan los sistemas de
transporte de aminoacidos en mamiferos.
2.9.1 Transportadores de aminoacidos cationicos

Han sido asociados 7 proteinas (asociados con 4 sistemas de transporte de AAC)
son responsables para la absorcidn por el epitelio del intestino delgado (Devés and Boyd,
1998; Krehbiel and Matthews, 2003). Estas proteinas son CAT1 (Sistema y), ATBo,
+(sistemaBo,+), bo,+AT y rBAT (sistema bo,+), y+LAT1, y+LAT2, y 4F2hc (sistema y+L)
(Devés and Boyd, 1998; Krehbiel and Matthews, 2003).

Los aminoacidos cationicos (AAC; lisina, arginina, e histidina) son considerados
para un optimo crecimiento (Titgemeyer et al., 1988; Merchen and Titgemeyer, 1992).
Poco es conocido sobre la expresion de las proteinas por el epitelio del intestino delgado
responsables para la absorcién de lisina y otros AAC libres de la digesta (Moe et al., 1987;
Matthews, 2000). La expresién del ARNm de CAT1 ha sido identificado en el epitelio del
intestino delgado en novillos (Liao et al., 2008), mientras que la expresion de ARNm para
los otros 6 proteinas trasportadores de AAC no han sido identificados (Liao et al., 2009).

Liao et al., (2009) realizaron un trabajo en el cual caracterizaron el patrén de ARNm
de los transportadores de AAC expresado por el crecimiento en ganado de carne en
alimentados con una dieta a base de alfalfa. Este estudio demostré que incrementos de
suplemento luminal de AA derivados de microbios ruminales reduce la capacidad de la
membrana apical y basolateral para el transporte de AAC, ARNm del transportador de
AAC represento la capacidad funcional.

En cultivos celulares el nivel de ARNm se incremento (3 veces) en repuesta a la

inanicion por nivel de aminoacidos y permanecio alta 24 hrs alta (Hyatt et al., 1997). Con
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la informacion revisada existe la hipotesis que la expresion de ARNm de los
transportadores de aminoacidos posiblemente esté relacionada con la tasa de sintesis de

proteina muscular, por lo tanto esta expresion podria ser un indicador.

2.10 MIOSINA

Los musculos estriados constituyen la mayor proporcién del peso de los animales y
el 80% es contabilizado por los dos tipos de proteina principal actina y miosina, que forma
los fragmentos delgados y gruesos de las fibras musculares. La molécula de miosina
consiste de dos cadenas pesadas (Sivaramakrishnan and Burke, 1982). Las dos cadenas
pesadas de un peso molecular de 200,000 Da se encuentran unidas con 4 cadenas ligeras de
un peso molecular de 17, 000 a 21, 000 Da. Ambas la cadena liviana y pesada exhibe un
polimorfismo que son tejidos especificos y desarrollo de estados especificos. Miosina de
cadena pesada o ligera estan representadas en el genoma como familias de multigenes en
varias especies incluyendo pollos, ganado vacuno, humanos, ratas, conejos y nematodos
(Robbins et al., 1982).

Los niveles de expresion del ARNm de MyoD1 y miogenina son representativo para
el numero de células satélites activas en masculos (Beilharz et al., 1992), lo cual puede ser
relacionado con la tasa de crecimiento muscular, por lo tanto estos genes pueden tener un
mayor efecto sobre muscularidad y crecimiento (te Pas and Visscher, 1994). La expresion

ARNmM de Miosina, podria ser indicador de la sintesis de esta proteina.
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Cuadro 1.- Sistema de transportadores de aminoacidos en mamiferos.

Sistema Isoformas Mecanismo Sustratos
de (cADNs
transporte clonados)
A ATA1 Cotransporte Gly, Ala, Ser, Cys, GIn, Asn, His, Met
ATA2 1Na+/AA Gly, Pro, Ala, Ser, Cys, GIn, Asn, His, Met
ATA3 Gly, Pro, Ala, Ser, Cys, Asn, Met
asc asc-1/4F2hc Antiporte Gly, Ala, Ser, Cys, Thr (Dy L)
asc-2/(?) Gly, Ala, Ser, Thr
ASC ASCT1 Antiporte Ala, Ser, Cys
ASCT2 Na+- Ala, Ser, Cys, Thr, GIn
dependiente
p°* b aT/rBAT Antiporte Lys, Arg, Ala, Ser, Cys, Thr, Asn, GIn, His,
Met, Ile, Val, Phe, Tyr, Trp, Cys-
BO BOAT-1 Cotransporte Leu, Ile, GIn, Phe, Ala, Pro, Cys, Val,
2Na+/AA Met, Ser, Asn, (His, Gly, Thr, Trp, Tyr)
BO,- ATBO,+ Cotransporte Ala, Ser, Cys, His, Met, lle, Leu, Val,
2Na+/1CI-/AA Phe, Tyr, Trp, (Lys, Arg, Thr, Asn, GIn)
B (BETA) GAT1 Cotransporte GABA
GAT2 2-3Na+/1Cl- GABA, betaina, Pro, B-Ala
GAT3 /AA GABA, betaina, taurina
GAT4 GABA, betaina
Gly GlyT1 Cotransporte Gly
GlyT2 2-3Na+/1Cl- Gly
/AA
IMINO PAT1 Cotransporte Pro, Gly, Ala, B-Ala, AIB, GABA
PAT2 1H+/AA Pro, Gly, Ala, MeAlIB
PAT3 (?) ?
L LAT-1/4F2hc Antiporte His, Met, Leu, Ile, Val, Phe, Tyr, Trp, (GIn)
LAT-2/4F2hc Ala, Ser, Cys, Thr, Asn, GIn, His, Met, Leu, Ile,
LAT-3 Val
Leu, Ile, Val, Phe, Met
N SN1 Cotransporte GlIn, Asn, His
SN2 Na+/AA GIn, Asn, His, Ser, Gly
acoplado a
H+-antiporte
T TAT1 Uniporte Phe, Tyr, Trp,
XAG EAAT1 Cotransporte Glu, Asp
EAAT2 (GLT1) | 3Na+/1H+/AA Glu, Asp
EAAT3 acoplado a Glu, Asp, Cys
EAAT4 K+-antiporte Glu, Asp
EAATS Glu, Asp
XC xCT/4F2hc Antiporte Glu, Cys-, (Asp)
y+ CAT-1 Uniporte Arg, Lys, His, O
CAT-2A/B Arg, Lys, His, O
CAT-3 Arg, Lys
CAT-4 (?) ?
y+L y+LAT- Antiporte Lys, Arg, GIn, His, Met, Leu
1/4F2hc 1Na+/AA Lys, Arg, GIn, His, Met, Leu, Ala, Cys
y+LAT-
2/4F2hc

(Adaptado de Gasol, 2004)

2.11 AMINOACIDOS DE CADENA RAMIFICADA

Loa aminoacidos de cadena ramificada son leucina, valina e isoleucina. Greenwood

y Titgemeyer (2000), mostraron que metionina, histidina y al menos uno de los
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aminoacidos de cadena ramificada fueron limitantes cuando la proteina microbial fue la
fuente predominante de suplementacion de AA en intestino delgado de novillos en
crecimiento. Estos autores fueron los primeros que reportaron que los aminoacidos de
cadena ramificada pueden limitar la retencion del nitrogeno de ganado alimentado con

dietas bajas en proteina no degradable en el rumen.

Leucina y valina, fueron aminoacidos limitantes en dietas a base de cascarilla de
soya que fue baja en proteina no degradable ruminalmente en novillos en crecimiento
(Loest, et al., 2001). Por otra parte en una dieta basada en cebada-trigo-concentrado de
proteina de soya, fue demostrado que valina es el primer limitante después de lisina,
metionina, y treonina (Theil et al., 2004).

Lordelo, et al., (2008) evaluaron el efecto de la adicion de isoleucina, valina o la
combinaciéon de los dos en dietas bajas en proteina en lechones. Encontrando que la
suplementacion de valina o la combinacién con isoleucina con adecuados niveles de lisina,
metionina, treonina y triptéfano es necesario para lograr el maximo comportamiento en
cerdos consumiendo dietas a base maiz-trigo-harina de soya.

Blomstrand et al. (2006) encontraron que el incremento en la disponibilidad de
aminoécidos de cadena ramificada estimula la traduccién de ARNms especificos en el
musculo en humanos durante la recuperacion de ejercicios de resistencia.

2.11.1 Leucina

Es uno de los amino&cidos de cadena ramificada. Wilson et al. (2010), demostraron
que la infusion parental de leucina activa al sistema activador de la sintesis de proteina
MTOR vy éste a la sintesis de proteina en musculo esquelético de cerdos neonatales, pero

ésta también fue dependiente de la disponibilidad de aminoacidos. Suryawan, et al. (2008),
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encontraron similar sensibilidad al incrementar los aminoacidos postpandrial en cerdos
neonatos y en particular leucina, este aminoacido incremento la sintesis de proteina en vivo
por incrementos en la activacion del mMTORCL y se reduce por decrementos de esta.

El efecto de leucina en la activacion de la sintesis de proteina parece estar asociada
también a la concentracion sérica de insulina. (Anthony, et al., 2002). La disponibilidad de
aminoacidos debe de ser importante en la fase inicial de la traduccién del mensajero (Bohe”
et al., 2003). Boheet al, (2001) encontraron que el incremento en la disponibilidad de
aminoacidos en humanos incremento la sintesis de proteina 30 minutos después de la
infusion. Aunque leucina es el Unico aminoacido al que se le ha encontrado relacion con la
activacion del complejo mTOR, la disponibilidad de otros aminoacidos debe influir en su

activacion.

Estudios en ratas muestran que los aminoacidos de cadena ramificada,
especialmente leucina, estimulan la actividad del mTOR, la quinasa S6 y los factores de
iniciacion de la traduccién (Kimball y Jefferson, 2004). La infusién de aminoacidos de
cadena ramificada o solo leucina en periodos, de 2 a 6 horas, increment6 la fosforilacion de
la quinasa S6 y 4E-BP1 en musculo esquelético de humanos (Greiwe et al., 2001). Aunque
leucina no ejerce efecto en la unién del ARNm con el ARNt para metionina (met-ARN{)
durante la fase inicial de la traduccion, este aminoacido parece estimular la union de los
factores indicadores de la sintesis al ARNm. Crozier et al., (2005) indican que leucina tiene
un efecto estimulador en el ensamble del complejo IFAE, un componente clave en la union
del ARNm durante la iniciacion de la traduccion, evidenciado por la fosforilacion de la

proteina ligadora elF4E (4E-BP1) y por la asociacion de elF4E con 4E-BP1 y elF4G. En
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general todos estos resultados indican que leucina afecta la cadena de sefializacion para la

sintesis de proteina.

2.11.2 Leucina en la activacion del mTOR (activacion de la sintesis de proteinas)

La leucina participa en la sintesis de proteina, activando al mTOR (sitio blanco de la
rapamicina) proteina que regula el inicio de la sintesis de proteina en respuesta a factores
de crecimiento, nutriente y aminoécidos (especialmente leucina). Los aminoacidos son
importantes en la sefializacion del mTOR. La sintesis de proteina en células de mamiferos
es un proceso complejo. Tienen una serie de reacciones que involucran la asociacion de las
subunidades ribosomales 40S y 60S, el ARN mensajero, ARN metionil (met-ARN),
cofactores (ej. GTP y ATP), y factores proteicos conocidos como factores de iniciacion
eucarioticos (elF), factores de elongacion, y factores de liberacién. La traduccion de ARNm
ocurre en 3 fases: 1) Iniciacion, el complejo que forma el elF4E con el 4EBP1, hace que el
elF4E no sea reconocido, leucina a través de mTOR promueva la fosforilacion del 4EBP1
liberando el elF4E y permitiendo la formacion del complejo elF4E-mARN que se une al
elF4G y después al 40S ribosoma. Se piensa que mTOR es una kinasa que fosforila al
4EBP1ly a la S1K6 (fig. 1y 2), ARN-met y ARNm se unen a la subunidad 40S ribosamal y
el 40S ribosomal se une a la subunidad 60s para formar un complejo ribosomal capaz de
realizar la traduccién. 2) Elongacion, el ARN de transferencia une aminoacidos e incorpora
dentro del polipéptido en crecimiento acorde al molde el ARNm; 3) Terminacion, donde la

proteina completada es liberada del ribosoma (Vary and Lynch, 2006).
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Como una estrategia para reducir la contaminacién por nitrégeno de suelos y aguas
se ha propuesto reducir el contenido de proteina cruda en los alimentos mediante la
reduccion del porcentaje de soya en la dieta y la adicion de aminoécidos sintéticos (lisina,
treonina, y metionina). Sin embargo, de manera consistente, la respuesta de cerdos
alimentados con dietas bajas en proteina base maiz — o sorgo-pasta de soya, es inferior a la
de animales que reciben dietas con niveles superiores de proteina cruda, a pesar de que en
ambos casos satisfacen los requerimientos de todos los aminoacidos esenciales (Cervantes
et al., 1995). En contraste, 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
(Pichardo, et al., 2003). Se especula que la disponibilidad de todos los aminoacidos a nivel

celular y equilibrio entre estos sean factores determinantes de esas diferencias.
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3. HIPOTESIS
El comportamiento productivo y la expresion de los genes de miosina y proteinas
transportadoras de aminoécidos (CAT y b%) pueden ser afectados por el contenido de

leucina y lisina en dietas a base de trigo en cerdos en crecimiento.
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4. OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la adicion de leucina y lisina a dietas a base de trigo en el
comportamiento productivo y expresion de los genes de miosina y transportadores de
aminoécidos cationicos (CAT y b®").

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar las variables del comportamiento productivo de los animales a los cuales se
les aplico diferentes niveles de lisina y leucina en el alimento.

Determinar la expresion de los ARN mensajeros de los genes que codifican para
miosina y para los transportadores de aminoécidos cationicos CAT y b0+.
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5. MATERIALES Y METODOS

El experimento se condujo en la Unidad Experimental Porcina del Instituto de
Ciencias Agricolas de la Universidad Autdnoma de Baja California. Se utilizaron 20 cerdos
cruzados (Landrace-Hampshire-Duroc) de un peso promedio de 16.4 £ 1.7 kg distribuidos
en 4 grupos (tratamientos) de cinco animales, con base en edad, peso inicial y camada, cada
tratamiento tenia cinco repeticiones (tres hembras y dos machos). Los 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 cada 7 dias; el consumo de alimento, la
conversion alimenticia y la ganancia diaria de peso  también se registraron con esta
frecuencia.

Los tratamientos fueron los siguientes: T1) dieta base con 95.64 % de trigo,
contiene de lisina, treonina y metionina para cubrir los requerimientos, T2) igual al T1 +
0.35 % de lisina sintética, T3) T1 + 0.15% de leucina sintética, T4) T2 + 0.15% de leucina.
El experimento tuvo una duraciéon de 28 dias. Se adiciond una mezcla de vitaminas y
minerales para cubrir 0 exceder sus requerimientos para cerdos de 10-20 Kg, La
composicion de las dietas experimentales se muestra en Cuadro 2.

5.1 SACRIFICIO Y TOMA DE MUESTRAS

A los 28 dias los cerdos fueron sacrificados, se tomaron muestras aproximadamente
0.5 g de tejido que se colocaron en tubos de 2 ml previamente identificados, los tejidos
fueron higado, intestino delgado (yeyuno) y de los mdsculos largo dorsal y semitendinoso,
los cuales se guardaron inmediatamente en nitrogeno liquido y se almacenaron a - 85°C

para su posterior extracciéon de ARN, después de la extraccién se continué con la
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transcripcion reversa (RT) y la cuantificacion del ADN por la reaccion en cadena de la
polimerasa en tiempo real (PCR tiempo real), todo esto para cuantificar la expresion de
genes de miosina y para los transportadores de aminoécidos catiénicos (CAT y b%) vy

correlacionarlo con los niveles de leucina en las dietas (0 y 0.15% de leucina sintética) .
5.2 ANALISIS DE LABORATORIO
5.2.1 Extraccién del ARN

La extraccion del ARN, se realizd mediante la técnica de Trizol Reagent
(Chomczynski and Sacchi, 1987). Se pulverizé 0.1 g de tejido en nitrgeno liquido, se
agregd 1 ml de Trizol y se homogenizo, dejando reposar a temperatura ambiente por 5
minutos. Después se afiadio 0.2 ml de cloroformo, se mezcl6 y se dejo reposar por 2-3 min.
Después se centrifugd a 10,000 rpm durante 15 minutos a 4 °C, la fase acuosa fue
transferida a un tubo estéril afiadiendo 0.5 ml isopropanol, se incub6 a temperatura
ambiente durante 10 minutos, enseguida se centrifugd a 10,000 rpm a 4 °C. Se removio el
sobrenadante para recuperar la pastilla y se le agregd un ml de etanol (100%). Después, se
centrifugo6 a 8,500 rpm a 4 °C, posteriormente se elimino el sobrenadante y se dejo secar la
pastilla. La pastilla fue resuspendida con 35 ul de agua estéril, por altimo se corrié un gel
de agarosa al 1.2% para verificar la integridad del ARN (Fig, 3). Todas las alicuotas fueron

almacenadas a -85 °C.
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Figura 3. Integridad del ARN de Higado, intestino y musculo.

5.2.2 Transcripcion Reversa (RT)

En un microtubo de 500 pl se colocaron los siguientes reactivos: 5 ul de ARN, 6 pl
de buffer 5x, 0.75 ul de DNAsa de 0.1 U/ul (Invitrogen), 18.25 ul de agua tratada con
DEPC (agua libre de DNAsa/ARNSsa), la reaccion se incub0 a temperatura ambiente 15 min
y después 5 min a 70 °C, se agreg6 a la reaccion 1 ul de random primer 0.15 pg/ml
(Invitrogen), 1 ul de DNP’s 10 uM, se incub6 a temperatura ambiente 5 min, después se
colocé en hielo mientras se afiadié 2 pl de buffer 5x, 3 ul de DTT 0.1 M, 1 pl de inhibidor
de ARNsa 10 U/ul, se homogenizé y centrifugd (10 seg). A continuacion la reaccion, se
incub6 a 42 °C 2 min, se afladié la enzima transcriptasa reversa 200 U/l (RT-Superscript
I11, Invitrogen) y se procedi6 a incubar a 42 °C por 50 min y a 70°C durante 15 min, al

finalizar la reaccién el ADNc fue guardado a -85 para continuar con la siguiente reaccion.

5.2.3 Reaccidn en Cadena de la Polimerasa en tiempo real (PCR en tiempo real)

El ADNc amplificado se cuantific6 con la técnica de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) en tiempo real (Sambrook and Russell, 2001), para esta reaccion se

disefiaron oligonucle6tidos para cada uno de los ARNms (Cuadro 2). Los ARNms fueron
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para muasculo: Ribosomal 18S (Rib), Miosina (Mio), transportadores de aminoacidos (CAT

y b%"), en intestino delgado Rib, CAT, y b%*, y en higado Rib, CAT, b®*.

En un espectrofotometro a 260 nm se leyo la concentracion de los ADNc obtenidos
mediante el procedimiento de retrotranscripcion descrito anteriormente. Con los valores de
concentracion obtenidos se realizaron diluciones de los ADNc para homogenizarlos a una

concentracion de 50 ng de ADNc/pl.

Para las reacciones de PCR cuantitativo se emplearon 50 ng de ADNC;
oligonucleodtidos especificos (sentido y antisentido), (Cuadro 3); a una concentracion final
de 0.10 uM de cada uno; se agregaron 12.5 pl de SYBR Green Supermix (Maxima™
SYBR Green/Rox qPCR Master Mix 2X, fermentas), esta mezcla contiene a la enzima
ADN polimerasa, un buffer con MgCl y Sybr-green; la reaccion fue completada a 25 pl con
agua libre de nucleasas tratada con DEPC. Las temperaturas de alineacién para la
amplificacion de los fragmentos de los ARNm fueron de 56 a 58 °C dependiendo de la Tm
(temperatura de fusion, es la temperatura a la cual la mitad del DNA se ha desnaturalizado,
de la muestra que estamos calentando) de los oligonucledtidos utilizados y se realizaron

con 45 ciclos de amplificacion.

Para la realizacion de cada uno de los ensayos de PCR cuantitativo se agruparon los
ARN mensajeros del mismo factor y tejido; ademas, en cada uno de los ensayos se
amplifico un fragmento de 295 pares de bases de ARN ribosomal 18S como testigo de la
calidad del ADNc. 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 andlisis de resultados fue MJ Opticom Monitor, versién 3.1.
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Cuadro 2. Composicion de las dietas experimentales

Dieta
Ingrediente Tl T2 T3 T4

Trigo 95.72 95.72 95.72 95.72
Pasta de soya - - - -

Lisina 0.90 1.35 0.90 1.35
Treonina 0.28 0.28 0.28 0.28
Metionina 0.10 0.10 0.10 0.10
Almidon 0.60 0.60 0.60 0.60
Leucina - - 0.15 0.15
Carbonato de Ca 1.35 1.35 1.35 1.35
Ortofosfato 0.40 0.40 0.40 0.40
Sal 0.35 0.35 0.35 0.35
Vit. Min. Premix® 0.20 0.20 0.20 0.20
Antibiotico 0.10 0.10 0.10 0.10

a Proporcioné por kilogramo de dieta: Vitamina A, 4800 Ul; vitamina D3, 800 Ul; vitamina E, 4.8 Ul;
vitamina K3, 1.6 mg; riboflavina, 4 mg; d-acido pantoténico, 7.2 mg; niacina, 16 mg; vitamina B12, 12.8 ug;
Zn, 64 mg; Fe, 64 mg; Cu, 4 mg; Mn, 4 mg; Y, .36 mg; Se, .13 mg.

Cuadro 3.- Oligonucledtidos utilizados para PCR tiempo real.

Gen Fragmento Sentido Fragmento Antisentido Tamafo
Fragmento

CAT-4 GTCGGTTGCAAAGACCATTT | GAGCGGTGCTGACAACAGTA 329 Kb

AY371320

BO-2 EF127857 | CGGAGAGAGGAUGAGAAGU | GCCCGCTGATGATGATGATGA | 562 Kb

MIO-2 AGAUUUCUGACCUGACUG TCTCCCTCCATCTTCTTC 340 Kb

MN_001123141

RIB-1 GGCCTCACTAAACCATCCAA | TCTCCCTCCATCTTCTTCCTTC 295 Kb

AY 265350
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5.2.4 Analisis Estadistico

Este experimento se condujo con un disefio bloques completos al azar (Steel y
Torrie, 1980) los datos se analizaron de acuerdo con el disefio utilizado y la comparacion de

medias se hizo mediante contrastes ortogonales y correlacion (SAS, 1998).

Modelo:

Yij=p+Ti+ B+

Donde:

Yij = Variable dependiente.

pn = Media poblacional.

Ti = Efecto del i-ésimo tratamiento.
B; = Efecto del i-ésimo bloque.

&j = Error experimental.

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

6.1 Comportamiento productivo

El resultado del comportamiento productivo se presenta en el Cuadro 4. La
interaccion entre leucina y lisina fue significativa para ganancia de peso (P = 0.046) y
conversion alimenticia (P = 0.027), y no hubo efecto significativo (P > 0.05) para ninguno
de los factores. Sin embargo, se detectd significancia estadistica (P < 0.05) en algunas
variables cuando se compard el efecto del nivel de cada aminoacido, manteniendo
constante el nivel del otro. La adicion de 0.15% de leucina a la dieta que no se adiciond con
lisina cristalina (T1 vs. T3) redujo (P < 0.05) la ganancia de peso, pero no hubo diferencia
(P > 0.10) cuando leucina se adicion0 a la dieta adicionada con 0.35% de lisina (T2 vs. T4).
Asimismo, la ganancia de peso tendio a incrementar (P < 0.10) cuando se adiciono lisina a
la dieta adicionada con 0.15% de leucina (T3 vs T4). La conversion alimenticia también se
deterior6 (P < 0.05) con la adicion de leucina sin lisina adicional (T1 vs T3), pero la
adicion junto de lisina mejord (P < 0.05) la conversion en la dieta adicionada con leucina
(T3 vs. T4). El consumo de alimento no se afectd por la adicion de ninguno de los

aminodcidos a la dieta.

Estos datos coinciden con lo encontrado por Garcia et al. (2009) y Mendez et al.,
(2009), quienes también observaron un efecto negativo en la ganancia de peso al
incrementar el nivel de leucina en dietas elaboradas en base a trigo, suplementada con los
aminoacidos limitantes, en cerdos en la etapa de crecimiento. En contraste, Suryawan, et al.
(2008) encontraron que al incrementar niveles de leucina en cerdos neonatos incrementaba

la sintesis de proteina. Sin embargo, es importante indicar que estos autores, a diferencia
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de Garcia et al. (2009) y Méndez, et al., (2009), hicieron infusiones de leucina en lechones
de 7 d de edad alimentados con leche materna y bajo condiciones de manejo y alimentacion

distintas a las que ocurren en la préctica.

Cuadro 4. Efecto de la adicién de leucina (Leu) y lisina (Lis) a la dieta en la ganancia diaria
de peso (GDP), consumo de alimento (CDA) y conversion alimenticia (CA) de cerdos en

crecimiento alimentados con dietas a base de trigo.

Aminoacido adicionado a dieta

Leucina, % 0.0 0.0 0.15 0.15 Efectos Principales, P =

Lisina, % 0.0 0.35 0.0 0.35 E.E. Leu Lis Leu x Lis

GDP, gd™®°¢ 0.607 0560 0.492 0573 0.064 0.098 0.575 0.046
CDA, kg-d* 1.24 1.18 1.11 1.20 0.117 0.331 0.837 0.188

CA®® 2.05 214 227 211 0111 0.074 0.462 0.027

% Efecto de adicién de leucina sin lisina adicional (T1 vs. T3): P < 0.05
® Efecto de adicion lisina con leucina adicional (T3vsT4) P<0.05
¢ Efecto de adicion lisina con leucina adicional (T3 vs T4): P <0.10

6.2 Expresion relativa de los ARNm
6.2.1 Expresion relativa de ARNm para b%*

En el Cuadro 5 se presentan los resultados de la expresiéon relativa de ARNm para
b%* en intesto delgado (yeyuno), misculos Largo Dorsal y Semitendinoso, e higado. En
intestino delgado (yeyuno) la adicion de leucina redujo la expresion del gen (P = 0.002), y
no se observo efecto por adicion de lisina (P = 0.738) ni por la interaccion leucina x lisina

(P = 0.343). En masculo largo dorsal aungue la adicion de leucina tendio a reducir (P =
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0.066) y hubo un incremento por efecto de lisina (P = 0.018) en la expresién de b%*, la
interaccion de leucina x lisina fue significativa (P = 0.003). En madsculo semitendinoso (P =
0.921) e higado (P = 0. 328) no se observo efecto por leucina, aunque se presentd una
reduccion en la expresién de b®* por la adicién de lisina en este masculo (P = 0.012) e

higado (P = 0.095).

Al comparar el efecto individual de cada aminoécido (Cuadro 5), en yeyuno tendid
a reducir ( P < 0.10) la expresion del ARNm de b%* al adicionar leucina en dietas sin
adicionar lisina sintética (T1 vs T3) y la redujo (P < 0.05) en dietas adicionadas con 0.35%
de lisina, (T2 vs T4). En musculo largo dorsal se increment6 (P < 0.05) la expresion
cuando se adiciono lisina sin adicion de leucina (T1 vs T2), no hubo efecto (P >0.05)
cuando se compar6 la adicion de lisina en dietas con adicion de leucina (T3 vs T4), en
contraste hubo una reduccion (P < 0.05) al adicionar leucina en dietas con adicion de
0.35% de lisina (T2 vs T4), sin embargo no se encontrd efecto (P > 0.05) en las dietas
donde se adiciondé leucina en dietas sin adicion de lisina (T1 vs T3). En mdsculo
semitendinoso tendid (P < 0.10) a reducir la expresion del gen cuando se adiciono lisina a
dietas sin adicion de leucina (T1 vs T2), y la redujo (P < 0.05) al adicionar lisina a dietas
donde se adiciond 0.15% de leucina (T3 vs T4). No se observé diferencias (P > 0.05) al
adicionar leucina a dietas sin (T1 vs T3) ni con la adicion de 0.35% de lisina (T2 vs T4). En
higado hubo una reduccién (P < 0.05) de la expresion al adicionar lisina a dietas con
adicion de 0.15% de leucina (T3 vs T4), sin embargo no se encontraron diferencias (P >

0.10) cuando se adiciond lisina sin leucina adicional (T1 vs T2).
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Cuadro 5. Efecto de la adicion de leucina (Leu) y lisina (Lis) en la expresion relativa del
gen de la proteina transportadora de aminoacidos b®* en intestino delgado (Yeyuno),
musculo largo dorsal (MLD), musculo semitendinoso (MST) e Higado de cerdos en

crecimiento (unidades: relacién moléculas de mARN del b%* y el 18S-rARN).

Aminoacido adicionado a la dieta, %

Leucina 0.0 0.0 0.15 0.15 Efectos Principales, P =

Lisina 0.0 0.35 0.0 0.35 E.E. Leu Lis Leu x Lis

Yeyuno ¢ 184.3 248.6 43.4 121 485 0.002 0.738 0.343
MLD ¢ 123.6 371.3 189.2 1505 384 0.066 0.018 0.003
MST ™ ¢ 80.3 45.2 81.0 42.4 124 0921 0.012 0.900

Higado ° 141.2 95.8 426.0 492 116.7 0.328 0.095 0.181

% Efecto de la adicion de lisina, sin leucina adicional (T1 vs T2) P < 0.05
® Efecto de la adicion de lisina, sin leucina adicional (T1vs T2)P<0.10
¢ Efecto de la adicion de lisina, con leucina adicional (T3 vs T4) P < 0.05
Y Efecto de la adicion de leucina sin lisina adicional (T1vs T3)P<0.10

® Efecto de la adicion de leucina con lisina adicional (T2 vs T4) P < 0.05

6.2.2 Expresion relativa de ARNm para la proteina transportadora de aminoacidos

cationicos, CAT

En el cuadro 6 se presenta la expresion relativa del gen de la proteina
transportadora de aminoécidos cationicos (CAT) en los diferentes tejidos intestino delgado
(yeyuno), masculo largo dorsal y semitendinoso, e higado. En intestino delgado (yeyuno)
no hubo diferencias estadisticamente significativas (P > 0.05) por los efectos de leucina,
lisina y la interaccion. En musculo largo dorsal hubo una tendencia a disminuir (P = 0.100)

la expresion de CAT por efecto de lisina y no tuvo efecto (P = 0.621) por leucina, Pero en
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musculo semitendinoso hubo incremento (P = 0.007) y reduccién (P = 0.023) en la
expresion por efecto de leucina, lisina, respectivamente. En higado tuvo una reduccion (P =
0.002) efecto de leucina e incremento (P = 0.001) por efecto de lisina, sin embargo se tuvo

una interaccién (P = 0.002) entre los dos efectos.

Al hacer comparaciones por tratamientos individuales en la expresion de CAT
(Cuadro 6), en yeyuno y musculo largo dorsal no se observaron diferencias (P > 0.05) con
la adicion de leucina con (T2 vs T4) o sin lisina adicional (T1 vs T3) o adicion de lisina con
(T3 vs T4) o sin leucina adicional (T1 vs T2). En musculo semitendinoso se tuvo una
reducciéon (P < 0.05) al adicionar lisina sin adicion de leucina (T1 vs T2), pero no hubo
diferencias (P > 0.10) cuando se adicion6 junto con leucina (T3 vs T4), tendié a aumentar
(P <0.10) en la expresion cuando se adiciond leucina a dietas sin lisina adicional (T1 vs
T3), también se elevo la expresion (P < 0.05) cuando se adicion6 leucina con adicién de de
lisina (T2 vs T4). En higado se tuvo un incremento (P < 0.05) al adicionar lisina a dietas sin
leucina adicional (T1 vs T2), en contraste no hubo diferencias (P > 0.10) cuando se
adicion¢ lisina con leucina adicional (T3 vs T4), hubo una reducciéon (P < 0.01) al
adicionar leucina a dietas adicionadas con lisina (T2 vs T4) y no se tuvo diferencias (P >

0.10) al adicionar leucina a dietas sin adicionar lisina sintética (T1 vs T3).

Aumentando lisina en las dietas no tuvo efecto en yeyuno, pero en masculo largo
dorsal y semitendinoso, aumento y disminuyo, respectivamente, la expresion del ARNm de
CAT. De acuerdo con Hyatt et al., (1997) era de esperase que con incrementos de los
niveles de aminoacidos hubiera una disminucién en la expresion de ARNm de CAT,
aunque el trabajo realizado por estos autores fue en cultivos celulares condiciones

diferentes a las de este experimento; ellos concluyeron que el nivel de ARNm se
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incrementd en repuesta a la falta de aminoacidos y permanecio alta durante 24 hrs.
También Liao et al., (2009), observaron que al adicionar aminoacidos derivados de
microbios, por infusion se redujo el transporte transmembrana del epitelio intestinal para
los aminoéacidos catidnicos, esto fue en ganado de carne alimentado con una dieta a base de

alfalfa.

Cuadro 6. . Efecto de la adicién de leucina (Leu) y lisina (Lis) en la expresion relativa del
gen de la proteina transportadora de aminoécidos CAT en intestino delgado (Yeyuno),
musculo largo dorsal (MLD), musculo semitendinoso (MST) e Higado de cerdos en

crecimiento (unidades: relacion moléculas de mARN del Cat y el 18S-rARN).

Aminoacido adicionado a la dieta, %

Leucina 0.0 0.0 0.15 0.15 Efectos Principales, P =
Lisina 0.0 0.35 0.0 035 EE. Leu Lis Leu x Lis
Yeyuno 10.0 17.9 12.9 21.0 5.6 0.601 0.178 0.982
MLD 69.1 137.7 68.2 1076 304 0.621 0.100 0.639

MST &2¢ 33.0 10.2 54.3 38.0 7.5 0.007 0.023 0.670

Higado *© 92.5 1914.9 36.2 3120 2024 0.002 0.001 0.002

% Efecto de la adicion de lisina, sin leucina adicional (T1 vs T2) P <0.05
® Efecto de la adicion de leucina sin lisina adicional (T1 vs T3) P <0.10
¢ Efecto de la adicion de leucina con lisina adicional (T2 vs T4) P <0.05
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6.2.3 Expresion relativa de ARNm para miosina

En el cuadro 7 se presenta la expresion relativa del gen de miosina en musculo largo
dorsal y semitendinoso. No hubo interaccion de lisina y leucina (P >0.05) para ninguno de
los masculos. En musculo largo dorsal hubo una disminucién por efecto de la adicion de
leucina (P = 0.000) y lisina (P = 0.052). En musculo semitendinoso hubo una reduccién en

la expresion de ARNm de miosina Unicamente por efecto de leucina (P = 0.015).

También en el cuadro 7, se compara el efecto del nivel de cada aminoacido
manteniendo constante el nivel del otro, en masculo largo dorsal hay una reduccion en la
expresion de miosina (P < 0.05) cuando se adiciono leucina sin lisina adicional (T1 vs T3)
y también se observo una reduccion (P < 0.05) al adicionar leucina a dietas con adicion de
lisina (T2 vs T4). Por otra parte hubo un decremento (P < 0.05) por la adicioén de lisina en
dietas con 0.15% de leucina sintética (T3 vs T4), sin embargo no hubo diferencias (P
>0.10) cuando se adiciond lisina a dietas sin adicion de leucina sintética (T1 vs T2). En
musculo semitendinoso se encontré una reduccién en la expresion de miosina (P < 0.05)
cuando se adiciond leucina en dietas sin agregar lisina sintética (T1 vs T3), pero no se
observaron diferencias (P >0.10) cuando se adicioné leucina y se agrego 0.35% de lisina
(T2 vs T4). Se observo un incremento (P < 0.05) cuando se adiciond lisina a dietas que
contenian leucina sintética (T3 vs T4), pero no se encontraron diferencias (P >0.10)

cuando se adiciono lisina a dietas sin leucina (T1 vs T2).

En las comparaciones por los tratamientos individuales, se observé una disminucion
(P<0.05) en la expresion de ARNm de miosina en musculo largo dorsal cuando se adiciond

leucina en la dieta sin adicion de lisina (T1 vs T3), y en musculo semitendinoso también
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se encontro una reduccion al adicionar leucina a dietas adicionadas con lisina (T2 vs T4).
Analizando por efectos principales (efecto por leucina, lisina, y la interaccion leucina x
lisina) también existié una reduccion en la expresion del ARNm de miosina cuando se
adiciono leucina, lo cual demostré un decremento de la sintesis de proteina esto se
contrapone con los resultados obtenidos por otros cuyos trabajos fueron realizados en
condiciones diferentes: Anthony, et al., (2001) realizaron un trabajo con ratas a las cuales
se les infusiond somatostatina y leucina en forma oral; Lynch et al., (2003) realizaron una
administracion aguda de I-leucina (0.27, 0.54, 1.35, 2.7, or 5.4 g/dl) también utilizaron
ratas; Lang, et al., (2005), realizaron infusiones intraperitoneales de lipopolisacaridos de

Escherichia coli y la posterior administracion oral de leucina.

Cuadro 7. Efecto de la adicion de leucina (Leu) y lisina (Lis) en la expresion relativa del
gen de miosina en masculo largo dorsal (MLD) y musculo semitendinoso (MST) de cerdos

en crecimiento (unidades: relacion moléculas de mARN de Miosina y el 18S-rARN).

Aminoacido adicionado a la dieta, %

Leucina 0.0 0.0 0.15 0.15 Efectos Principales, P =

Lisina 0.0 0.35 0.0 0.35 E.E. Leu Lis Leu x Lis

MLD * ¢ 358.9 333.8 1735 125 432 0.000 0.052 0.142

MST ¢ 146.8 146.0  59.7 1154 21.0 0.015 0.215 0.197

% Efecto de la adicion de leucina sin lisina adicional (T1 vs T3) P < 0.05
®Efecto de la adicion de leucina con lisina adicional (T2 vs T4) P <0.05
¢ Efecto de la adicion de lisina, con leucina adicional (T3 vs T4) P < 0.05
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6.2.4 Expresion relativa de ARNm para b®" CAT y miosina, en intestino delgado
yeyuno, MLD, MST e higado, Tratamientos vs Testigo

En el cuadro 8, se comparan todos los tratamientos contra el testigo, en la expresion
del ARNm de b% de intestino no se encontraron (P > 0.05) diferencias al comparar el
testigo con los tratamientos, mientras que para musculo largo dorsal hay un incremento (P
<0.01) al adicionar lisina sin leucina adicional (T1 vs T2), para los deméas tratamientos no
se encontraron diferencias (P > 0.05). Para musculo semitendinoso no se observaron
diferencias significativas (P> 0.05) en ninguno de los tratamientos. En higado se encontro

un efecto positivo (P <0.05) por la adicidn de leucina sin la adicion de lisina (T1 vs T3).

En la expresion de ARNm de CAT para intestino y muasculo largo dorsal no se
encontraron diferencias (P> 0.05) al comparar todos los tratamientos. En musculo
semitendinoso existe una reduccion (P <0.05) por la adicion de 0.35% lisina sin adicion de
leucina (T1 vs T2), por otra parte tendio a incrementar la expresion de CAT (P <0.10)
cuando se adiciond leucina y lisina cristalina (T1 vs T3), para T4 no hubo diferencias
(P>0.05). En higado hubo un aumento en la expresion de CAT cuando se adiciond lisina sin
la adicion de leucina (T1 vs T2) y para los demas tratamientos en este tejido no se

encontraron diferencias (P >0.05).

En masculo largo dorsal se observd un efecto negativo (P <0.05) en la expresion
de miosina por la adicion de leucina sin lisina (T1 vs T3) y también (P <0.01) en dietas que
se les adiciono leucina y lisina (T1 vs T4). En muasculo semitendinoso se encontré una
reduccion (P <0.01) en la expresion de miosina al adicionar leucina sin lisina, en los otros
tratamientos no se encontraron diferencias (P >0.05) al compararlos con el tratamiento

testigo. De la figura 3 a la 5 se comparan los tratamientos con respecto al testigo en
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musculo largo dorsal y semitendinoso, en la figura 3 la expresion del ARNm de b0+, fig. 4
CAT y fig. 5 miosina. En el cuadro 9 se muestra el nimero de moléculas por nanogramo de

ADNC.

Cuadro 8.- Efecto de la adicién de leucina (Leu) y lisina (Lis) en la expresion relativa del
gen de proteinas transportadoras y miosina, en intestino delgado (yeyuno), musculo largo
dorsal (MLD), musculo semitendinoso (MST) e higado de cerdos en crecimiento (testigo

vs tratamientos)’.

Tratamiento (T) 1 2 3 4
Leucina adicionada a la dieta, % 0.0 0.0 0.15 0.15
Lisina adicionada a la dieta, % 0.0 0.35 0.0 0.35
Yeyuno b+ 1.00 1.67 0.19 0.07
MLD b2 1.00 3.49 1.61 154
MST b%* 1.00 0.56 1.08 0.52
Higado b®*° 1.00 074 381 0.31
Yeyuno Cat 1.00 1.87 1.23 2.23
MLD Cat 1.00 2.62 1.28 2.08
MST Cat ¢ © 1.00 0.31 1.61 1.16
Higado Cat ° 1.00 46.01 1.65 7.83
MLD Miosina®¢ 1.00 1.00 053 0.05
MST Miosina " 1.00 096 0.41 0.78

! Relacion de los tratamientos respecto al testigo
% Efecto de la adicion de lisina (T1 vs T2) P<0.01
® Efecto de la adicion de leucina (T1 vs T3) P<0.05
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¢ Efecto de la adicion de leucina y lisina (T1 vs T4) P<0.01
¢ Efecto de la adicion de lisina (T1 vs T2) P<0.05

® Efecto de la adicion de leucina (T1 vs T3) P<0.10

" Efecto de la adicion de leucina (T1 vs T3) P< 0.01

9 Efecto de la adicion de lisina (T1 vs T2) P<0.10

Figura 3. Comparacién de la expresion relativa de b® en musculo largo dorsal y

semitendinoso (Relacion de los tratamientos respecto al testigo)

Exprexsion realtiva de b0+
testigo vs tratamientos
5.00
4.00
3.00 %
2.00 -
1.00 -
0.00 7 o =m B IR
T2 T3 T4 T2 T3 T4
-1.00
2,00 Mdsculo largo dorsal Musculo Semitendinoso
-3.00
** P <0.05
*P <0.10

Figura 4. Comparacion de la expresion relativa de CAT en mdasculo largo dorsal y

semitendinoso (Relacion de los tratamientos respecto al testigo)
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Exprexsion realtiva de CAT,
testigo vs tratamientos

5.00
4.00
3.00
2.00
1.00 j %

0.00 - -. ﬁ-—ﬁ
T2 T3 T4 T3 T4

Musculo largo dorsal Musculo Semitendinoso

-1.00
-2.00
-3.00

** P <0.05
*P<0.10
Figura 5. Comparacién de la expresion relativa de Miosina en musculo largo dorsal y

semitendinoso (Relacion de los tratamientos respecto al testigo, testigo = 0)

Exprexsion realtiva de Miosina,
testigo vs tratamientos

5.00

4.00

3.00

2.00

1.00
* Xk * %k * %

000 T - T T T T T |
T3 T2 !

) T4
-1.00

-2.00

Musculo largo dorsal Mdsculo Semitendinoso

-3.00

**P<0.05
*P<0.10



Cuadro 9. Expresion de ARNm para b0+, CAT y miosina, en intestino delgado (yeyuno),
masculo largo dorsal (MLD), musculo semitendinoso (MST) e higado (moléculas por

nanogramos de ADNC).

Tratamiento (T) 1 2 3 4

Leucina adicionada a la dieta, % 0.0 0.0 0.15 0.15
Lisina adicionada a la dieta, % 0.0 0.35 0.0 0.35
Yeyuno b%* 827433 349249 214338 99324
MLD b%* 1025167 1168539 1020600 883150
MST b%* 57892 67110 66340 36942
Higado b®* 23404 23062 93554 35294
Yeyuno Cat 110740 87572 149368 288983
MLD Cat 561300 442089 562561 587215
MST Cat 24788 14768 23488 32705
Higado Cat 16329 327589 9412 170732
MLD Miosina 2751300 2032711 1034730 21998
MST Miosina 142193 317723 75933 81277

En el cuadro 10 se muestra el anélisis de correlacion de la expresion de ARNm de
las proteinas transportadoras de aminoacidos (b** y CAT) en intestino delgado, mésculo
largo dorsal y semitendinoso y miosina en los mismos musculos, con la ganancia diaria de
peso y conversion alimenticia. La expresion de la proteina transportadora b®" en intestino
delgado y musculo largo dorsal no tuvo relacion (P > 0.05) con ninguna de las variables
(GDP y CA), pero hubo una tendencia (P <0.10, r = 0.469) para musculo semitendinoso en
relacion con CA. En la expresion de CAT no se encontro relacion (P > 0.05) con ninguno

de los tejidos. No se observo relacion entre la expresion de miosina en muasculo largo dorsal
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(P > 0.05) con la GDP y CA en ninguno de los tejidos, pero en musculo semitendinoso se
observo una tendencia (P < 0.10, r = 0.445) en GDP.

Cuadro 10. Analisis de correlacion de proteinas transportadoras de aminoacidos (b0+ y
CAT) y miosina, con ganancia de peso y conversion alimenticia.

GDP (') Valor P * CA (1) Valor P
b%*
Intestino delgado 0.3090 0.2439 -0.35380 0.1788
Mdsculo largo dorsal -0.1236 0.6485 0.03951 0.8845
Musculo semitendinoso -0.3864 0.1393 0.46923 0.0667
CAT
Intestino delgado 0.25781 0.3350 -0.41750 0.1076
Musculo largo dorsal 0.24813 0.3541 -0.1716 0.5251
Musculo semitendinoso -0.3563 0.1755 0.17303 0.5216
Miosina
Musculo largo dorsal 0.05484 0.8401 -0.0756 0.7809
Mdusculo semitendinoso 0.44521 0.0840 -0.1730 0.5216

't = coeficiente de correlacion
2 P = valor de P obtenido de la prueba de correlacién

En el cuadro 11, se muestra el analisis de correlacion entre la expresion relativa de
proteinas transportadoras de aminoacidos y la expresion de genes de miosina en musculo
largo dorsal y semitendinoso. La expresion de la proteina transportadora b® en intestino
delgado se correlaciond con la expresion de miosina de musculo largo dorsal (P < 0.05),
pero no con miosina en masculo semitendinoso (P > 0.05), la expresién de b® en mésculo
largo dorsal y semitendinoso no presentd relacion (P > 0.05) con miosina en ninguno de los
dos musculos. La expresion de CAT en intestino delgado y musculo largo dorsal no hubo
relacién (P > 0.05) con miosina en musculo largo dorsal y semitendinoso. Tiende a haber
una correlacion (P < 0.10) cuando la expresion de CAT en musculo semitendinoso es

relacionada con miosina en musculo semitendinoso.
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Cuadro 11. Analisis de correlacion de proteinas transportadoras de aminoacidos en
intestino delgado (b®" y CAT), musculo largo dorsal y semitendinoso, con la expresion de

miosina en musculo largo dorsal y semitendinoso.

Miosina
Mdasculo Mdsculo
largo dorsal semitendinoso
(rh Valor P 2 (r) Valor P

b

Intestino delgado 0.52059 0.0387 0.3924 0.1328

Musculo largo dorsal 0.25379 0.3429

Musculo semitendinoso -0.13305 0.6233
CAT

Intestino delgado -0.29931 0.2601 -0.37233 0.1556

Musculo largo dorsal -0.007 0.9795

Musculo semitendinoso -0.45538 0.0763

1t = coeficiente de correlacion

2P = valor de P obtenido de la prueba de correlacién

Los resultados indican que hay una reduccidén en la sintesis de proteina al
incrementar el nivel de leucina en las dietas, estos resultados son opuestos a los
encontrados por varios autores (Anthony et al., 2001; Lynch et al., 2003; Lang and Frost,
2005; Dreyer et al., 2008; Drummond et al., 2008; Sreekumaran y Short, 2005; Liu et al.,
2006). Esta diferencia se atribuye al hecho de que los estudios referidos se realizaron en
humanos, ratas o en condiciones diferentes a las que se tienen en animales de rapido
crecimiento. Ademas, es probable que Leucina haya interactuado con Isoeucina o Valina
durante su absorcion intestinal o en su ingreso a la célula para la sintesis de proteina,

debido a que los tres poseen una estructura quimica semejante (Liu et al., 2006).
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/. CONCLUSION

Al adicionar leucina a dietas a base de trigo adicionada con lisina, metionina y
treonina para llenar los requerimientos en cerdos en crecimiento hay un efecto negativo en
el comportamiento productivo, y a nivel celular con la expresion de los genes relacionados
con la sintesis de proteina en las dietas adicionadas con leucina. Quizas esto se deba a que
leucina interactué con isoleucina y valina, ya que estos contienen una estructura quimica
semejante y compitan por el transporte en el epitelio intestinal o para pasar la membrana

celular, reduciendo asi la sintesis de proteina.
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