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RESUMEN 

 

Debido a que los aminoácidos (AA) en proteínas intactas de la dieta están disponibles 

para absorción en intestino delgado varios minutos después que AA libres, se especula 

que la abundancia de sus transportadores es diferente que cuando se incorporan en 

forma libre. Este experimento se realizó para evaluar el efecto de la forma (libre vs. 

Proteína intacta) en que se incorporan los AA en la dieta en la expresión de los 

transportadores de AA b0,+, y+L (AA catiónicos) y B0  (AA neutros), se analizaron las 

diferencias de expresión en los segmentos intestinales  (duodeno, yeyuno e íleon) de 

cerdos en crecimiento. Se utilizaron 8 cerdos de raza Landrace x Duroc x Yorkshire (25 

+ 1.5 kg), distribuidos en dos tratamientos de acuerdo a su sexo, peso, edad y camada: 

T1, dieta base trigo adicionado con los aminoácidos libres His, Ile, Trp, Leu, Lys, Met, 

Phe, Thr y Val (AAL); y T2, dieta trigo-pasta de soya (los aminoácidos están  incluidos 

en la proteína de la soya, AAP). Ambas dietas se formularon para cubrir el 100% de los 

requerimientos del NRC para cerdos en crecimiento. El experimento tuvo una duración 

de 21 días. Los resultados de expresión en cada uno de los segmentos de mucosa 

intestinal fueron: en duodeno, la expresión del transportador b0,+ fue mayor en cerdos 

con proteína intacta (P=0.036) comparado con la dieta de AA libres; en íleon la 

expresión del transportador y+L tendió a ser superior en cerdos con AA libres (P=0.98). 

La expresión de los transportadores fue mayor en yeyuno que en los otros segmentos 

intestinales. En conclusión la forma en que se adicionan los AA en la dieta afecta su 

expresión de cada transportador de AA en los diferentes segmentos intestinales. 

 

Palabras clave: aminoácidos, b0,+, y+L  y B0  
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ABSTRACT 
 

Because the amino acid (AA ) in intact dietary protein are available for absorption in the 

small intestine several minutes after AA free , it is speculated that the abundance of its 

transporters is different than when incorporated in free form. This experiment was 

conducted to evaluate the effect of the form (free vs. Intact protein) in which AA are 

incorporated in the diet in expressing transporters AA b0,+ , y+L ( AA cationic ) and B0 

(AA neutral) , differences in expression in intestinal segments (duodenum , jejunum and 

ileum) of growing pigs were analyzed. 8 pigs Landrace x Duroc x Yorkshire (25 + 1.5 

kg), divided into two treatments according to their sex, weight, age and litter were used: 

T1, basal diet supplemented with wheat free amino acids His, Ile, Trp, Leu, Lys , Met, 

Phe , Thr and Val ( AAL ) and T2, diet wheat-soybean (amino acids are included in the 

soy protein , AAP). Both diets were formulated to meet 100 % of NRC requirements for 

growing pigs. The experiment lasted 21 days. The results of expression in each of the 

segments of intestinal mucosa were: duodenum, b0,+ transporter expression  was higher 

in pigs with intact protein (P = 0.036) compared with diet free AA ; expression ileum y+L 

transporter tended to be higher in pigs with free AA (P = 0.98). Transporter expression 

was higher than in the other jejunal intestinal segments. In conclusion, the way the AA 

are added in the diet affects the expression of each transporters AA in the different 

intestinal segments. 

Keywords: amino acids, b 0, +, y+L and B0 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

Una función importante de la producción animal es proveer proteína de alta calidad 

para la alimentación humana. Por ello es necesario mejorar la nutrición de los cerdos y 

aumentar su eficiencia productiva. Una estrategia para conseguir ambos propósitos 

consiste es diseñar programas de alimentación con dietas bajo el concepto de “proteína 

ideal”, que se refiere a la cantidad de proteína en la dieta, que debe tener una 

adecuada relación de los aminoácidos (AA) cubriendo las necesidades del animal 

tomando como referencia a Lisina (Lys) (Lewis, 2001), que es el  primer aminoácido 

limitante en la mayoría de las dietas con base a cereal-pasta de soya para cerdos 

(NRC, 1998) no obstante arginina (Arg) y leucina (Leu) son suministrados en exceso. 

Arg y Lys son absorbidos por el enterocito, con una alta afinidad, por transportadores 

b0,+ independientes de Na (Majumder et al., 2009). El sistema b0,+ es el transportador 

más importante para AA catiónicos expresado en células epiteliales (Palacin et al., 

2001). El sistema b0,+ intercambia Leu por Lys (Torras-Llort et al., 2001), indicando que 

la absorción intestinal de Lys es acoplada con el flujo de salida de Leu.  

Debido a que los AA unidos a proteína deben ser liberados por enzimas pancreáticas e 

intestinales antes de su absorción, los AA libres pueden ser absorbidos rápidamente y 

su disponibilidad para la síntesis de proteína podría ser más alta (Rerat et al., 1992). 

Hatzoglou et al. (2004), realizaron estudios in vitro, encontrando que la expresión de 

transportadores de AA catiónicos se reguló por el contenido de AA catiónicos. 

Asumiendo que la expresión de los transportadores de AA representa plenamente su 



11 
 

actividad (Dave et al., 2004; Hatzoglou et al., 2004); esto es asumiendo que la 

concentración de AA libres en el contenido intestinal y el fluido extracelular de hígado y 

músculo afecta la absorción y la entrada celular de AA en cerdos, que a su vez puede 

afectar su disponibilidad y el rendimiento de los cerdos. Estudios recientes indican que 

el nivel de AA en dietas típicas para cerdos afecta la expresión de sus transportadores 

específicos a nivel celular (García-Villalobos et al., 2012; Cervantes-Ramírez et al., 

2013; Morales et al., 2013). Debido a que los AA en proteínas intactas de la dieta están 

disponibles para absorción en intestino delgado tiempo después de los AA libres, se 

especula que la abundancia de sus transportadores es diferente cuando se incorporan 

en forma libre. 
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2. ANTECEDENTES  

 

2.1. SITUACIÓN ACTUAL DE LA NUTRICIÓN EN CERDOS  

 
La nutrición porcina es una ciencia en evolución permanente. Lo demuestran la enorme 

cantidad de trabajos científicos que se publican cada año y el gran número de equipos 

de investigación que en diferentes universidades, empresas y otros centros en todo el 

mundo están trabajando en líneas de investigación relacionadas con esta área. Como 

consecuencia, en los últimos años produjeron avances importantes en los sistemas de 

evaluación nutricional de materias primas, en la estimación y el conocimiento de los 

requerimientos de los animales, en la tecnología de fabricación de piensos, o en el tipo 

de materias primas y aditivos que se utilizan en las dietas (Borja y Mendel, 1998). La 

alimentación de los animales en el sistema intensivo representa del 65 al 70 % del 

costo de producción, por lo que debe ser muy eficiente en el uso de los ingredientes y 

la formulación de sus dietas, aunado a una buena determinación de los requerimientos 

nutricionales y el análisis correcto del contenido de nutrientes. Los requerimientos 

están influenciados por una combinación del potencial de crecimiento y el consumo 

voluntario, los cuales requerirán cambiar la concentración del nutriente en la dieta y 

conocer los requerimientos de los cerdos en base a una cantidad por día (Dritz et al., 

1997). 
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2.2. PROTEÍNA INTACTA EN LA DIETA DE CERDOS  

 
Las dietas típicas para cerdos contienen la cantidad de proteína adecuada según los 

requerimientos nutrimentales para el máximo crecimiento por etapa productiva. Para 

cubrir estos requerimientos se han propuesto diversos sistemas para formular las 

dietas para cerdos, uno de estos es “proteína ideal”, que se refiere a la cantidad de 

proteína en la dieta, que debe tener una adecuada relación de los aminoácidos 

cubriendo las necesidades del animal tomando como referencia a Lisina (Lewis, 2001) 

el cual es el primer aminoácido limitante en nutrición de cerdos. 

Los animales requieren dietas que contengan un nivel de proteína adecuado para su 

óptimo crecimiento. Katz et al. (1973) alimentaron cerdos en crecimiento con dietas 

maíz-pasta de soya con 16% de PC, es decir 3 unidades debajo de su requerimiento de 

proteína, y observaron una menor ganancia de peso comparado con los cerdos 

alimentados con dietas con los mismos ingredientes pero con 19% de proteína cruda. 

Esto indica la necesidad de ofrecer a  los cerdos la cantidad de proteína que requieren. 

Por otra parte es importante tomar en cuenta los ingredientes de las dietas para evitar 

un comportamiento productivo bajo, ya que, animales que se alimentaron con dietas 

sorgo-pasta de soya tuvieron un comportamiento productivo diferente los que fueron 

alimentados con maíz-pasta de soya (Trujillo et al., 2007). En ese caso, debido a que el 

perfil de aminoácidos de ambos  granos es diferente, se estima que los animales que 

recibieron la dieta con sorgo, emplearon menos eficientemente los AA de la dieta, y a 

que el sorgo contiene otros factores antinutricionales (taninos) que no están presentes 

en el maíz e interfieren con la digestión y la absorción de la proteína (de Blas et al., 

1999).   
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2.3. AMINOÁCIDOS EN LA NUTRICIÓN DE CERDOS 

 

Los aminoácidos son las principales unidades estructurales de las proteínas, estos se 

unen para formar cadenas de péptidos y proteínas. En general, existen 20 aminoácidos 

diferentes en las proteínas. La función principal de los aminoácidos de la dieta es que 

estos sean empleados para sintetizar las proteínas de los tejidos en los animales 

(Lewis 2001). Además, se ha propuesto que ciertos aminoácidos se consideren como 

moléculas funcionales de gran importancia para el metabolismo, por ejemplo pueden 

actuar como moléculas de señalización para regular la traducción del ARNm (Wu G, 

2009), otros están implicados en la regulación de la función inmune directa o 

indirectamente (Li et al.,2007); y algunos son precursores importantes para la síntesis 

de neurotransmisores y hormonas ( Wu G., 2009; Heger J. 2003). 

2.3.1. AMINOÁCIDOS ESENCIALES Y NO ESENCIALES  

 

De acuerdo a las necesidades de AA en la dieta de los animales, los AA se clasifican 

en nutricionalmente esenciales (AAE) y no esenciales (AANE). AA esenciales son los 

AA que no pueden ser sintetizados de novo por el organismo en las cantidades y 

velocidad que este los requiere, por lo que deben ser proporcionados en la dieta; los 

AA no esenciales si pueden sintetizar de novo en cantidades adecuadas para cumplir 

con los requisitos del organismo (El Idrissi 2008; Lupi et al. 2008; Novelli and Tasker 

2008; Phang et al. 2008). El metabolismo anormal de un AA perturba la homeostasis 

del cuerpo entero, el crecimiento y el deterioro del desarrollo, e incluso puede causar la 

muerte (Orlando et al., 2008; Willis et al., 2008;  Wu et al., 2004c). Por lo tanto, el uso 
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eficiente de los AA, mejora el crecimiento y reduce la adiposidad en los animales 

(Suenaga et al.,2008 ; Wu et al., 2007a , b , c ). 

 

2.4 ABSORCIÓN INTESTINAL  

 
Después de la digestión, los péptidos resultantes y aminoácidos son absorbidos por los 

enterocitos del intestino delgado (Adibi et al., 1967). Dentro de los enterocitos los 

péptidos son hidrolizados, y los aminoácidos resultantes se liberan al torrente 

sanguíneo. En sangre, los aminoácidos son transportados a los tejidos en donde sirven 

para la síntesis de nuevas proteínas, como precursores de moléculas bioactivas, y para 

la generación de energía (CITA, Figura 1). En el riñón, los aminoácidos libres se filtran 

y reabsorben posteriormente para evitar el desperdicio de metabolitos valiosos 

(Christensen, 1990)  
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La absorción de AA de la digesta se lleva a cabo en el intestino delgado (Bergen, 1978; 

Krehbiel). El transporte de aminoácidos para su ingreso o salida de la célula es 

realizado por varias proteínas de membrana que se conocen como "sistemas de 

transporte de proteínas”, estos son similares en varios tipos de células. Por primera vez 

Oxender y Christensen  (1963) reconocieron, en células no epiteliales, que los sistemas 

de transporte de AA aceptan grupos de éstos con características comunes en lugar de 

AA individuales. 
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Cada tipo celular de un organismo contiene una combinación determinada de 

transportadores en sus membranas (Palacín et al., 1998). Esta combinación depende 

de su función biológica y es el resultado de la presencia de los sistemas de transporte 

ubicuos en alguna de sus variantes (p. ej. sistemas A, ASC, L, y+, XAG) y de los 

sistemas de transporte tejido-específicos (p. e. sistemas B0,+, Nm, b0,+; Palacín et al., 

1998). 

En resumen, los transportadores de AA permiten que los AA estén disponibles en la 

célula para la síntesis de proteína, regulación del metabolismo, crecimiento celular y 

producción de energía. Por lo que además actúan equilibrando la concentración de 

aminoácidos a nivel celular (Whittemore, 2001). 

2.5. MECANISMO Y TRASPORTE DE AMINOÁCIDOS  

 

Actualmente, de acuerdo con su función, y de acuerdo con (Gasol, 2004), los 

transportadores de aminoácidos se pueden clasificar en: 

a) Transportadores de alta capacidad de acumulación (EAAT, transportadores 

acoplados a Na+ y Cl-): es el caso de los transportadores de neurotransmisores 

(sistema XAG -, sistema Gly), que mantienen altas concentraciones de gradiente de 

sustratos en el riñón; o los transportadores apicales que median la reabsorción de 

aminoácidos en el epitelio (sistema B0,+).  

b) Transportadores de débil capacidad de acumulación (ATA, SN, CAT, TAT): son 

transportadores asociados al cotransporte de Na+ o H+, o bien uniporters. Parecen ser 

implicados en mantener altas concentraciones citosólicas de aminoácidos no 
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esenciales (sistema A, sistema N) para permitir posteriormente la entrada de 

aminoácidos esenciales por otros transportadores (intercambiadores). La abundancia 

de uniporters (sistema y+, sistema T) es muy baja debido, a quizás ser un mecanismo 

que no protege a la célula de la pérdida de metabolitos importantes ya que cambios en 

el contenido de aminoácidos en el plasma se trasladan al contenido intracelular. 

c) Antiporters o intercambiadores (LAT, y+LAT, xCT, b0,+AT): constituyen la gran 

mayoría de los transportadores de aminoácidos en mamíferos. Preferentemente, 

intercambian aminoácidos no esenciales por aminoácidos esenciales. Permiten generar 

asimetrías, clave para el flujo vectorial de aminoácidos. Un ejemplo es la reabsorción 

de aminoácidos en el riñón (sistema b0,+, sistema L, sistema y+L).  

 

2.5.1. SISTEMA B0,+AT/RBAT 

 

El principal transportador de aminoácidos catiónicos en la membrana apical de los 

riñones y el intestino es un transportador heteromérico rBAT/b0,+AT (Palacin et al., 

2001) (cuadro 1). Es el equivalente molecular del sistema de transporte renal e 

intestinal de AA catiónicos. La proteína rBAT es una glicoproteína de membrana tipo II 

con un gran dominio extracelular que está relacionado con glucosidasas bacterianas. 

Se compone de 685 aminoácidos y está altamente glucosilada (Bertran et al., 1993, 

Tate et al., 1992,  Wells RG, Hediger MA. 1992). El b0,+AT es una proteína 

transmembrana politópica, compuesto de 487 aminoácidos (masa molecular -50 kDa) y 

12 hélices transmembrana (Chairoungdua et al.,1999; Feliubadalo et al.,1999, Pfeiffer 

et al.,1999). Las subunidades rBAT y b0,+AT están unidas por un puente disulfuro. 
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Debido a su masa molecular, rBAT se conoce como la cadena pesada y b0,+ es la 

cadena ligera. Ambas subunidades tienen que ser coexpresadas para llegar a la 

membrana plasmática. La proteína rBAT por sí solo parece ser relativamente inestable 

y se degrada rápidamente (Bauch C. y Verrey F. 2002; Reig et al., 2002). La 

coexpresión de b0,+AT estabiliza rBAT y promueve el tráfico a la membrana apical. En 

contraste con la proteína rBAT, b0,+AT es estable, pero permanece en el retículo 

endoplásmico (Bauch et al., 2002). El transportador tiene la especificidad de sustrato 

de sistema b0,+ como se describe originalmente en blastocitos de ratón (Van Winkle et 

al., 1998). La cistina y los aminoácidos catiónicos se transportan con los valores de Km 

de ~100µM, mientras que los aminoácidos neutros tienen valores de Km ligeramente 

más altos (Palacin M. 1994). La captación de aminoácidos neutros genera una 

corriente hacia el exterior (es decir, un flujo de salida de cargas positivas) en oovocitos, 

mientras que los aminoácidos catiónicos inducen corrientes hacia el interior (Ahmed et 

al., 1995, Busch et al., 1994). Fisiológicamente, rBAT/b0,+AT actúa como un mecanismo 

de absorción de los aminoácidos catiónicos y cistina acoplados al flujo de salida de los 

aminoácidos neutros. Como se ha señalado anteriormente, rBAT por ser un complejo 

de cadena ligera se degrada rápidamente. El rBAT/b0,+AT muestra ligeramente mayor 

actividad de transporte en la presencia de Na+ que en su ausencia, lo que demuestra 

su potencial para mediar el transporte de Na+-estimulado. La expresión de rBAT está 

regulada por señales nutricionales. Sorprendentemente, el aspartato es particularmente 

un buen inductor de la subunidad rBAT transportador de aminoácidos catiónicos 

(Segawa et al., 1997). 
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2.5.2. SISTEMA Y+LAT-1/4F2HC 

 

 El transportador y+LAT1/4F2hc (cuadro 1) es un mediador de flujo de salida de 

aminoácidos cationicos a partir de células epiteliales (Broer 2008). La cadena ligera 

4F2hc esta vinculado para llevar a cabo una variedad de funciones de transporte: 

4F2hc/LAT1 y 4F2hc/LAT2, dos variantes del sistema de transporte de L (un 

transportador de aminoácidos neutros grandes, ejemplificada por leucina). Ambas 

isoformas llevan a cabo el intercambio de aminoácidos neutros, la primer forma 

prefieren aminoácidos neutros grandes, mientras que el segundo transporta una gran 

variedad de aminoácidos neutros. Los transportadores de aminoácidos heteroméricos 

incluyendo 4F2hc /y+LAT1 y 4F2hc/y+LAT2 (SLC3A2/SLC7A6 y SLC3A2/SLC7A7) 

corresponde al sistema de transporte de aminoácidos y+L, fisiológicamente, este 

transportador regula el flujo de salida de un aminoácido dibásico, a cambio de un 

aminoácido neutro extracelular más Na+, con una Km aparente de ~20 M (Torrents et 

al 1998, Pfeiffer et al 1999, Kanai et el 2000). Se especula que el ion Na+ reemplaza la 

carga positiva de la cadena lateral de aminoácidos dibásicos cuando se transportan 

aminoácidos neutros. En apoyo de esta noción, la afinidad de neutro, pero no 

cationicos, aminoácidos aumenta por aproximadamente dos órdenes de magnitud en la 

presencia de Na +. Similar a sistema b0,+, la aparente afinidad por sustratos también es 

menor en el sitio de unión intracelular para 4F2hc / y + LAT1 (Kanai et el 2000). 
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2.5.3. SISTEMA B0AT-1 

 

El sistema molecular  B0 (cuadro 1) es el principal transportador de aminoácidos 

neutros en el riñón y el intestino, es B0AT1 (SLC6A19; Broer 2004), una proteína de 

634 aminoácidos. Actualmente, no se han reportado variantes de empalme del 

transportador. De acuerdo con estudios funcionales, B0AT1 transporta los aminoácidos 

neutros, aunque en distinta medida. De acuerdo con estudios parciales en el intestino 

(Preston et al., 1974), los valores de Vmax parecen ser bastante similar, pero su afinidad 

es diferente para cada aminoácido. El orden de preferencia es Met = Leu =  Ile = Val > 

Gln = Asn =  Phe =  Cys = Ala > Ser = Gly = Tyr = Thr = His =  Pro > Trp > Lys. El 

transportador demuestra cierta afinidad por lisina e interactúa con los aminoácidos 

aniónicos a pH bajo (Schultz SG, Curran PF., 1970). La afinidad de sustrato aumenta 

en condiciones de hiperpolarización. La hibridación in situ y el análisis 

inmunocitoquímico mostró que el transportador se expresa en el túbulo contorneado 

proximal del riñón (Broer et al., 2004, Romeo et al., 2006) y en el intestino delgado, con 

incremento en su expresión desde el duodeno hasta el íleon (Romeo et al., 2006, 

Terada et al., 2005). El transportador se limita a la membrana apical de las 

vellosidades, y consistente en los enterocitos diferenciados (Broer et al., 2004,). 

Además de riñón e intestino, este transportador se expresa en bazo y pulmón. 

 

 

 



22 
 

 

Cuadro 1. Sistemas de transporte de aminoácidos en mamíferos  (Gasol, 2004) 

Sistema de 

transporte 

Isoformas Mecanismo Sustratos 

b0,+ b0,+AT/rBAT Antiporte Lys, Arg, Ala, Ser, Cys, Thr, 

Asn, Gln, His, Met, Ile, Val, 

Phe, Tyr, Trp, Cys- 

B0 B0AT-1 Cotransporte 

2Na+/AA 

Leu, Ile, Gln, Phe, Ala, Pro, 

Cys, Val, Met, Ser, Asn, (His, 

Gly, Thr, Trp, Tyr) 

y+L y+LAT-1/4F2hc 

y+LAT-2/4F2hc 

Antiporte 

1Na+/AA 

Lys, Arg, Gln, His, Met, Leu 

Lys, Arg, Gln, His, Met, Leu, 

Ala, Cys 
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3. HIPOTESIS 

 

Debido a que los AA en proteínas intactas de la dieta están disponibles para absorción 

en intestino delgado varios minutos después que AA libres, se especula que la 

abundancia de sus transportadores es diferente dependiendo de la forma en que estos 

se incorporan en la dieta. 

 

4. OBJETIVO 

El objetivo de este estudio fue analizar el efecto de la forma (libre vs. proteína intacta) 

en que se incorporan los AA a la dieta sobre la expresión de los transportadores b0,+, y+ 

L (AA catiónicos) y B0 (AA neutros) en intestino delgado; y analizar las diferencias en 

su expresión en los segmentos de duodeno, yeyuno e íleon. 
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4. MATERIALES Y MÉTODOS  

 

El estudio se realizó en la Unidad Experimental Porcina en el área Fisiología y 

Metabolismo del Instituto de Ciencias Agrícolas de la Universidad Autónoma de Baja 

California. Esta área cuenta con corrales individuales con un clima controlado, 

bebedero automático y comedero de tipo tolva. El análisis molecular de las muestras se 

llevó a cabo en el Laboratorio de Biología Molecular del mismo instituto. 

4.1 ANIMALES  

Se utilizaron 8 cerdos cruzados (Landrace x Hampshire x Duroc), con un peso vivo 

inicial de 25 + 1.5 kg., distribuidos aleatoriamente en dos tratamientos de acuerdo a su 

peso inicial, sexo, edad y camada. Estos animales se alojaron en corraletas 

individuales de 0.6 X 1.2 m, y tuvieron libre acceso al alimento y al agua de bebida 

durante todo el experimento.  

4.2 DIETAS 

 

Los tratamientos fueron dos dietas (cuadro 2) en las que los AA se incluyeron en dos 

formas, mayormente libres (AAL) o totalmente como proteína intacta (AAP): AAL, 

consistió en 91.5% de  trigo, se considera una dieta baja en proteína pero adicionada 

con Fen, His, Ile, Leu, Lys, Met, Trp, Tre y Val; AAP, dieta con 64.9% de trigo y 30.3% 

de pasta de soya. La dieta con AAP se formuló para cubrir 100% el requerimiento de 

Lys por lo que excedía el de los otros AA esenciales; la dieta AAL se formuló para 

cubrir el requerimiento de todos los AA esenciales bajo el concepto de proteína ideal. 
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Ambas dietas se adicionaron con vitaminas y minerales de acuerdo al requerimiento de 

los cerdos en esa etapa de crecimiento (NRC, 2012).  

La fase experimental fue de 21 días con un periodo previo de 7 dias, al cabo de los 

cuales los cerdos fueron sacrificados. 

 

Cuadro 2. Composición de las dietas experimentales  

Ingredientes (%)  Dietas 

 AAL AAP 

Trigo  91.46 64.90 

Pasta de soya  4.00 30.30 

L-Arg HCl   

L-Lys HCl 0.80  

L-Thr 0.27  

DL-Met 0.11  

L-Trp 0.04  

L-Phe 0.09  

L-Leu 0.25  

L-Ile 0.13  

L-His 0.08  

L-Val 0.17  

Carbonato de calcio 1.40 1.25 

ortofosfato 0.65 1.00 

Sal ionizada 0.35 0.35 

Vit0. Min. Premix 0.20 0.20 

Aceite canola  2.00 

Total 100 100 
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5.3 SACRIFICIO Y TOMA DE MUESTRAS 

 

Al final del experimento los cerdos fueron sacrificados y se tomaron muestras 

aproximadamente 0.5 g de raspado de la mucosa de duodeno, yeyuno e íleon, mismas 

que se colocaron en tubos de 2 ml previamente identificados. Las muestras se 

congelaron inmediatamente en nitrógeno líquido  y posteriormente se almacenaron a -

82°C hasta su procesamiento en laboratorio. 

 

5.4 ANÁLISIS DE LABORATORIO 

 

5.4.1 EXTRACCION DE RNA TOTAL Y RETROTRANSCRIPCIÓN 

 

5.4.1.1 EXTRACCIÓN TOTAL DE ARN  

Las muestras de la mucosa intestinal  de duodeno, yeyuno e íleon se procesaron para 

extraer ARN de acuerdo con el protocolo descrito por Méndez et al., 2011. El ARN 

purificado se eluyó en 30 μl de agua destilada libre de ARNasas y se almaceno a -82 

°C. La concentración de ARNtotal se determinó por espectrofotometría (Helios β, 

Thermo Electron Co., Rochester, NY, USA) a 260 nm, y la pureza del ARN se evaluó 

mediante el uso de la relación A260/A280, que varió desde 1.8 a 2.0 (Sambrook y 

Russell, 2001). La integridad del ARN total se evaluó por electroforesis en geles de 

agarosa al 1%. Todas las muestras de ARN tuvieron buena calidad con una relación de 

ARNr 28S:18S alrededor de 2.0:1 (Sambrook y Russell, 2001). 
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5.4.1.2 TRANSCRIPCIÓN REVERSA 

 

Aproximadamente 5 μl de ARN total se trataron con 1 U de ADNasa I ; (1 U por μl; 

Invitrogen) en 6 μl de  buffer para transcripción reversa 5x y 23 μl de agua tratada con 

DEPC; se incubó 15 minutos a temperatura ambiente y 15 minutos a 70 °C para 

detener la reacción. La transcripción reversa se inició con las muestras de ARN 

tratadas con ADNasa, se adicionó 1 μl de oligonucleótidos aleatorios (hexaprimer 150 

ng por μl, Invitrogen) y 1 μl de solución de dNTPs (cada uno 10μM), la reacción se 

incubó a temperatura ambiente y enseguida se enfrió en hielo durante 1 minuto; se 

agregaron 3 μl de DTT (0.1 M), 1 μl de inhibidor de ribonucleasa (40U por μl; Thermo 

scientific), se agregó a la reacción 2 μl de buffer para transcripción reversa 5x y se 

incubó a 42 °C durante dos minutos para estabilizar la reacción antes de la adición de 1 

μl de enzima reversa transcriptasa (200 U por μl; Revert Aid H Minus, Thermo 

scientific). La reacción se incubó a 42 °C durante 50 minutos y posteriormente a 70 °C 

durante 15 minutos para detener la reacción. Las muestras de ADNc se cuantificaron 

espectrofotométricamente y diluyeron a una concentración final de 50 ng por μl. 

 

5.4.2 REACCION DE LA CADENA DE POLIMERASA PUNTO FINAL 

 

Para determinar la calidad de los ADNc se utilizaron oligonucleótidos específicos para 

los genes en estudio (Cuadro 3), y se llevaron a cabo ensayos de PCR punto final 

(Sambrook y Russell, 2001) en un termociclador Mastercycler gradient Eppendorf con 

el programa descrito en el cuadro 4.  



28 
 

 

 

 

Cuadro 4. Programa utilizado para la técnica de PCR punto final 

Etapa Tiempo 

hh:mm:ss 

Temperatura 

0C 

Desnaturalización inicial 00:05:00 95 

40 Ciclos: 

Desnaturalización 00:00:45 94 

Alineación 00:00:45 56 

Elongación 00:01:00 72 

Elongación Final 00:05:00 10 

Incubación Indefinido  10 

 

5.4.3 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA CUANTITATIVA (qPCR) 

 

Cuadro 3. Oligonucleótidos específicos empleados para las reacciones de PCR y PCR 
cuantitativo. 

ARNm   
Primer  

Localización 
(pb) 

Secuencia Tamaño 
del 

amplicón 
(pb) 

b0,+AT (SLC7A9)  (GenBank: EF127857) 
 Sentido 

Antisentido 
1-19 

545-562 
5´CGGAGAGAGGATGAGAAGT3´ 
5´GCCCGCTGATGATGATGA3´ 

562 

 
y +L (SLC7A7)( Gen Bank:)  
 Sentido 

Antisentido 
664 
922 

5´TCAAGTGGGGAACCCTGGTA3´ 
5´ATGGAGAGGGGCAGATTCCT3´ 

259 

 
B0 (SLC 6A19) (Gen Bank:) 
 Sentido 

Antisentido 
9 

218 
5´TCTGTCCACAACAACTGCGAG3

´ 
5´CAGCGAAGTTCTCCTGCGTC3´ 

209 
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La expresión de b0,+, y+L  y  B0 se estimó por PCR cuantitativo (qPCR) usando SYBR 

Green/ROX qPCR Master Mix (Fermentas, Corp., Glen Burnie, MD, USA) de acuerdo al 

protocolo del fabricante. Las reacciones de qPCR se llevaron a cabo en un 

termociclador de tiempo real Cromo 4-ADN (Bio-Rad, Herefordshire, England) con el 

software MJ Opticon Monitor 3.1. El equipo se calibró con una curva estándar usando 

el ARNr 18S clonado en el vector TOPO 4.0, el cual se cuantifico previamente para 

emplear diluciones seriadas que se usaron como puntos de referencia en la curva . Las 

reacciones para PCR cuantitativo contenían 50 ng de ADNc, 0.5 μM de cada 

oligonucleótido especifico, 12.5 μl de 2x SYBR green/ROX qPCR Master Mix, y agua 

libre de ADNasa/ARNasa para completar el volumen final de 25 μl. Las condiciones de 

la PCR utilizadas en la amplificación y la cuantificación consistieron en una etapa inicial 

de desnaturalización (95 °C por 1 min), seguido por 45 ciclos de amplificación 

(desnaturalización a 95 °C durante 30 segundos, alineación 56 °C 15 segundos y 

extensión a 72 °C durante 1 min) y un programa de curva de desnaturalización (60°C a 

90°C). La fluorescencia se midió al final de cada ciclo y cada 0.2 °C durante el 

programa de desnaturalización. 

 

5.4.4 ANÁLISIS QUÍMICOS  

 

La concentración de AA libres en suero se determinó de acuerdo con el procedimiento descrito 

por Sunde et al. (2003). Las muestras de sangre se centrifugaron a 1,000 x g, 4°C por 1 min 

para separar suero de células sanguíneas, y el suero fue desproteninizado con una unidad de 

filtrado Millipore Ultrafree-MC 10,000 NMWL (Millipore, Bedford, MA, USA) a 5,000 x g, 4°C por 

30 min. El contenido de AA en los ingredientes alimenticios, dietas y suero se determinó en los 
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laboratorios de Evonik Industries (Hanau-Wolfang, Germany), de acuerdo con el procedimiento 

de Llames and Fontaine (1994). 

 

5.4.3 ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

 

El análisis estadístico de la expresión genética, se realizó con el programa estadístico 

Statistix 9.0, mediante la aplicación de un análisis contrastes polinomiales: B0 (Duo vs 

Yey , Yey vs Ile, Duo vs Ile), b0,+ (Duo vs Yey , Yey vs Ile, Duo vs Ile), y+L (Duo vs Yey , 

Yey vs Ile, Duo vs Ile).  
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6. RESULTADOS  

6.1 EXPRESIÓN DE ARN  

En este estudio, se normalizó la expresión relativa de los ARNm de los transportadores 

de AA b0,+, y+L, B0, con la expresión del ARNr 18S. Lo anterior responde a estudios que 

revelan que la expresión de ARNr 18S es muy estable y su contenido puede ser usado 

como control endógeno para normalizar la expresión de otros genes en respuesta a 

varios estímulos (Liao et al., 2009). Los resultados de la expresión de los ARNm de b0, 

+, y+L y B0 en duodeno, yeyuno e íleon se presentan en el Cuadro 5. La expresión de 

b0,+ en duodeno fue mayor en los cerdos que recibieron la dieta con AA en forma de 

proteína intacta (P=0.036), pero no hubo diferencia en yeyuno e íleon. El transportador 

y+L tendió a expresarse más en íleon de cerdos con la dieta AAL (P=0.098) pero en 

duodeno y yeyuno no hubo diferencias. La expresión de B0 no se afectó por la forma en 

que se incorporaron los AA en la dieta. La expresión de los tres transportadores fue 

mayor en yeyuno que en duodeno e íleon (P<0.001).  

 

6.2 CONCENTRACIÓN DE AMINOÁCIDOS EN PLASMA 

 

La concentración promedio de los AA esenciales y no esenciales libres en suero de 

cerdos alimentados con dietas formuladas con AA libres o ligados a proteína se 

presenta en el Cuadro 6. La concentración sérica de Arg, His, Ile and Fen fue superior 

en cerdos alimentados con la dieta que contenía los AA ligados a proteína, pero la de 

Lis y Met fue superior en los cerdos con la dieta que contenía AA libres. Leu y Tre 

sérica no se afectaron por la forma en que los AA se incluyeron en la dieta. 

Notablemente, la concentración sérica de Lis y Met fue superior en los  
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Cuadro 5. Expresión de los transportadores de AA b0,+, y+L, B0, en intestino delgado 

de cerdos alimentados con dietas conteniendo aminoácidos libres (AAL) o totalmente 

en proteína intacta (AAP); unidades arbitrarias, relación mRNA:18S rRNA. 

  AAL AAP EEM P= 

b0,+ Duodeno 0.007 0.014 0.002 0.036 

 Yeyuno 0.018 0.025 0.003 0.118 

 Íleon 0.012 0.010 0.002 0.480 

y+L      

 Duodeno 0.018 0.016 0.003 0.600 

 Yeyuno 0.033 0.029 0.003 0.435 

 Íleon 0.025 0.016 0.003 0.098 

B0      

 Duodeno 0.010 0.012 0.002 0.541 

 Yeyuno 0.057 0.037 0.010 0.199 

 Íleon 0.017 0.015 0.003 0.631 

P<0.001                  

 

cerdos que consumieron las dietas que contenían cantidades elevadas de estos AA en 

forma libre, mientras que la concentración de los AA que se adicionaron en forma libre 

en cantidades bajas o nulas fue mayor en los cerdos con la dieta que contenía AA 

ligados a proteína. Con respecto a los AA no esenciales, la concentración sérica de 

Asn y Ser was fue superior (P<0.05) en cerdos alimentados con AA libres, pero la de 

Glu fue mayor (P<0.05) y Gln tendió a ser mayor(P>0.10) en los cerdos con la dieta 

conteniendo solo AA ligados a proteína. La concentración sérica de Ala, Asp, Gli y Pro 

no se afectó por la forma en que se adicionaron los AA a la dieta. 
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Cuadro 6. Concentración de aminoácidos libres en suero de cerdos alimentados con 

dietas formuladas parcialmente con aminoácidos libres (AAL) o ligados a 

proteína.(AAP) 

 AAL AAP SEM 1 Valores-P 

Aminoácido esencial     

Arg 2.66 4.74 0.549 0.037 

His 0.93 1.80 0.183 0.015 

Ile 1.69 3.09 0.247 0.007 

Leu 2.55 3.41 0.472 0.243 

Lys 4.85 1.79 0.273 0.002 

Met 0.81 0.26 0.083 0.003 

Phe 1.34 2.46 0.192 0.006 

Thr 2.19 2.02 0.274 0.678 

Val 3.15 4.48 0.605 0.173 

     

Aminoácido no esencial     

Ala 7.94 4.10 0.687 0.324 

Asn 0.75 0.87 0.152 0.005 

Asp 0.23 0.12 0.034 0.580 

Gln 7.80 5.94 0.489 0.089 

Glu 2.56 1.03 0.460 0.016 

Gly 7.58 5.54 0.504 0.638 

Pro 3.85 2.87 0.774 0.612 

Ser 1.74 2.26 0.023 0.004 
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7. DISCUSIÓN 

7.1 EXPRESIÓN DE b0,+ 

 

El transporte de AA catiónicos a través de la membrana celular de tejidos animales se 

ha estudiado extensamente (Broer 2008) pero la mayoría de esos estudios se han 

realizado en células especializadas  (e.g. Closs et al. 2006). Aún más, la regulación en 

la expresión de CAT-1 se ha estudiado bajo condiciones de estrés severo, 

especialmente en medios de cultivo desprovistos de algunos nutrientes (Hatzoglou et 

al. 2004; Majunder et al. 2009). En contraste, solo algunos estudios han incluido 

animales completos y alimentados con ingredientes alimenticios típicos en el desarrollo 

de experimentos realizados para analizar la expresión de transportadores de AA 

catiónicos (Liao et al. 2009; Morales et al. 2011; 2013). Asimismo, es importante 

mencionar que la expresión de transportadores de AA catiónicos, como lo han 

reportado diversos autores (e.g. Dave et al. 2004; Hatzoglou et al. 2004; Broer 2008) 

representa su actividad funcional. Por tanto, se especula que los valores de expresión 

presentados en este reporte reflejan la actividad catalítica de los respectivos 

transportadores. 

La dieta elaborada con AA libres que fue empleada en este estudio proveyó 0.63% de 

lisina libre; es decir, alrededor el 65% del total de la lisina digestible en íleon se 

suministró en forma libre. En contraste, la dieta con AA ligados a proteína no contenía 

ningún AA en forma libre y todos provenían de la proteína del trigo y la pasta de soya. 

La liberación de los AA de estas proteínas ocurre después que estas se, someten al 

proceso de digestión por las proteasas pancreáticas e intestinales para liberar los AA y 

propiciar su absorción. Por el contrario, el 65% de la lisina en la dieta con AA libres se 
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encontraba disponible para ser absorbida desde el momento que ingresa al intestino 

delgado. Así, se especulan diferencias tanto el sitio intestinal como en el tiempo de 

disposición de los AA para ser absorbidos, lo cual supone que tanto la expresión como 

la actividad de los transportadores de AA se puede afectar por la forma en que los AA 

(libre vs. proteína intacta) se ofrecen al animal en la dieta. 

Los AA compiten para su absorción a nivel celular (Hagihira et al., 1961), por ejemplo, 

la entrada de AA neutros puede afectar la absorción de AA catiónicos (Broer, 2008). 

Recientemente se ha encontrado que la expresión de los transportadores de AA y 

péptidos en intestino delgado puede modificarse de acuerdo con el contenido de 

proteínas y AA en la dieta (Gilbert et al., 2008; Suryawan y Davis 2011) 

De acuerdo con Palacín et al. (2001), b0, + es la unidad que cataliza el intercambio 

transmenbrana de AA, el intercambio de b0, + es un sistema dibásico para los AA 

neutros que está acoplado con el flujo de salida de estos. La expresión de b0,+ es 

mayor en las células epiteliales Palacín et al., (2001), de acuerdo con Grageola (2013) 

El transportador b0,+ se expresó más en yeyuno de cerdos alimentados con la dieta 

BP-AA. En este estudio la expresión de b0,+ en duodeno fue mayor en los cerdos que 

recibieron la dieta con los AA en forma de proteína intacta (P=0.036), pero no hubo 

diferencia en yeyuno e íleon. Se había especulado que la expresión de b0,+ sería 

mayor en duodeno de cerdos con la dieta AAL. Sin embargo, los resultados de este 

estudio indican que la presencia de proteína intacta tiene un mayor efecto en la 

expresión de b0,+ que los AA libres. 

7.2 EXPRESIÓN DE y+L 
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El transportador y+LAT1/4F2hc es un mediador de flujo de salida de aminoácidos 

cationicos a partir de células epiteliales (Broer 2008), fisiológicamente, este 

transportador regula el flujo de salida de un aminoácido dibásico, a cambio de un 

aminoácido neutro extracelular más Na+, con una Km aparente de ~20 M (Torrents et 

al 1998, Pfeiffer et al 1999, Kanai et el 2000. Por lo tanto en este estudio y+L tendió a 

expresarse más en íleon de cerdos con la dieta AAL (P=0.098) pero en duodeno y 

yeyuno no hubo diferencias. De acuerdo con Liao et al 2009, la expresión de y+L es 

mayor en el borde basolateral ya controla el flujo de salida de aminoácidos hacia el 

torrente sanguíneo.  

 

7.3 EXPRESIÓN DE B0 

 

Estudios de animales de laboratorio han encontrado que la pequeña absorción 

intestinal de la mayoría de AA libre se logra mediante la función de múltiples sistemas 

de transporte de AA/ actividades ubicadas en las membranas del borde apical y 

basolateral de las células epiteliales (Bergen, 1978; Krehbiel and Matthews, 2003), 

B0AT1 pertenece al sistema B0, es el principal transportador apical neutro de 

aminoácidos en el riñón y el intestino delgado (Broer 2008). La expresión de B0 no se 

afectó por la forma en que se incorporaron los AA en la dieta 

7.4  Concentración de aminoácidos en plasma  

 

La concentración de AA libres en suero de cerdos proviene de la degradación de proteínas 

tisulares y de la ingestión de AA en la dieta que son absorbidos en el intestino delgado. De 

acuerdo con Adibi and Mercer (1973), las proteínas exógenas son la principal Fuente de AA 
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libres en plasma de humanos colectada dentro de las primeras cuatro horas postprandial. En 

este estudio, las muestras de sangre se colectaron 2.5 horas después de la ingestión de su 

ración alimenticia matutina, y la concentración de AA libres en plasma se afectó de manera 

diferenciada por la forma en que los animales consumieron los AA (libres vs. ligados a proteína). 

Es decir, la concentración sérica de lisina y metionina fue superior en los animales con la dieta 

que contenía AA libres que los que consumieron la dieta con la totalidad de AA ligados a 

proteína. Aunque ambas dietas contenía porcentajes semejantes de lisina y metionina, estas 

diferencias se pueden atribuir al supuesto de que la proteína intacta tiene que someterse 

primero al proceso de digestión antes de que los AA sean liberados para su absorción, mientras 

que los AA libres en la dieta son absorbidos rápidamente desde que llegan al duodeno.  

En contraste, la concentración sérica de arginina, histidina, isoleucina y fenilalanina fue superior 

en los animales que ingirieron la dieta con la totalidad de AA ligados a proteína. Esta diferencia 

se puede atribuir al mayor contenido de arginina, histidina y fenilalanina en la dieta con la 

totalidad de AA ligados a proteína con en la dieta con AA libres.  Esta respuesta sugiere que la 

presencia de AA libres en los distintos segmentos del intestino delgado del cerdo podría afectar 

la expresión o la actividad de los transportadores de AA. 
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1. CONCLUSIÓN 

 
En conclusión, la forma en que se incluyen los AA en la dieta (libre vs. proteína intacta) 

afecta la expresión de transportadores de AA catiónicos y ésta es superior en yeyuno 

que en los otros dos segmentos intestinales. 
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