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RESUMEN

Se evalud el efecto de la adicion de leucina (Leu) e isoleucina (lle) a dietas base
trigo en cerdos en crecimiento. Las variables evaluadas fueron: ganancia diaria de
peso (GDP), consumo diario de alimento (CDA), conversion alimenticia (CA);
caracteristicas de la canal (espesor de grasa dorsal, EGD; &rea del ojo de la
costilla, AOC); y expresion de dos transportadores de AA (CAT1 y b0,+AT) y
miosina (Mio). Se emplearon 24 cerdos de 15.9 + 0.6 kg, distribuidos en cuatro
tratamientos: T1 dieta base trigo; T2 dieta base mas 0.5 % de Leu; T3 dieta base
mas 0.5 % de lle; T4 dieta base mas 0.5 % de Leu mas 0.5% de lle. Durante el
experimento de 21 dias, los cerdos se pesaron semanalmente, al final se
sacrificaron cuatro animales por tratamiento para evaluar las canales y tomar
muestras de mucosa intestinal y musculos (largo dorsal, MLD; y semitendinoso,
MST). Por efecto de lle (P=0.071) y en comparacion con la dieta base, la GDP se
redujo al adicionar Leu (P=0.033), lle (P=0.025) o ambas (P=0.020). EIl CDAy CA
no se afectaron por la adicion de lle o Leu (P>0.10). No se observaron cambios en
EGD y AOC en las canales por la adicion de Leu e lle o0 ambas en la dieta. Con
respecto a la dieta base, en mucosa intestinal se redujo (P=0.012, P=0.001,
P=0.004) la expresion relativa de b0,+AT por efecto de la adicion de lle, Leu y
ambos respectivamente, mientras que la expresion de CAT1 se incrementd al
adicionar lle y Leu solas, o en combinacion (P<0.05, P<0.001 y P<0.001,
respectivamente). La expresion relativa de miosina en MLD incremento a por la
adicion de lle y con la combinacion de ambas (P<0.05 en ambas); pero disminuyo
en MST (P<0.0001) debido a la adicibn de lle de manera individual y en
combinacién con Leu. La adicion de lle y Leu solas o combinadas en la dieta de
cerdos en crecimiento reduce su GDP y altera la expresion de los transportadores
de AA en mucosa intestinal, y de miosina en MST y MLD, sin afectar el EGD y

AOC de cerdos en crecimiento.



SUMMARY

The effect of adding leucine and esoleucine to wheat-based diets for growing pigs
was evaluated. The response variables were: average daily gain (ADG), daily feed
intake (FI), and feed conversion (FG), carcass traits (back fat depth, BF; loin eye
area, LEA), and expression of two amino acid (AA) transporters (CAT1 and b°>*AT)
and myosin (Mio). Twenty four pigs, initial body weight of 15.9 + 0.6 kg, randomly
distributed in four dietary treatments according to a Randomized Complete Block
design, were used. Treatments (T) were: T1, basal wheat-based diet fortified with -
-% Lys, --% Thr, --% Met; T2, basal plus 0.50% Leu; T3, basal plus 0.50% lle; T4,
basal plus 0.50% Leu and 0.50% lle. Pigs were weighed in a weekly basis during
the 21 d trial; at the end, four pigs per treatment were sacrificed to evaluate the
carcass traits, and to collect samples from intestinal mucosa and two muscles
(Longissimus, LDM; and Semitendinosus, STM). As compared to the basal diet,
ADG gain reduced because of the addition of Leu (P=0.071), lle (P=0.025), or both
(P=0.020). Fl and FG as well as the Carcass traits were not affected by the
individual or combined addition of any of these AA (P>0.10). Expression of bO,+AT
in intestinal mucosa was reduced by Leu (P=0.001), lle (P=0.012), or both
(P=0.004). In contrast, CAT1 expression increased by adding Leu (P<0.001), lle
(P<0.05), or both (P<0.001). Relative expression of Mio in LDM increased because
of lle alone or in combination with Leu (P<0.05); but reduced in STM (P<0.001).
These results show that Leu and Ile, alone or in combination in wheat-based diets,
reduce ADG and affect the expression pattern of AA transporters and myosin in

muscles, but have no effect on carcass traits of growing pigs.
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1 INTRODUCCION

Los animales Unicamente pueden sintetizar ciertos aminoacidos (AA) que son
requeridos para sus funciones metabdlicas y procesos biolégicos, a éstos se les
denomina AA indispensables. Un 6ptimo suministro de AA es necesario para
garantizar la sintesis de proteinas, las cuales desempefian papeles primordiales
en todos los procesos bioldgicos (Young et al., 1994). Ademas se ha visto que
algunos AA de cadena ramificada, (leucina, isoleucina, valina), pudieran regular la
transcripcion y sintesis de proteinas (Fox et al., 1998; Anthony et al., 2001). Sin
embargo, la mayoria de los estudios se han enfocado a evaluar los requerimientos
de ciertos aminoacidos (lisina, leucina, arginina y metionina) en animales a nivel
experimental y en ratas o en humanos empleando modelos in vitro (Bohe™ et al.,
2003 y Crozier et al., 2005). Por lo que es necesario evaluar en modelos mas
reales el impacto que tiene la adiciéon de aminoacidos como isoleucina y leucina en
la sintesis y expresion de proteinas transportadoras de aminoacidos y musculares;

asi como su efecto en la produccién animal.

2. Revision de literatura



2.1 Eficiencia productiva en cerdos

En México, durante los ultimos 40 afios, la porcicultura ha experimentado cambios
muy profundos, durante los 70’s ocupaba el primer lugar en el abasto nacional de
carnes, sin embargo actualmente se ubica en el tercer sitio a nivel nacional
(Moral-Barrera et al. 2007); uno de los principales factores que han contribuido a
este fendmeno se relaciona con las crisis recurrentes de la economia, donde los
productores se vieron fuertemente afectados en sus finanzas e ingresaron a las
carteras vencidas de los bancos, situacién que les obligd a abandonar sus granjas
0 asociarse con empresas altamente tecnificadas (Moral-Barrera et al., 2007).
Adicionalmente, la apertura comercial de México implica que el sector porcino
mexicano se enfrenta a un mercado internacional que presenta tres caracteristicas
principales: 1) productores altamente eficientes, que les permite reducir sus costos
de una forma dinamica; 2) productores con altos niveles de apoyos y subsidios
directos e indirectos, que provocan excedentes artificiales de productos que no
son consumidos en los paises de origen y que saturan los mercados
internacionales, trayendo consigo el desplome de los precios; 3) mercados
fuertemente protegidos a las importaciones. Lo anterior implica que los
productores realicen reducciones de costos e incrementos de la eficiencia
productiva como un esfuerzo para alcanzar los niveles de competitividad

necesarios para mantenerse en un mercado con las caracteristicas descritas, pero



con apoyos sustancialmente menores y con mindasculas o nulas protecciones a la
importacion (Nava-Navarrete et al.,, 2009). Entre las alternativas que los
productores han recurrido para la obtencion de una mejor eficiencia productiva se
puede mencionar: a) la obtencion de lineas genéticas precoces con mejores
indices de conversion de alimento, y b) la obtencién de cerdos con canales
mucho mas magras. Adicionalmente, a estos factores se han desarrollado
diversos trabajos con diferentes fuentes de alimentos para mejorar el rendimiento
productivo.

En la alimentacion de cerdos en México se emplea la pasta de soya, sorgo y maiz
como los principales ingredientes de las dietas (Teran-Mendoza et al., 2004); sin
embargo, adn cuando la composicion quimica de los ingredientes ha sido
publicada por instituciones como la NRC (1988) y el INRA (1985), su composicion
nutritiva varia de acuerdo a las diferentes variedades cultivadas, almacenaje,
condiciones climaticas y agronémicas en las cuales se producen, asi como a los
métodos de procesamiento de los alimentos (ej. pasta de soya) (Metayer et al.,
1993). Adicionalmente, existe una gran dependencia de la importacion de cereales
de los Estados Unidos y otros paises para la elaboracion de los alimentos
balanceados para animales (Teran et al., 2004). Esto ha generado el desarrollo de
estrategias alimenticias utilizando recursos y materias primas que, por sus
requerimientos agroecoldgicos, compitan econdmicamente en condiciones mas
ventajosas con los cereales y la soya importados, haciendo posible su uso en la
sustitucién, total o parcial, de éstos ultimos recursos, y permitiendo generar un

producto a menor costo con ingredientes nacionales (Gonzalez, 1994).
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Independientemente, de la fuente de los ingredientes que se emplee en la
alimentacion de animales, y especialmente de los cerdos; estos deben estimular
una mejor asimilacion de nutrientes (glucosa y aminoacidos) hacia la sintesis de
proteina muscular favoreciendo la hipertrofia del tejido (aumento en el tamafio de
la fibra muscular) (Williams et al., 1994); y suplementar con algunos aminoacidos
como la lisina, considerada como uno de los principales aminoacido limitantes en
la alimentacién del cerdo, de acuerdo con los componentes mayoritarios de la
dieta (Bikker et al., 1994). Con el uso de dietas formuladas con base en sorgo y
pasta de soya, puede provocarse relaciones inadecuadas de aminoacidos
respecto a lisina, tal es el caso de treonina y la relacion treonina: lisina. Treonina
es el segundo aminoacido limitante en ambos ingredientes, y su digestibilidad
promedio es menor a la de lisina. La sintesis de tejido depende de la correccion de
los niveles de lisina digestible ileal verdadera y del resto de los aminoacidos de
acuerdo al concepto de “Proteina Ideal” (Bikker et al.,1994; Apple et al.,2004).

En sintesis en la alimentacion de cerdos se debera:

- Emplear alimento balanceado en nutrientes.

- Suministrar a cada categoria o estado fisiologico el alimento que cubra sus
necesidades nutritivas.

- Ajustar la relacién entre energia, proteina y aminoacidos, especialmente lisina.

11



2.2 Importancia de las proteinas musculares

El masculo esquelético representa del 30 al 65% del peso corporal del cerdo de
acuerdo a las razas consideradas, y contiene el 45% de las proteinas totales del
individuo (Shriver et al., 2000). Las fibras musculares constituyen el 75-90% del
volumen muscular y el resto esta integrado por tejido adiposo, tejido conectivo,
vasos y nervios (Lefaucheur et al., 1989). El aumento de la masa muscular esta
determinado por hipertrofia e hiperplasia. La hiperplasia que consiste en
incremento en el niamero de células, en el tejido muscular ocurre principalmente
durante la etapa embrionaria; mientras que la hipertrofia, definida como el
aumento del tamafio de la célula, ocurre después del nacimiento (Koohmaraie et

al., 2002).

El crecimiento muscular es determinado por la relacion entre sintesis y
degradacion de proteina, esto da lugar a la hipertrofia muscular. El aumento en la
sintesis de proteina muscular se produce en respuesta a varios factores entre los
gue se incluye la ingesta de alimentos, que resulta en mayor disponibilidad de
aminoacidos y otros nutrientes, asi como a la sintesis y liberacibn de hormonas
(ej. insulina) que inducen la activacién de las rutas de sefializacion intracelular

(Lawrence y Fowler, 1997).

Para que ocurra el crecimiento tanto en muasculo como en otros tejidos es
importante que los nutrientes, y en especial los AA encuentren disponibles en el

torrente sanguineo para ser transportados al interior de la célula.
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2.3 Transportadores responsables en la absorcion de aminoacidos

Los aminoé&cidos ingresan a las células y tejidos mediante un sistema de
transportadores activos que reconocen, unen y transportan a los aminoacidos
permitiéndoles el paso a través del dominio hidrofébico de la membrana
plasmética desde el medio extracelular hacia el interior de la célula (Christensen
H., 1990). Los sistemas de transporte de aminoécidos se clasifican de acuerdo a:
i) el tipo de aminoé&cido transportado y ii) su dependencia del i6n sodio. De ahi
gue, la nomenclatura adoptada para identificar a los sistemas transportadores de
aminoacidos utiliza acronimos indicativos de la especificidad de sustrato y designa
con mayusculas los sistemas sodio-dependientes y con minusculas los sodio-
independientes (Bannai et al., 1984). La excepcion es el sistema L, que es sodio
independiente y que por razones histéricas se designa con mayusculas
(Christensen, 1990; Broéer, 2006). En la actualidad el desarrollo de herramientas
moleculares (estudio del genoma humano y de Expressed Sequence Tags, ESTS)
han permitido hacer blisquedas por homologia de secuencia de las proteinas, que
han contribuido a identificar un mayor nimero de transportadores de aminoacidos

en diferentes especies, y a avanzar en su conocimiento y clasificacién (cuadro 1).
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Cuadro 1.- Sistema de transportadores de aminoacidos en mamiferos. Los
sustratos de los amino&cidos se presentan en cédigo de tres letras (Cys:cistina,
O:orinitina, GABA: acido y-aminobutirico, AIB: acido aminoisobutirico, MeAlB:
acido metil-aminobutirico). Los sustratos con menor afinidad se muestran entre
paréntesis. (¢,) No claramente asignado. Adaptada y utilizada de Broér y Wagner

(2002).

Sistema Isoformas Mecanismo Sustratos
de (cADNs
transporte clonados)
A ATA1 Cotransporte Gily, Ala, Ser, Cys, GiIn, Asn, His, Met
ATAZ2 1Na+/AA Gily, Pro, Ala, Ser, Cys, GiIn, Asn, His,
ATA3 Met
Gly, Pro, Ala, Ser, Cys, Asn, Met
asc asc-1/4F2hc Antiporte Gily, 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
bo-+ b2 +AT/rBAT Antiporte Lys. Arg, Ala, Ser, Cys, Thr, Asn, Gin,
His,
Met, lle, VVal, Phe, Tyr, Trp, Cys-
BO BOAT-1 Cotransporte Leu, lle, 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)
R (BETA) GAT1 Cotransporte GABA
GAT2 2-3Na+/1Cl- GABA, betaina, Pro, B-Ala
GAT3 TAA GABA, betaina, taurina
GAT4 GABA, betaina
Gly GlyT1 Cotransporte Gly
GlyT2 2-3Na+/1Cl- Gly
/AA
IMINO PAT1 Cotransporte Pro, Gly, Ala, R-Ala, AIB, GABA
PAT2 1H+/AA Pro, Gly, Ala, MeAlB
PAT3 (?) ?
L LAT-1/4F2hc Antiporte His, Met, Leu, lle, VVal, Phe, Tyr, Trp,
LAT-2/4F2hc (GIn)
LAT-3 Ala, Ser, Cys, Thr, Asn, GiIn, His, Met,
Leu, lle, Val
Leu, lle, VVal, Phe, Met
N SN1 Cotransporte GiIn, 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 3Na+/1H+/AA Glu, Asp
(GLT1) acoplado a Glu, Asp, Cys
EAAT3 K+-antiporte Glu, Asp
EAAT4 Glu, Asp
EAATS
X, xXCT/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

14



2.3.1 Transportador cationico de aminoé&cidos (CAT1)

Las proteinas CAT (transportadores de aminoacidos cationicos) fueron los
primeros transportadores de aminoacidos identificados en células de mamiferos a
nivel molecular y representan la principal ruta de entrada de estos aminoacidos a
las células, aunque en ciertas situaciones pueden reducir el flujo de su sustrato
reduciendo la presencia de aminoacidos catiénicos en el interior de las células.
Las proteinas CAT1 forman una subfamilia denominada acarreadora de soluto 7
(SLC7) que consiste de cuatro proteinas transportadoras de aminoacidos
catiénicos: CAT-1 (SLC7A1), CAT-2A (SLC7A2A), CAT-2B (SLC7A2B), y CAT-3
(SLC7A3). Ademas, se conocen otras dos proteinas, SLC7A4 y SLC7Al14 cuya
funcidn actualmente es desconocida (Closs, 2002). CAT1 es parte del sistema de
transporte y*, principal via de entrada de aminoacidos cationicos en células

endoteliales.

2.3.3 Transportador catiénico de aminoacidos (b0,+AT)

Este sistema de transportadores constituyen la gran mayoria de los
transportadores de aminoacidos en mamiferos. Preferentemente, intercambian
aminoacidos no esenciales por aminoacidos esenciales, permiten generar
asimetrias, clave para el flujo vectorial de aminoacidos. En contraste a la proteinas
transportadoras CAT1, los sistemas b0,+AT y B®" (transportadores Na+
dependientes para aminoacidos cationicos y neutros) actlan en conjunto con el
sistema basolateral dependiente y'L que regulan el transporte de aminoacidos a
través de células epiteliales, necesarias para un adecuado proceso de

absorcién/reabsorcién (Bauch et al., 2003). Por otra parte, diversos estudios
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indican la participacion de los aminoacidos cationicos en la sintesis de proteinas y
reacciones enzimaticas dependientes, tal es el caso del proceso de sintesis de
oxido nitrico (NO), urea, creatinina y agmatina (amina sintetizada a partir de la
arginina); asi como en la sintesis de poliaminas, prolina y glutamina. Estos
procesos dependientes de aminoacidos cati6nicos también sugieren una
dependencia de su correcta absorcion a través de sus sistemas de transporte

especificos (Closs et al., 2004).

2.3.4 Miosina (MyH4)

El tejido muscular se caracteriza por presentar células especializadas en la
contraccion. Cada una de estas células o fibras ésta compuesta por filamentos
gruesos Yy finos. Los filamentos gruesos se componen de una proteina
denominada miosina; (miosina de cadena pesada y de cadena liviana), (Barton et
al.,, 1987). Los filamentos finos consisten de proteina: actina, troponina y
tropomiosina. La contraccion muscular ocurre por interaccion entre los filamentos

finos y gruesos (Barton et al., 1987).

El musculo esquelético en animales esta integrado por tres tipos de fibras: |, HA, y
[IB; un cuarto tipo IIC aparece en aquellos animales en crecimiento. Cada una de
ellas tiene caracteristicas propias tales como velocidad de contraccion, diametro, y
vias metabdlicas diferentes para la utilizacion del sustrato durante la contraccién

muscular (Lopez-Rivero, 1993).

Te Pas et al. (1998) mencionan que el peso del musculo esta relacionado con el

namero de fibras, que se producen durante el desarrollo embrionario (miogénesis)
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cuando esté bajo el control de la familia génica de MyoD integrada por; miogenina,
MyoD1, Myf-5 y 6-Myf (Olson 1990; Weintraub et al., 1991). Miogenina tiene un
papel crucial durante la miogénesis, ya que su expresion se relaciona con la
diferenciacion de los mioblastos. Por tanto, miogenina podria tener una influencia
en el nimero de fibras musculares y en la tasa de crecimiento de masa muscular

(Te Pas, et al., 1998).

2.4 Importancia de aminoacidos de cadena ramificada (aarc) en la sintesis de

proteinas.

Los aminoacidos que tienen la capacidad de estimular la sintesis de proteinas son
principalmente la leucina, isoleucina y valina, de estos la leucina es considerada
como el aminoacido con mayor capacidad de estimulacién de la sintesis de
proteinas. Lo anterior fue demostrado por Anthony et al. (2001) quienes
observaron que el consumo de leucina, isoleucina y valina, en ratas estimulaban
una mayor sintesis de proteinas y traduccibn de RNAm in vivo. Siendo
estadisticamente mas significativo en los animales alimentados con leucina,
posiblemente como resultado de un incremento en la fosforilacion del elF4Ely
4EBP1 en comparacion con los animales testigos. Similares resultados fueron
obtenidos por Escobar et al. (2005) quienes demostraron que el incremento de
leucina en plasma estimula la sintesis de proteinas en musculo esquelético de
cerdos neonatos principalmente a través de un incremento en los factores elF4E y
4EBP1, confirmando que la leucina puede actuar como una molécula sefial en la
sintesis de proteinas en neonatos. Fox et al. (1998) sugieren que isoleucina y

valina también puede activar factores de iniciacion de la traduccién, pero en menor
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grado que leucina. Russell et al., (1987), Figueroa et al., (2003), indicaron que la
adicion de valina a una dieta baja a base de maiz-pasta de soya suplementada
con triptéfano, treonina y en algunos casos metionina, aumenta de consumo de
alimento y ganancia diaria de peso pero no mejora la eficiencia alimenticia en

cerdos en crecimiento.

2.5 Mecanismos involucrados en la sintesis de proteinas

La sintesis de proteinas en células de mamiferos es un proceso complejo que
implica una serie de reacciones que involucran la asociacion de las subunidades
40S y 60S ribosomal, RNA mensajero (RNAm), el iniciador metionil-RNA
transferencia (met-RNAt™), amino acil-RNAst, cofactores (GTP y ATP) vy
proteinas conocidas como factores eucarioticos de iniciacion (elF), factores de
elongacion y factores de liberacion que permiten la traduccion del RNAmM a
proteinas (Alberts et al., 2004). El proceso de traduccion o sintesis de proteinas
ocurre en tres principales pasos: 1) iniciacion, en donde el met-RNAt™ y RNAm
se enlazan a la subunidad 40S y 60S ribosomal para formar el complejo ribosomal
en donde se realizara la traduccion; 2) elongaciéon, proceso en el cual los
aminoéacidos forman un complejo con el RNAt y al interactuar con la informacion
del RNAm forman una cadena de polipéptidos especifico; 3) terminacion, fase en

la cual la proteina sintetizada es liberada del ribosoma (Gautsch et al., 1998).

Durante la traduccion del RNAmM se deben considerar dos pasos que limitan el
proceso: el primer paso es la formacion del complejo de pre-iniciacién, 43S, a

partir de la sub-unidad ribosomal 40S y el met-RNAt™, mediado por el factor
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eucaridtico de iniciacion 2 (elF2), y regulado por la actividad de su proteina de
enlace elF2B (Gautsch et al.,, 1998); el segundo paso limitante involucra el
reconocimiento, formacién y acoplamiento del RNAm al complejo de pre-iniciacion,
catalizado por una sub-unidad del complejo del factor eucariético de iniciacion 4F
(elF4F) (Sonenberg, 1994). De esta forma, la traduccién del RNAm es un proceso
complejo que requiere una bateria de proteinas (factores de traduccién) que

indirectamente pudieran ser controlados por los aminoacidos.

2.6 Complejo mTOR en laregulacion de sintesis de proteinas

La proteina blanco de rampamicina denominada mTOR, es una quinasa que
regula multiples procesos de sefalizacion incluyendo la sintesis de proteinas en
respuesta a factores de crecimiento, nutrientes y aminoacidos (especialmente
leucina y arginina) (Cook y Morley, 2007). mTOR, ademas, tiene la capacidad de
enlazar diversas proteinas y formar dos tipos de complejos conocidos como
MTORC1 (mTOR complejo 1) y mTORC2 (Waullschleger et al., 2006). El mTORC1
es inhibido por la rampamicina y regulado por aminoacidos, caso contrario con el
MTORC2, del cual actualmente no existe mucha informacion. El complejo
MTORC1 (Fig.1) estad constituido por las subunidades: (i) mTOR; ii) proteina
Secl3 letal de mamiferos 8 (mMLST8) llamada también Gbl; (iii) sustrato rico en
prolina Akt de 40 kD (PRAS40); y (iv) la sub-unidad Raptor conteniendo a la
molécula WD40. Raptor actia como un agente acoplante en donde se localizan
proteinas de enlace (4EBP1) y la quinasa ribosomal S6 (S6K1), con el complejo

MTORC1 (Laplante et al., 2009)
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Se ha demostrado que los nutrientes, y especificamente los AA de cadena
ramificada participan en la via de sefalizacion de mTOR; donde mTOR provoca la
fosforilacién de la treonina 389 (Thr389) de la proteina quinasa S6K1, es un paso

critico en la activacion de la sintesis de proteinas (Kimball,2002).

Figura 1. Estructura del complejo mTOR

2.7 Aminoacidos y mTOR en la sintesis de proteinas

Los AA’s son considerados como factores clave en la regulacién de la sintesis de
proteinas. Estos no solo proporcionan sustrato para la sintesis sino que también
estimulan una serie de sefiales que regulan la traduccion del RNAm (Vary y Lynch,
2007). 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 AA’s es importante en la fase inicial de la traduccion del

mensajero (Bohe” et al., 2003). Sin embargo los mecanismos o proteinas sensores
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gue regulan el efecto de leucina en el complejo mTOR no se conocen claramente

(Anthony et al., 2001).

Xia et al. (2003), mencionan la participacién de otros AA, como glutamina en la
sintesis de proteina en miocitos cardiacos de ratas recién nacidas; esos autores
observaron que las ratas tratadas con mayores dosis de glutamina estimularon
una respuesta celular asociada con un incremento en la expresion del gen de la
adenilsuccinato sintetasa de musculo (ADSS1), el cual esta relacionado con la

generacion del AMP ciclico, requerido para la sefalizacion del mTOR.

Reportes recientes indican que leucina y glutamina tienen efectos opuestos, lo
anterior fue observado por Deldicque et al. (2008), quienes registraron un
incremento del estado de fosforilacion de mTOR y mayor sintesis de proteinas al
emplear leucina, mientras que glutamina disminuyo el estado de fosforilacion de

MTOR.

En el caso de otros AA, Yao et al. (2008) encontraron que la dieta rica en arginina
estimula la fosforilacibn en mTOR y 4EBP1 en cerdos recién nacidos,
favoreciendo la sintesis de proteinas principalmente en muasculo esquelético.
Otros AA tales como metionina, fenilalanina y triptéfano no presentan ningun
efecto, mientras que lisina, histidina y treonina presentan un efecto inhibitorio en
la fosforilacion de S6K1 en diferentes células de mamiferos, indicando lo complejo
gue resultan los procesos de sefalizacion en los que estan involucrados los AA en

el mecanismo de sintesis de proteinas via mTOR (Mayer and Grummt, 2006).
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En cerdos en crecimiento de han realizado estudios, en los que se han evaluado
isoleucina y valina, para determinar el balance del nitrégeno (Lordelo et al., 2008).
En otros trabajos se ha estudiado si la adicion de leucina en la dieta tiene efecto
sobre la expresion de genes transportadores de aminoécidos y la sintesis de
proteina (Anthony et al., 2001; Lynch et al., 2003). Una observacion importante es
muchos de estos estudios se realizaron en humanos, ratas o en condiciones de
laboratorio altamente controlados, diferentes a las condiciones en que se
encuentran los animales en produccion, como los que se evaluaron en este
trabajo. Por el contrario, Garcia et al. (2009), evaluaron dietas bajas en proteina
adicionadas con AA limitantes, y no encontraron respuesta a Leu; esto pudiera
deberse a la interaccion con lle, provocando que la activacion de la enzima BCAA
descarboxilasa, la cual destruye también a isoleucina y valina (Wiltafsky et al.,
2010). La incorporacion de isoleucina a dietas base trigo, es una opcién que
podria contrarrestar el efecto del exceso de leucina, y corregir la deficiencia que

en ésta pudiera generarse por su destruccion.
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Figura 2. Aminoacidos y mTOR en la sintesis de proteina.
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3 HIPOTESIS

1. La deficiencia de isoleucina provocada en dietas ricas en Leucina puede

corregirse con su adicién en forma cristalina.

2. La suplementacion con isoleucina puede mejorar el comportamiento

productivo y las caracteristicas de la canal de los cerdos.

3. Isoleucina modifica la expresion de genes transportadores de aminoacidos
(CAT1, bO,+AT), miosina de cadena pesada 4 (MyH4), y factor de
crecimiento similar a insulina (IGF), relacionados con la sintesis de proteina

muscular.
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4 OBJETIVOS

1. Evaluar el efecto de la adicion de isoleucina en dietas base trigo
enriquecidas con leucina, en el comportamiento productivo y las

caracteristicas de la canal de cerdos en crecimiento

2. Evaluar el efecto de la adicion de isoleucina en dietas base trigo
enriquecidas con leucina, en la expresion de genes transportadores de
aminoacidos (CAT1, b0,+AT), miosina de cadena pesada (MyH4) y factor

de crecimiento similar a insulina (IGF) de cerdos en crecimiento.
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5. MATERIALES Y METODOS

El trabajo de investigacion se dividié en dos fases, la primera consisti6 en una
prueba de comportamiento con cerdos en crecimiento para evaluar parametros
productivos (ganancia diaria de peso, conversion alimenticia y consumo diario de
alimento), y caracteristicas de la canal (espesor de grasa dorsal y area del ojo de
la costilla), y la segunda fase consisti6 en evaluar el efecto de la dieta sobre la
expresion de genes de transportadores de aminoacidos (CAT1, b0,+AT), factor de
crecimiento similar a insulina (IGF) asi como miosina (Mio); en tejidos de yeyuno,
higado, musculo largo dorsal (MLD) y musculo semitendinoso (MST), de los

animales en experimentacion.

La prueba de comportamiento se llevd a cabo en la Unidad de Fisiologia y
Metabolismo de Cerdos del Instituto de Ciencias Agricolas, UABC. Se emplearon
24 cerdos cruzados (Landrace x Hampshire x Duroc), con 15.9 + 0.6 kg de peso
vivo inicial, distribuidos en cuatro tratamientos con base en su peso inicial, sexo,
edad y camada, y de acuerdo con un disefio de Bloques completos al azar, con
seis repeticiones por tratamiento. Los animales se alojaron en corraletas
individuales con piso elevado, equipadas con comedero de tolva y bebedero tipo
chupdn; el alimento y agua se ofrecieron a libre acceso. Los cerdos se pesaron al
inicio y a los 7, 14 y 21 dias del experimento para estimar la ganancia diaria de
peso (GDP), consumo diario de alimento (CDA) y conversion alimenticia (CA). La
duracion del experimento fue de 21 dias. Al finalizar el experimento se sacrificaron
cuatro cerdos de cada tratamiento para la toma de muestras de tejidos a

emplearse para analisis de expresiéon de genes.
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Las dietas de los tratamientos (T) se formularon con trigo como Unico ingrediente
mayor. Se utilizé un mismo lote de trigo cultivado por irrigacién en todas las dietas.
Los tratamientos fueron los siguientes: T1) dieta base adicionada con 0.69% Lis,
0.27% Tre y 0.10% Met; T2) como en T1 mas 0.50% Leu; T3) como en T1 mas
0.50% lle; T4) como en T1l méas 0.50% Leu y 0.50% lle. Todas las dietas se
adicionaron con Lis, Tre y Met cristalina y proveian el resto de los AA esenciales,
vitaminas y minerales en cantidades suficientes para cerdos en el rango de 10 a
20 kg de peso vivo (NRC, 1998). Las dietas experimentales se muestran en el

cuadro 2.

5.1 Sacrificio y toma de muestra

Al dia 21 del inicio de la fase experimental se llevo a cabo el sacrificio de 16
animales (cuatro por cada tratamiento) que participaron en la evaluacion, éste fue
realizado en el Taller de Carnes de este Instituto de Ciencias Agricolas.
Inmediatamente al sacrificio se colectaron muestras de aproximadamente 0.5 g
de: higado, del lado izquierdo del animal se tomaron las muestras de muasculo
largo dorsal (entre la costilla 10 y 11), asi como musculo semitendinoso, y mucosa
intestinal de yeyuno (previo lavado con solucion salina al 1%). Las muestras se
colocaron en microtubos de 2 ml previamente identificados. El proceso anterior se
realiz6 a en condiciones de asepsia en cuanto fue posible, se utilizé material
estéril, todos los instrumentos empelados durante el muestreo fueron lavados
continuamente con etanol al 100%; las muestras de tejidos fueron colocadas en
nitrégeno liquido para su traslado al laboratorio en donde se conservaron en un

ultracongelador a -86°C, para estudios posteriores.
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Un dia posterior al sacrificio de los animales, y con la canal fria, se realiz6 la
medicion del espesor grasa dorsal (EGD) y area de ojo de la costilla (AOC),
partiendo del costillar derecho de cada uno de los animales sacrificados. Las
mediciones se hicieron entre las costillas, 9-10 y 11-12. El EGD se midié con una
regla en cm, mientras que para el AOC se utilizd un sistema de estandarizacion
gue consiste en una cuadricula de plastico (AMSA, 2001), contando los puntos

que caen dentro del limite que se desea medir en (pulgadas?).

Cuadro 2. Composicion de las dietas experimentales.

Dietas
Ingredientes (%) Base +Leu +lle +Leu+lle
Trigo 95.35 95.35 95.35 95.35
L-Lisina HCI 0.88 0.88 0.88 0.88
L-Treonina 0.27 0.27 0.27 0.27
DL-Metionina 0.1 0.1 0.1 0.1
L-Leucina - 0.5 - 0.5
L-Isoleucina - - 0.50 0.5
Almidén de maiz 1.00 0.50 0.50 -
Carbonato de Ca 1.35 1.35 1.35 1.35
Ortofosfato 0.40 0.40 0.40 0.40
Sal iodada 0.35 0.35 0.35 0.35
Vitaminas y Minerales? 0.20 0.20 0.20 0.20
Antibiético 0.10 0.10 0.10 0.10

Dietas: Base, dieta trigo + 0.69% Lis, 0.27% Tre y 0.1% Met; +Leu, Base + 0.50% Leu; +lle, Base +
0.50% lle; +Leu+lle, 0.50% Leu + 0.50% lle. Proporciond por kg de dieta: Vit. A, 17,500 IU; Vit. D,
200 IU; Vit. E, 11 IU; niacina, 12.5 mg; &cido pantoténico, 9 mg; folacina 0.3 mg, riboflavina, 3.0
mg; piridoxina, 1.5 mg; vit. K, 0.5 mg; biotina, 0.5 mg; vit. By», 15 mg, Zn, 80 mg; Cu, 5 mg; Fe, 80
mg; Mn, 3 mg; |, 0.14 mg; Se, 0.25 mg.
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5.2 Anédlisis de laboratorio

Los analisis de laboratorio se llevaron a cabo en el Laboratorio de Biologia
Molecular del Instituto de Ciencias Agricolas de la UABC. Las muestras de los
tejidos, fueron procesadas para realizarles una extraccion de ARN, seguido de
retrotranscripcion (RT) de los mismos; y por ultimo mediante reacciones
cuantitativas de Reacciéon en Cadena de la Polimerasa en tiempo real (PCR-tr) se
amplificaron y cuantificd la expresion relativa de los RNA mensajeros para los
genes transportadores de aminoacidos CAT1 y b0,+AT en mucosa intestinal
(yeyuno), y miosina, en musculo largo dorsal y semitendinoso. De la misma forma
se realizaron extracciones del RNA total de higado, duodeno e ileon, sin obtener
amplificacion de los RNAmM del transportador cationico de aminoacidos (CAT1 y

b0,+AT) e IGF (factor de crecimiento similar a insulina) al hacer la PCR-tr.

5.3 Extraccion de ARN

La extraccion del ARN, se realiz6 haciendo algunas adaptaciones de la técnica de
TRIZOL Reagent (Chomczynski y Sacchi, 1987), las adaptaciones consistieron en
modificar la temperatura y tiempo de incubacién de las muestras. Se tomo
aproximadamente 0.1 g de muestra de tejido congelado y se macero en un
mortero frio hasta obtener polvo fino adicionando nitrégeno liquido. ElI polvo
obtenido se colocé sin dejar descongelar en un microtubo frio de 2 ml adicionando
1000 pl de Trizol mezclando suavemente por inversion, posteriormente se
centrifug6 a 4°C en una centrifuga refrigerada (Eppendorf), durante 10 minutos a

10000 rpm. La fase liquida se pasé a un microtubo de 2 ml, y se incubd por 5
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minutos en hielo, posteriormente se agregaron 200 ul de cloroformo frio, se agité
vigorosamente e incubd por 2 minutos en hielo antes de centrifugar a 4 °C a
10,000 rpm por 15 minutos. La fase superior del tubo se transfirid a un microtubo
de 2 ml en hielo, adicionando 500 pl de isopropanol frio, y se dejo reposar por 10
minutos en hielo. Posteriormente, las muestras fueron centrifugadas a 10000 rpm
por 10 minutos a 4 °C, el sobrenadante se decantd y se recupero la pastilla de
acido nucleico que fue lavada con 1000 pl de etanol al 100% frio, y se volvié a
centrifugar a 8500 rpm por 5 minutos a 4°C. Finalmente se decanto el etanol
recuperandose la pastilla que fue secada durante 15 minutos a temperatura
ambiente y resuspendida en 30 pl de agua tratada con DEPC. Para confirmar la
presencia y calidad del RNA total, se analizaron 5 pl del producto en un gel de

agarosa al 1 %, con 8 ul de bromuro de etidio, (2.5E-3mg/ml).

5.4 Retrotranscripcion (RT)

La reaccién se llevo a cabo con la enzima transcriptasa reversa RT-Superscript Il
(Invitrogen, USA), de la siguiente manera: en un microtubo de 500 ul se colocaron
6 ul de buffer 5x, 5 ul ARN, 0.75 pl de DNA, y cbp 30 ul con agua tratada con
DEPC, la reaccion se incubd a temperatura ambiente por 15 minutos, y a 70 °C
durante 5 minutos. Se agrego a la reaccion 1 ul de random primer 3ug/ul, 1 pl de
nucledtidos (DNTP’s) a concentracion de 10 uM de cada uno, y se incubd a
temperatura ambiente por 5 minutos, posteriormente en hielo; se afiadieron 2 pl de

buffer 5x, 3 ul de DTT 0.1 M, 1 pl de inhibidor de ARNsa 10U/ul, se centrifuga para
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homogenizar la reaccion. A continuacion la reaccion, se incubg a 42 °C por 2
minutos, y se afladié 1.5 pl de la enzima transcriptasa reversa (RT-Superscript Ill,
Invitrogen; o M-MLV, Fermentas) 200 U/ul, y se incubd a 42 °C por 50 minutos y a
70°C durante 15 minutos. Al final el producto de la retrotranscripcién se almacené

a-20 °C.

5.5 Reaccién en Cadena de la Polimerasa en tiempo real (PCR-tr)

Para esta reaccion se disefiaron y probaron oligonucleétidos para cada uno de los
ARNmM tomando en cuenta la secuencia de los genes de interés, la
estandarizacion de estas reacciones se llevaron a cabo en un termociclador
(modelo Eppendorf) de punto final con temperatura de alineacion y concentracion
del cofactor MgCl, correspondiente (Cuadro 3). Los ARNm analizados fueron en
musculo largo dorsal y semitendinoso: Miosina; en intestino delgado e higado:
transportadores de aminoacidos (CAT1 y b0,+AT e IGF), en cada reaccion se
considero el ARNm del Ribosomal 18S (Rib 18S), como el gen constitutivo,
finalmente se corrié en un gel de agarosa al 1%, con 2.5E-3mg/ml de bromuro de
etidio, en 20 ml de TBE, para corroborar asi la presencia del fragmento del gen de

interés.

La concentracion de cDNA obtenido se determind en un espectrofotdmetro
(Thermo electron), con una lectura de absorbancia a 260 nm de longitud de onda
(A260) Yy su estimacion a traves de la formula: [ADN] ng/ul= (Azso *OD * Factor de
dilucién), usando la densidad éptica (OD) para el ADN de 50 y un factor de

dilucion de 200. (Sambroock y Russell, 2001).
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Las reacciones de PCR-tr, se hicieron por duplicado, se iniciaron con 50 ng/pl de
cDNA de cada muestra y tejido especifico, 0.75 pM de oligonucledtidos
especificos para cada ARNm, 12.5 pl de SYBR Green/ROX gPCR Master Mix (2X)
(Fermentas) y cbp 25 pl con agua tratada con DEPC. Se utiliz6 una curva estandar
de ARN Ribosomal que también se empleé como gen constitutivo para normalizar
el resultado de las reacciones. El equipo empleado para los analisis de PCR-tr o
cuantitativo fue un Chromo4 acoplado a una maquina DNA-Engine (Bio Rad), y el

programa para su analisis y manejo fue el MJ Opticom Monitor, version 3.1.

Las condiciones de la PCR en tiempo real fueron; 95°C por 1min, 45 ciclos [95°C
por 30 segundos, 56°C por 1 minuto, 72 °C por 30 segundos], con una lectura de
la florescencia después de cada ciclo; una curva de desnaturalizacion 60°C a 90°C
con lectura de florescencia cada 0.2 °C; y una incubacion final de las muestras a

10 °C por tiempo indefinido.

5.6 Calculos y analisis estadistico

El nimero de moléculas de los RNAm cuantificados, se calcularon a partir de una
curva de calibracién con una concentracion conocida, del gen Ribosomal 18S (Rib
18S). El andlisis, se realizé con el programa estadistico Statistix 9.0, mediante la

aplicacion de un analisis de varianza de una via (ANOVA).
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Cuadro 3. Oligonucleétidos para PCRtr

Gen Tamafio ™ | [Mgcl]
Oligonucleoétido sentido Fragmento
Transportador GTCGGTTGCAAAGACCATTT
catiénico de 329 pb 96°C | 1.0puM
aminoacidos (CAT 1) Oligonucleotido Antisentido
GAGCGGTGCTGACAACAGTA
AY371320
Transportador Oligonucleotido Sentido
cationico de CGGAGAGAGGAUGAGAAGU
aminoacidos (b0,+AT) 562 pb 56°C | 1.0puM
Oligonucleotido Antisentido
EF127857 GCCCGCTGATGATGATGATGA
Miosina de cadena Oligonucleotido Sentido
pesada 4 (MyH4) AGAUUUCUGACCUGACUG
340 pb 56°C | 1.5uM
NM_001123141 Oligonucleotido Antisentido
TCTCCCTCCATCTTCTTC
Ribosomal 18s cerdo Oligonucleotido Sentido
(RIB 18s) GGCCTCACTAAACCATCCAA
295 pb 56°C | 1.5uM
AY265350 Oligonucleotido Antisentido
TAGAGGGACAAGTGGCGTTC
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Comportamiento Productivo.

En el cuadro 4, se muestran los valores obtenidos en las variables;
ganancia diaria de peso (GDP), consumo diario de alimento (CDA) y conversion
alimenticia (CA) debido a la adicion de leucina, isoleucina o ambas, a la dieta. No
se observo efecto de la adicion de leucina en la GDP (P = 0.103), CDA (P = 0.786)
ni CA (P = 0.291). Isoleucina tendi6 a reducir la GDP (P = 0.071) y el CDA (P =
0.059), pero no afectd la CA (P = 0.337). No se observo efecto de la interaccion
leucina x isoleucina (P > 0.134). Por otra parte, cuando se analiz6 el efecto de la
adicion individual o en forma conjunta de estos aminoacidos a la dieta base, se
observo una disminucion en la GDP debido a leucina (P = 0.033), isoleucina (P =
0.025) y ambas (P = 0.020. EI CDA y la CA no se afectaron por la adicion
individual o conjunta de leucina e isoleucina (P > 0.10).

Resultados similares fueron reportados por Gatnau et al., (1995) y Shriver et al.,
(2003) quienes observaron que la incorporacion de leucina o isoleucina a la dieta
base trigo, no presentd efectos significativos en el comportamiento productivo de
cerdos en crecimiento. Por otra parte Lordelo et al. (2008) y Barea et al., (2009)
encontraron que la incorporacién de isoleucina a la dieta presenta un efecto similar
en el comportamiento productivo de cerdos con respecto a la dieta base. Sin
embargo aun cuando estos estudios han indicado que la adicion de estos
aminoacidos tienen poco o nulo efecto en los parametros productivos, es

importante mencionar el beneficio que se produce al reducir la excrecién de N en
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forma de urea en orina 0 heces (Shriver et al., 2003) mediante la reduccién en el

nivel de PC acompafiada de la adicién de aminoacidos libres.

Cuadro 4. Efecto de la adicion de leucina (Leu) e isoleucina (lle) y la adicion de
leucina-isoleucina a la dieta a base de trigo, en la ganancia diaria de peso (GDP),
consumo diario de alimento (CDA) y conversion alimenticia (CA) de cerdos en
crecimiento.

. Contrastes ortogonales
Tratamientos g

Variable Base B+Leu B+lle +Leu+lle EE Leu lle +Le+lle

GDP**°Kg/dia 0.541 0.452 0.447 0.443 0.027 0.103 0.071 0.134

CDAKg/dia 0.910 0970 0.738 0.733 0.099 0.786 0.059 0.749
CA 1.665 2.132 1.692 1.687 0.211 0.291 0.337 0.281

& Base vs. +Leu: P<0.033
b Base vs. +lle: P<0.025
¢ Base vs. +Leu+lle: P<0.020

6.2 Parametros de la calidad de la canal

6.2.1 Medicion de grasa dorsal (GD) y area del ojo de la costilla (AOC)

En el Cuadro 5, se muestran los resultados de espesor de la grasa dorsal
(GD) y éarea del ojo de la costilla de los animales sacrificados en este trabajo. El
espesor de GD no se afect6 por la adicién de leucina (P = 0.289) o isoleucina (P =
0.475); la interaccion leucina x isoleucina tampoco fue significativa (P = 0.174). El
AOC no se afect6 por la adicion de leucina (P = 0.719) o isoleucina (P = 0.280); la

interaccién leucina x isoleucina no fue significativa (P = 0.267).
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Diversos autores mencionan que las dietas bajas en proteina tienden a
incrementar la grasa dorsal en las canales de cerdo, por lo que la adicion de
aminoacidos sintéticos como isoleucina y leucina, podrian contribuir a reducir su
espesor de grasa dorsal. No obstante los resultados del presente trabajo muestran
que la adicion de leucina, isoleucina o ambos amino&cidos no afectan el espesor

de la GD ni el AOC de las canales de cerdo.

Cuadro 5. Efecto de la adicion de leucina (Leu) e isoleucina (lle) y la adicion de
ambos a la dieta a base de trigo, en el Area del Ojo de la Costilla (AOC) y Grasa
Dorsal (GD) de cerdos en crecimiento.

Tratamientos Contrastes ortogonales

Variable Base B+Leu B+lle +Leutlle EE Leu lle +Le+lle

GD cm 0.635 0.605 0.445 0.667 0.079  0.289 0.475 0.174

AOCcm® 12338 11.413 9.678 11.450 1.555 0.719 0.280 0.267

Los resultados del presente trabajo son similares a los observados por Figueroa et
al. (2004, 2002) quienes encontraron que, al reducir el contenido de proteina de la
dieta y adicionar aminoacidos libres como isoleucina, no se afectaba la
acumulacién de grasa dorsal en los cerdos en crecimiento. Por otra parte ciertos
autores mencionan que dietas bajas en proteina y adicionadas con aminoacidos
libres no afectan el area del ojo de la costilla y la grasa dorsal (Kerr et al., 2003).
Similares efectos se observaron en cerdos en finalizacion alimentados con dietas

bajas de proteina adicionadas con aminoacidos cristalinos, en donde no se afecté
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el espesor de la grasa dorsal ni la respuesta productiva de los animales (Figueroa

et al., 2008).

6.3 EXPRESION DE TRANSPORTADORES DE AMINOACIDOS

6.3.1 Expresion del gen b0,+ ATy CAT 1 yeyuno

El sistema de transporte dependiente del Na®*, b0,+AT, es considerado como uno
de los principales transportadores de AA catidnicos y neutros de la membrana
celular, y es especialmente importante para la absorcion de AA en enterocitos
(Mann et al., 2003). Adicionalmente, en trabajos realizados por Munck y Munck
(1997), se encontr6 que bO0,+AT es un potente sistema de transporte que
intercambia lisina intracelular por leucina extracelular en la membrana luminal del
intestino delgado en ratas y conejos, hecho que demuestra la importancia del
balance de aminoacidos en ambos lados de la membrana celular para regular la
expresion y actividad de éste y otros transportadores.

En el presente estudio se encontré que la adicion de leucina, de forma individual
(T3; P=0.009) y en combinacidon con isoleucina (T4; P=0.040), redujo la
expresion de b0,+AT en yeyuno, en comparacion con la dieta base. Pero la adicion
sola de isoleucina no produjo ningdn cambio con respecto a la dieta base

(P=0.111; Cuadro 6).

La expresion de b0,+AT en yeyuno se redujo en 88, 67 y 79% en los animales que
consumieron las dietas adicionadas con leucina, isoleucina 0 ambas,

respectivamente, con respecto a la dieta base. Algunos autores mencionan que la
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expresion de b0,+AT puede afectarse debido a la concentracién y calidad de la
proteina en la dieta o al estado fisiologico de los individuos (Nagawa et al., 1997;
Pérez et al., 2009). Ademas, Gilbert et al. (2008) mencionan que el empleo de
dietas en aves con el mismo nivel de proteina pero con dosis altas de isoleucina y
leucina tienden a disminuir la expresién de b0,+AT. Lo anterior fue similar a lo
observado en el presente estudio donde la reduccion en la expresion de b0,+AT
ocurrié por el incremento en el contenido de leucina en la dieta (cuadro 6).
Ademas, es importante tomar en cuenta que los niveles de expresion de b0O,+AT
también pudieron variar dependiendo de la seccion del intestino delgado, ya que
en pruebas preliminares al inicio del estudio se busco identificar la expresion del
mensajero en duodeno e ileon, sin lograr la amplificacién clara del mismo en esas

secciones.

Cuadro 6. Expresion relativa de CAT1 y b0,+ AT por efecto de la adicion de
leucina (Leu) e isoleucina (lle) en yeyuno de cerdos en crecimiento [(moléculas de
ARNmM del transportador / numero de moléculas de ARN ribosomal 18S) X1000].

Tratamientos Contrastes ortogonales

Gen Base* B*+Leu B*+lle *+Leu+lle EE Leu lle +Le+lle

b0O,+AT ** 1.692 0.207 0.551 0.357 0.301 0.009 0.111 0.041
CAT1?® 0.720 4.177 1.872 2.282 0.308 0.001 0.238 0.001

& Efecto por la adicion de leucina (P<0.001)
® Efecto por adicién de leucina e isoleucina (P<0.05)

Finalmente, se ha visto que la genética de los individuos también afecta el patron y
nivel de expresién de estos transportadores. Por ejemplo, Gilbert et al. (2008)

encontraron que la expresion de los transportadores de AA varia segun la linea de
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pollos empleada; y Wang et al. (2009) hallaron que en cerdos tibetanos se expresa
con mayor abundancia el gen b0,+AT en duodeno y en menor proporcion en

yeyuno, efecto contrario al hallado en este experimento.

La expresion del transportador CAT1 en yeyuno se afectdé de manera diferenciada;
la adicion de leucina la incrementd (P<0.001) mientras que isoleucina la redujo
(P=0.238; Cuadro 6). Pero, debido a que la interaccion leucina x isoleucina fue
significativa (P = 0.001), se analiz6 el efecto de adicionar de manera individual o
combinada estos AA a la dieta base. Asi, leucina sola (P=0.001) o en combinacion
con isoleucina (P<0.050) incrementd la expresion de CAT1. La adicion de

isoleucina sola no afecté (P > 0.100) la expresion de CATL1.

En trabajos recientes en mamiferos no rumiantes se menciona que los niveles de
expresion de CAT1 son diferentes dependiendo de la seccién de intestino
(duodeno, yeyuno e ileon) que se estudie (Liao et al., 2008); e incluso se ha visto
gue su expresion también varia dependiendo del tejido y del estado fisiolégico del
animal (Liao et al.,, 2008; Aleman et al., 2009). En el presente trabajo no fue
posible detectar la expresidbn de este transportador en duodeno e ileon,
posiblemente porque la expresion de CAT1 en cerdos ocurre principalmente en
yeyuno. Tomando esto ultimo en consideracion, es probable que las diferencias
entre especies sean importantes. Por ejemplo, Woodward et al. (2010)
mencionaron que en equinos, tanto el intestino delgado como el intestino grueso
contribuyen de manera importante en la absorcion de aminoacidos catiénicos via

los transportadores CAT1. Estos autores, encontraron una mayor concentracion
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de CATL1 en yeyuno e ileon, y menor concentracién en colon; concluyendo que en
esa especie ambas porciones del intestino contribuyen de manera importante con

la absorcién de aminoacidos catidnicos.

Los resultados del presente y otros trabajos indican que la expresion de CAT1
puede variar dependiendo de la concentracion de aminoacidos en el medio. Por
ejemplo, en un modelo de células placentarias de humanos, se observé que la
presencia de aminoacidos neutros como leucina en combinacion con sodio (Na+)
inhibe la expresion de CAT1, aunque este efecto también depende del organismo
y del tejido estudiado (Kamath et al., 1999). Ademas, es probable que el
incremento en la concentracion de leucina en el medio extracelular inhiba la
absorcion de lisina, primer aminoacido limitante en las dietas basadas en cereales
en cerdos en crecimiento. Esto explicaria parcialmente la baja ganancia de peso

de los animales que consumieron las dietas adicionadas con leucina.

6.3.2 Expresion de transportadores de aminoéacidos (b0,+AT, CAT1) en

tejidos de higado, musculo largo dorsal y musculo semitendinoso.

Originalmente, en el presente trabajo se buscé detectar la expresion de b0,+AT y
CAT1 en musculo largo dorsal y semitendinoso, sin embargo ésta fue escasa o
nula. Esto tiene sentido si se considera que los sistemas de transporte son
restringidos a tejidos especificos en base a sus funciones -caracteristicas,
regulacion y fisiologia del mismo tejido (Moret et al., 2007). CAT y b0,+AT forman

parte de un grupo de sistemas para el transporte de aminoacidos cationicos y
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neutros localizados principalmente en el intestino delgado y en células hepaticas
(Bode, 2001). Aunque existen reportes que muestran en musculo la expresién de
los transportadores CAT1, CAT2, y CAT2a, se desconoce exactamente su afinidad
por cada uno de los amino&cidos catidnicos. Sin embargo, se especula que el
transportador de baja afinidad CAT2a favorece una mayor absorcion de lisina y
arginina (Zorzano et al., 2000). Ademas, es probable que la concentracion de
aminoacidos en la dieta y en consecuencia su abundancia en plasma afecte la
expresion de cada uno de los transportadores de aminoacidos especificos a nivel
de tejidos. En un trabajo anterior a éste, Barrera (2009) probo diferentes niveles
de lisina en la dieta de cerdos en crecimiento y observd una mayor expresion de

los transportadores CAT en tejido muscular.

6.3.3 Expresion de miosina en musculo largo dorsal (MLD) y musculo

semitendinoso (MST)

Los resultados de expresion de miosina en tejido muscular se presentan en el
Cuadro 7. La expresion relativa de miosina en muasculo largo dorsal (MLD) no se
afectd por la adicion de leucina (P = 0.803) ni por la interaccion leucina x
isoleucina (P0.923); pero, isoleucina la incrementd (P = 0.001). En contraste, la
expresion relativa de miosina en musculo semitendinoso (MST) se redujo (P <
0.001) por la adicion de isoleucina a la dieta base. Similar a lo ocurrido en MLD, no
se observo efecto de leucina (P = 0.214) o la interaccién leucina x isoleucina (P =

0.826). Por otra parte, cuando se compar6 el efecto de la adicién individual o
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combinada de estos AA a la dieta base, con leucina se increment6 (P < 0.001) la
expresion de miosina en MST, pero cuando se adicion6é en combinacion con

isoleucina la redujo (P < 0.001).

Cuadro 7. Expresion relativa de miosina por efecto de la adicion de leucina (Leu) e
isoleucina (lle) en masculo largo dorsal (MLD) y musculo semitendinoso (MST) de
cerdos en crecimiento [(moléculas de ARNmM miosina / moléculas de ARN
ribosomal 18S) X1000].

Tratamientos Contrastes ortogonales

Gen Base B+Leu Base+lle +Leu+lle EE Leu lle +Leu+lle
MLD?? 1.801 1.285 6.886 6.657 1.47 0.803 0.001 0.923
MSTSd 1596 17.27 2.18 4.04 1.24 0.214 0.000 0.826

@ Efecto por adicion de isoleucina (P<0.050)

P Efecto por la adicién de leucina-isoleucina (P<0.050)
¢ Efecto por adicién de isoleucina (P<0.001)

9 Efecto por adicién de leucina (P<0.001)

La actividad de contraccion en las células musculares ocurre gracias a la
interaccion de las proteinas contractiles actina y miosina. Miosina es la proteina
muscular mas abundante. Hasta el momento se han descubierto diferentes
isoformas de los genes de miosina, lo que permite clasificar a las fibras en: a)
fibras de contraccion lenta, que corresponden a genes de miosina de cadena
pesada tipo I; b) fibras de contraccién rapida, que corresponden a genes de
miosina tipo Il (Lefaucheur et al., 2002). De acuerdo con Reiser et al. (1988), la
expresion diferenciada de cada una de las isoformas de miosina tiene efecto en
las caracteristicas fisiol6gicas y propiedades contractiles del musculo de que se

trate. EI ARNm de miosina estudiado en el presente trabajo corresponde a la
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cadena de miosina pesada 4, cuya proteina también es conocida como miosina

tipo 11B.

Los resultados del presente trabajo coinciden con lo encontrado por Hemmings et
al. (2009), quienes aunque con un nivel bajo, observaron la expresion de la
isoforma Ilb de miosina en musculo semitendinoso de ovino, pero no detectaron su
expresion en MLD. En contraste, Gunawan et al. (2007) evaluaron la expresion de
miosina en diferentes muasculos de cerdos y encontraron que ésta varia
dependiendo del tipo de fibra muscular evaluada, en ese trabajo la expresion y
concentracion de la isoforma Ilb de miosina fue superior en el musculo longissimus

en comparacion con el semitendinoso rojo.

Hasta el momento no se encontraron reportes que indiquen si el tipo de dieta de
los cerdos o la concentracion y relacion de aminoacidos en la misma afecta la
expresion de una o mas isoformas en particular. En este trabajo se observo que la
adicion de isoleucina si afecta la expresion de la isoforma Ilb de miosina de
cadena pesada, y que este efecto es de forma diferenciada ya que incrementa la
expresion en MLD pero la inhibe en MST. Sin embargo algunos trabajos en
humanos (Verhoeven et al., 2009) demostraron que la suplementacion con leucina
no afecta la masa muscular en hombres adultos. Por el contrario, los trabajos de
Rieu et al. (2006 y 2007) han demostrado que una dieta con proteina rica en
leucina o la suplementacién con ese aminoacido favorecen la sintesis de proteinas
musculares en hombres de edad avanzada. Esto, posiblemente debido a que
leucina inhibe la degradacion de proteinas musculares y estimula la sintesis de

proteina muscular postprandial (Louard et al., 1995; Norton et al., 2006).
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6.3.4 Expresion de Factor de crecimiento similar a insulina (IGF) en tejidos

de higado, musculo largo dorsal y musculo semitendinoso.

El factor de crecimiento similar a insulina-I (IGF-1) desempefia un papel importante
como regulador de diversas funciones anabdlicas/somatogénicas de la hormona
de crecimiento (Mejia N. et al., 2002). Entre otros, el estado nutricional del
individuo es un factor clave que puede regular la actividad y funcion del eje GH-
IGF. En el presente estudio no fue posible detectar la expresion de IGF en células
hepaticas y musculares, probablemente debido a que la dieta base baja en
proteina, adicionada con leucina e isoleucina no permitio la expresion suficiente de
IGF-1 para que ésta pudiera ser detectada o bien por la ausencia de la misma.
Similares resultados se han reportado en cerdos y ratas que al ser sometidos una
dieta baja en proteina presentan baja 0 nula expresion y secrecion de IGF-1

(Sohlstréom et al., 1998; Katsumata et al., 2002).
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CONCLUSIONES

La adicion de leucina e isoleucina a la dieta base trigo, enriquecida con
lisina, treonina y metionina, afectd negativamente la ganancia diaria de peso de
cerdos en crecimiento, sin afectar las caracteristicas de la canal. Con respecto a la
expresion de transportadores de AA en yeyuno, la adicion isoleucina sola no
afect6 la expresion de ninguno de los transportadores. En contraste cuando se
adiciona isoleucina junto con leucina, o por la adicion de leucina sola, se reduce la
expresion de b0,+AT y se incrementa la de CAT1. La expresion de miosina se
incrementa en el musculo largo dorsal, pero se reduce en el semitendinoso en
respuesta a la adicion de isoleucina. En este estudio, no se detecté expresion de

IGF-1 en higado ni tejido muscular.
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ANEXO

Tabla de estadisticos de comportamiento productivo y calidad de la canal

Tratamientos Contrastes ortogonales Contrastsac::tra Hita
Variable Base |Dooeth|BaseHlliHleutlll e P ] e |tele| Leu |l [+Lele

eu e e Anova
GDP kg/dia [ 0.541 | 0452 | 0447 | 0443 | 0.027 | 0.587 | 0.103 | 0.071 | 0.134 0.033 0.025 | 0.020
CDA kg/dia [ 0.910 | 0.970 [ 0.738 | 0.733 | 0.099 | 0.265 | 0.786 | 0.059 | 0.749 | 0.676 | 0.242 | 0.229
CA 1.665 | 2132 | 1.692 | 1.687 | 0.211 | 0.363 | 0.291 | 0.337 | 0.281 [ 0.138 | 0.930 [ 0.943
GD cm 0.635 | 0.605 | 0.445 | 0.667 | 0.079 | 0.935 | 0.289 | 0475 | 0.174 | 0.793 | 0.115 | 0.776
AOC cm? | 12.338 [ 11413 [ 9.678 | 11.450 | 1.555 | 0.679 | 0.719 | 0.280 | 0.267 | 0.680 | 0.248 | 0.692

Tabla de estadisticos de Expresion de genes
Contraste contra dieta base
Tratamientos Contrastes ortogonales
P
i Base+L | Base | +Leu

Gen Tejido | Base i e | sue EE | Anova Leu lle | +Lele Leu lle +Letle
b0,+AT Yey | 1.692 | 0.207 [ 0.551 | 0.35 | 0.301 | 0.006 | 0.009 [ 0.111 | 0.041 0.001 0.012 | 0.004
CAT1 Yey | 0.720 | 4.177 | 1.872 | 2.28 | 0.308 | 0.000 | 0.000 | 0.238 | 0.000 0.000 0.013 | 0.001
Miosina | MLD | 1.801| 1.285 |6.886 | 6.65 | 147 | 0.014 | 0.803 | 0.001 | 0.923 0.806 0.021 | 0.027
Miosina | MST | 1596 | 17.27 | 2.18 | 4.04 | 1.24 | 0.000 | 0.214 | 0.000 | 0.826 0.464 0.000 | 0.000
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