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RESUMEN

El objetivo general de este trabajo ha sido conocer la adaptacion del fenotipo muscular
después de la administracion oral del carazolol a pollos de engorda. Las conclusiones
pretenden sentar las bases para utilizar este farmaco en esta especie animal. Este
bloqueador agonista beta 3 adrenérgico tiene entre sus efectos una eficaz inhibicion de la
accion de las catecolaminas sobre las fibras musculares esqueléticas liberadas durante el
estrés de transporte en cerdos y bovinos. Esta accién reduce el deterioro en la calidad de la
canal. La dosis recomendada es de 1mg / 100 kg (cerdos y bovinos) por via intramuscular
sin embargo la biodisponibilidad por via oral es de aproximadamente del 10 % requiriendo
10 veces mas la dosis. Su accion incluye la disminucion de la taquicardia y gasto cardiaco
evita la hipertermia, previene la acidosis metabdlica, inhibe la movilizaciéon de grasas
evitando su acumulacion a nivel hepatico. Se utilizarén 2 grupos de pollos de la linea Ross;
grupo control (n=5) y grupo tratado (n= 10), de cuatro semanas de edad, dandose una
semana de adaptacion, al inicio de la quinta semana se administrd V.O. una dosis unica de
100 pg/kg. Se sacrificaron con sobredosis intamuscular de ketamina, en la pechuga a las 2
(n=3), 4 (n=3) y 8 dias (n= 4) pos tratamiento del grupo tratado y 0 (n=2) y 8 (n=3) dias del
grupo control, tomandose muestras de los musculos femorales y pectorales e
inmediatamente congelandose en nitrégeno liquido para su andlisis, se realizarén cortes
transversales seriados de 10u de grosor y se realizardn las tinciones de hematoxilina —
eosina, Acido Periddico de Schiff (PAS), Succinil Deshidrogenada (SDH), Glicerol fosfato
deshidrogenada (GPDH), a- amilasa PAS y miosin ATPé4sa con una pre incubacién acida.
Se digitalizaron a un aumento de 10x y se analizarén las imagenes con el programa Image
Pro Plus®. Las observaciones obtenidas se analizaron con el programa estadistico SAS
obteniendo diferencias significativas en la morfologia y metabolismo celular con una
P<0.05 entre los 2 y 4 dias postratamiento en relacion al grupo control en cuanto densidad

capilar, area transversal, SDH, GPDH y Glucégeno intrafibrilar (PAS).

Palabras clave: Carazolol, metabolismo muscular, SDH, GPDH, beta-agonista,

adrenoreceptores, morfologia muscular, musculo esquelético.




ABSTRACT

The aim of this work was to establish the muscle phenotype adaptation after the oral
administration of carazolol to poultry in order to provide evidence for further use of this
drug in this animal species. One of this beta-adrenergic blocking agent activities, is the
effective inhibition of the action of released catecholamines on skeletal muscle fibers
during stressful situations such as transport of swine and cattle. This action reduces injury
and therefore increases meat quality. Recommended dose is 1 mg/100 kg (swine and cattle)
by intramuscular administration. Nevertheless, bioavailability per o0s is of approximately
10%, requiring a 10-fold increase in dosage. It reduces tachycardia and cardiac output,
inhibits hyperthermia, prevents metabolic acidosis, and inhibits fat movilization by
avoiding their hepatic accumulation. Two groups of chickens of the Ross breed were used:
Controls (n=5) and experimental animals (n=10) were four-weeks old and allowed to adapt
during one week. At the beginning of the fifth week, a single dose of 100 pg/kg was
administered per 0s. Experimental animals were humanely euthanized applying an
intramuscular overdose of ketamine in the breast muscle at 2 (n=3), 4 (n=3), and 8 (n=4)
days after treatment; whereas untreated controls were euthanized at days 0 (n=2) and 8
(n=3). Samples were collected from femoral and breast muscles and were immediately
frozen in liquid nitrogen for further analysis. Transverse sections of 10pu were cut and
stained with hematoxylin and eosin, periodi-acid Schiff (PAS), Succinyl dehydrogenase
(SDH), glycerol phosphate dehydrogenase (GPDH), a-amylase PAS and myosin ATPase
with an acid pre-incubation. Tissue sections were digitalized at 10X and analyzed using
Image Pro Plus® software. Observed results were analyzed using the statistical program
SAS and statistical differences were obtained in morphology and cellular metabolism with
a P<0.05 between 2 and 4 days after treatment as compared to controls regarding capillary

density, transverse area, SDH, GPDH, and intrafibrillar glucogen (PAS).

Keywords: Carazolol, muscular metabolism, SDH, GPDH, beta-agonist, adrenoreceptors,

muscular morphology, skeletal muscle.
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I. INTRODUCCION

f | musculo esquelético es un tejido versatil y heterogéneo que posee

una gran diversidad de células, proteinas y propiedades estructurales, metabdlicas y
contractiles cuya principal caracteristica es la adaptabilidad (Talmadge, 1993, Booth y
Baldwin, 1996). El conocimiento de los mecanismos de adaptacion celular del musculo
esquelético frente a estimulos fisiologicos y/o patologicos permiten comprender mejor los
factores que regulan la calidad de la carne (ternura, porcentaje de coldgeno, grasa)
(Lefaucheur y cols. 2002; Ouali y cols. 1990) teniendo por esto un enorme interés en
medicina, sanidad y produccion animal (Lopez Rivero y Quiroz Rothe, 2001, Lefaucheur y
cols. 2002; Andersen y cols. 2005).

El analisis histolégico e histoquimico del musculo esquelético permite conocer su fenotipo
y la adaptabilidad frente a estimulos fisioldgicos (p.e:crecimiento, ejercicio) (Persson y
cols. 1991; Belcastro y cols.1998), dietarios y metabdlicos (p.e: procesos aerdbicos,
anaerobicos) (Taylor, 1985; Talmadge, 1993; Blanco y cols. 1988; Blanco y Sieck,1992;
Dunshea y cols. 2005), genéticos (influencia de la seleccion en miogenesis y crecimiento
muscular) (Rehfeldt, y cols. 2000; Rehfeldt, y cols. 2004) ambientales (p.e: manejo,
nutricion, transporte), y/o farmacolédgicos (promotores del crecimiento) (Kijowski, 1997; ).
La mejor adaptacion muscular a estos estimulos determinara la calidad de la carne
(Ashmore, 1974; Henckel, y cols. 1997) pero se debe tener también en consideracion las
condiciones que rodean al sacrificio (Shackelford y cols. 1999; Gunning y Hardeman,
1991).

Por lo tanto la composiciéon ante-mortem de fibras musculares, la proporcion de grasa
intramuscular y de tejido conectivo estdn relacionados directamente con los atributos
organolépticos, nutricionales e higiénicos de la carne (p.e: color, capacidad de retencion de
agua, terneza y cambios del pH) (Kijowski, 1997; Lefaucheur y cols. 2002). Los factores de
manejo que mas influyen sobre la calidad final de este producto son la edad y peso al
sacrificio, cantidad y composicion de la dieta, temperatura ambiental, temperatura de la
canal, uso y abuso de finalizadores (Lopez Rivero y Quiroz Rothe, 2001).

La relacion entre calidad cérnica y condiciones de transporte y sacrificio (Le Bihan-Duval y

cols. 1998;Le Bihan-Duval y cols. 1999; Fujii y cols. 1990) han sido relacionadas con el



sindrome de estrés aviar (SSA) (Stephan, 1993) cuya consecuencia es carne palida, suave y
exudativa (PSE) (McKee y Sams, 1997; Sosniki y Wilson, 1991). Esta condicién se
atribuye a un descenso importante del pH, aumento del lactato y aumento de la temperatura
de la canal (Choe y cols. 2008; Ashmore.1974). Estos hechos conllevan a una merma
cualitativa del producto alimentario e importante pérdida econdémica al sector avicola
(McCurdy y cols. 1996; Barbut, 1997; Berri y cols. 2001).

La relacion entre bloqueadores adrenérgicos con la produccion y calidad carnica ha sido
estudiada en los ultimos 20 afios. Asi, el bloqueador agonista beta 3 (carazolol), se ha
reportado en el ganado porcino y bovino como farmaco con importantes caracteristicas
reductoras del estrés (Berri y cols.2004; Andersen y cols. 2005). Sin embargo a nuestro
conocimiento no se ha reportado el efecto de este farmaco en el musculo esquelético del
pollo de engorda.

Por lo que el objetivo general de este trabajo es conocer la heterogeneidad del fenotipo
muscular (porcentaje y caracteristicas contractiles, metabolicas y morfoldgicas de las fibras
musculares) (Pette y Staron, 1990; Talmadge y Edgerton, 1993) de la estirpe Ross frente a
un agente estresor (manejo) y posteriormente comprender los mecanismos de adaptabilidad

de este tejido en animales tratados con carazolol.

Il. BASES MORFOLOGICAS DEL MUSCULO ESQUELETICO

El musculo esquelético representa del 40 al 50% del peso corporal en los animales
domésticos. De este valor, del 75 al 90 % son miofibras (Lefaucheur y cols. 2002). Los
miocitos, presentan como caracteristicas: doble membrana plasmatica (sarcolema), varios
nucleos en posicion periférica y una morfologia alargada, por esto se denominan “fibras
musculares” (Brooke y Kaiser, 1970). Mas del 90 % del tejido muscular esta representado
por las miofibras, mientras que el porcentaje restante corresponde a nervios, vasos
sanguineos, grasa y tejido conectivo, que separa cada una de las fibras musculares
(endomisio), los fasciculos (perimisio) y el musculo en su totalidad (epimisio) (Ashmore y
Doerr 1971). La red neuro-vascular penetra al tejido muscular a través de los septos del
tejido conjuntivo. El sarcolema se continta con un sistema de tubulos transversales (tibulos
T), relacionados con el reticulo sarco-endopldsmico y la movilizaciéon de calcio (Pette,
1980; Berchtold y cols. 2000). Las fibras musculares esqueléticas se caracterizan por la

presencia de miofibrillas. Estas estructuras responsables de la contraccion tienen una forma



cilindrica alargada (1 a 3 um de didmetro) y corren paralelas al eje longitudinal de la célula.
En los campos transversales se observa que estan agrupadas en los campos de Cohenheim
(Huxley, 1971; Pette, 1980; Alberts y cols.1983). Las miofibrillas se localizan en el
citoplasma fibrilar (sarcoplasma). Este contiene grandes cantidades de potasio, magnesio y
fosfato, enzimas proteicas y un elevado nimero de mitocondrias (Reggianni y Mascarello,
2004). Las miofibrillas estan formadas por miofilamentos finos y gruesos, los que inducen
la apariencia de bandas claras y oscuras que se repiten a lo largo de cada miofibrilla,
determinando la organizacion de los sarcomeros. Los miofilamentos se dividen en
filamentos individuales, compuestos por proteinas contractiles y no contractiles (Karpati,
1979). La miosina es la proteina mayoritaria del musculo y el principal constituyente de su
aparato contractil. Otras proteinas miofibrilares son: actina, troponina, tropomiosina o
extramiofibrilares (Ca** sarcoendoplasmatica) (Schiaffino y Reggianni, 1996 Talmadge y
cols. 1993, Rivero y cols. 1999). Figura 1 y 2 donde se esquematiza la conformacion de las
fibras musculares y cortes histoldgicos con tincion H y E donde se observan fibras

musculares reales.

FIBRA MUSCULAR

NUCLEO

LINEA Z
MITOCONDRIA

= INVAGINAC
- TUBULOS T

RETICULO
SARCOPLASMATICO

—CISTERNA TERMINAL

TUBULO T
SARCOLEMA

SARCOPLASMA

MIOFIBRILLAS

Figura 1. Organizacion del musculo esquelético.
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Figura 2.- a) Fotografia de las bandas claras y obscuras de un musculo esquelético. B) Tincion H y E se

observan las fibras transversales y nuicleos.

Las células precursoras de miocitos o células satélites, se sitlian entre el sarcolema y la
membrana basal de la fibra muscular y se consideran como mioblastos persistentes. Estas
son células postnatales con un alto potencial biogénico y son consideradas como
reguladoras del proceso de regeneracion muscular (Giddings, 1985; Bourke, 1995;

Kaariainen y cols.2000).

Il. A. Caracteristicas de la poblacion miofibrilar

El musculo esquelético se ha estudiado en base al concepto ‘tipos de fibras musculares’
(Talmadge y cols. 1993; Gauthier y Padykula, 1966). Segin este principio, las células
musculares esqueléticas se clasifican en grupos concretos, que difieren en sus propiedades
contractiles (velocidad méxima de contraccion), metabdlicas (capacidad oxidativa,
capacidad glucolitica, contenido de substratos) y morfoldgicas (tamafio, capilarizacion,
nimero de mionucleos y capilares) (Talmadge 1993; Booth y Baldwin 1996; Rivero 1997;
Quiroz Rothe ,2003). La clasificacion fibrilar en grupos concretos requiere que todas estas
propiedades se expresen en cada célula de forma coordinada (Bergstrom, 1971, Botinelli y
Reggiani, 2000). Esta expresion coordinada representa la base de la heterogeneidad
muscular en todas las especies (Quiroz Rothe, 2001; Reggiani y Mascarello, 2004).

El fenotipo muscular o el porcentaje y las caracteristicas de los tipos fibrilares varia entre
individuos y esta controlado por factores miogénicos (p.e: linaje genético, raza, sexo, edad)
y extramiogénicos (p.e: actividad neuromuscular, dependencia neural, hormonas, sustancias
extracelulares) (Quiroz Rothe 2003). La plasticidad muscular se basa en la respuesta

adaptativa del musculo esquelético. Asi numerosos atributos de las fibras musculares se



expresan en equilibrio dindmico, ajustandose constantemente a estimulos de diferente
naturaleza (p.e: fisiologicos, patologicos) (Pette, 1990; Reggianni y Mascarello 2004).

El método inmunohistoquimico de clasificacion fibrilar mas extendido se basa en el
polimorfismo de la miosina (Talmadge y cols. 1993; Schiaffino y Reggiani, 1996),
deducido por su comportamiento diferencial frente a la reaccidon histoquimica convencional
de ATPasa miofibrilar (Brooke y Kaiser 1970gauthier y Padykula, 1965). Sin embargo los
analisis histoquimicos permiten determinar a nivel celular, la actividad metabdlica
(enzimatica o concentracion de diferentes sustratos) del musculo. El anélisis digitalizado de
estas imagenes, ha proporcionado un enorme volumen de informacion sobre las
caracteristicas de los tipos de fibras musculares (Lopez Rivero, 1988).

La clasificacion del fenotipo muscular y sus adaptaciones ha sido compleja y laboriosa.
Ranvier, describe por vez primera la velocidad de contraccion de distintos haces de fibras
musculares (citado por Lépez Rivero 1988). La relacion entre metabolismo y velocidad de
contraccion fue reportada por Paukul (1904). Seligman y Rutenburg (1951), demuestran la
actividad succinico deshidrogenada tisular (citado por Lopez Rivero1988). Padykula y
Herman (1955) proponen la técnica de ATPasa miofibrilar. Engel (1962), clasifica las
fibras en tipo I o de baja actividad miosin ATPésica y de tipo II o alta actividad miosin
ATPasica (citado por Lopez Rivero, 1988). Guth y Samaha (1969) demostraron que la
miosina del musculo lento es mas alcalino labil y &cido estable que la del musculo rapido y
concluyen que es necesario pre incubar para lograr la tinciéon en medios alcalinos y acidos
pre-estableciendo pH entre 9,4-9,5 y 4,2-4,5 respectivamente (citado por Lopez Rivero
1988). Brooke y Kaiser (1970) mediante pre incubacion 4cida y basados en la reaccion de
miosin ATPasa clasifican las fibras musculares de ratas y del ser humano en tipos I, I11A,
IIB, y IIC.

La actividad oxidativa y glucolitica y su correlacion con la actividad ATPasica fue citada
por Edgerton y cols. (1971). Edgerton y Simpson (1971), Peter y cols. (1972) propusieron
las bases para una nueva clasificacion fibrilar, denominando a los tipos fibras propuestos
por Stein y Padykula (1962) como fibras SO (contraccion lenta y metabolismo oxidativo),
FOG (de contraccion rapida y metabolismo oxidativo- glucolitico) y las FG de contraccion
rapida y metabolismo glucolitico. Burke y cols (1977) considerando la capacidad de

contraccion, oxidativa y glucolitica deducen la capacidad de fatiga y denominan como



fibras SR las de contraccion lenta y muy resistentes a la fatiga, FR de contraccion rapida y
fatigo resistentes y FF de contraccion rapida y fatigables ( citado por Lopez Rivero,1988).
Dubowitz y Brooke (1973) presentan una clasificaciéon basada en la actividad ATPésica
aun vigente. La clasificacion de fibras musculares basada en la actividad miosin ATPasica
y su combinacion de pre incubacion e incubacion en medios acidos y alcalinos concluye
que cada musculo y cada especie tienen una combinacion 6ptima de rangos de pH para la
demostracién de su actividad miosina ATPésica estas observaciones se confirman en otros
trabajos como los de Khan (1979), Mabuchi y Sréter (1982), Tunell y Hart (1977).

Mc Conathy y cols. (1983) Compararon la relacion entre estructura y funcidon y establecen
una equivalencia entre las diversas nomenclaturas para describir las fibras musculares,
basados en la actividad oxidativa (NADH-TR o SDH) y en el comportamiento de la miosin
ATPasa frente a preincubaciones acidas (pH 4,0-4,4) y alcalinas (pH 10,2-10,4) clasifican
a las fibras en tipo I (fibras SR o SO); fibras tipo IIA (FR o FOG) y fibras tipo IIB (FF o
FQG).

La poblacion fibrilar varia sus porcentajes con respecto a la topografia muscular (poblacion
superficial o profunda). Las fibras de contraccion lenta son méas numerosas en las regiones
profundas mediales y craneales mientras que las tipo II predominan en superficie y en la
periferia de los fasciculos (Lopez Rivero, 1988). Esta caracteristica induce al concepto de
compartimentalizacion citada por English y Letbetter (1982) y McConathy y cols. (1983)
quienes definen la existencia de compartimentos formados por agregaciones de unidades
motoras ordenadas, por lo que, las fibras de mayor capacidad oxidativa (ST) predominan en
los compartimentos tonicos o mas profundos y mediales mientras que las fibras glucoliticas
(FT) se encuentran presentes en mayor numero en los compartimentos mas periféricos
(Lopez Rivero, 1988). En la figura 3 se observan dos cortes transversales de musculo
esquelético a) Tincion ATPésa donde las células mas obscuras corresponden a fibras Tipo I,
las mas claras a las Ila y las intermedias a las tipo IIb. b) Tincion SDH las mas obscuras

corresponden a las Tipo I, con mayor actividad succinica.



Figura 3. a) ATP asa (4,4). b) Succinil deshidrogenasa. Aparato mdsculo esquelético. J.LLAOpez Riveroy
Boffi. F. Fisiologia del ejercicio en equinos. Boffi F.M.Intermedica.2007

Il. B. MORFOMETRIA FIBRILAR

El analisis histoquimico de los tipos de fibras muestra que éstas tienen un tamano
especifico. Las fibras oxidativas o tipo I son de menor tamafio que las fibras glucoliticas o
tipo II (Shubber 1972). Song y cols (1963) describieron la forma poligonal de las fibras
musculares observadas en cortes transversales. Estos autores analizan los didmetros del eje
mayor y del menor, estableciendo el concepto de morfometria de las fibras musculares. La
valoracion de los parametros morfométricos se ha depurado y logrado resultados cada vez
mas objetivos basados en de los sistemas de analisis de imagenes computarizados descritos
por Venema y Overweg (1974). A fin de aumentar la fiabilidad de estas mediciones, se han
aplicado diferentes técnicas matematicas (Moore y cols. 1971) entre otras y de manera
especial las de ponderacion estadistica que corroboran la aplicacion morfométrica
mencionada (Staun 1972). Cornelisse y cols. (1980) al encontrar dificultades en la
interpretacion del valor absoluto del area de las fibras normales respecto a las patologicas,
proponen dar mayor significacion a los valores correspondientes a los didmetros minimos
fibrilares. Mignot y cols (1981) y Aherne y Dunnill (1982) (citado por Lopez Rivero,
1988) introducen como pardmetro Optimo para la evaluacion del tamafio de la fibra
muscular el area de seccion transversal, proponiendo como técnicas para determinarla la
planimetria o célculos basados en el equivalente area/didmetro, el area aritmética de los
diametros mayor y menor y la media geométrica de los didmetros mayor y menor. Por otro
lado y de gran importancia es determinar en el estudio del musculo el nimero minimo de

fibras que se deben identificar y cuantificar para obtener datos con significancia estadistica,



y poder establecer un patron morfométrico normal de la poblacidn fibrilar representativa.
Entre las referencias mas importantes a la morfometria y analisis digitalizado de iméagenes
estan las de Sandstedt (1981) quien considera suficiente medir 25 fibras escogidas al azar o
50 fibras adyacentes. Maxwell y cols. (1973) y Ataron y cols. (1984) enuncian sus
resultados con la mediciéon de 25 a 100 fibras y Braund y cols. (1982) lo hacen entre 100 y
200 (citado por Lopez Rivero, 1988).

Il. C. PERFIL METABOLICO FIBRILAR

El perfil metabdlico de las fibras musculares se determina mediante técnicas histoquimicas
enzimdticas que evaltan las principales rutas metabdlicas desde el punto de vista
enzimatico (Hintz y col. 1984, van der Hoven y cols. 1985), mediante procedimientos
bioquimicos que determinan los sustratos energéticos (carbohidratos o lipidos) contenidos
en cada fibra (Lindholm, 1975, Snow y cols. 1981, Stull, 1986) o por métodos ultra
estructurales que analizan la densidad del volumen mitocondrial (Hoppeler y cols. 1983,
Andreus y Spurgeon, 1986). Las actividades enzimaticas varian, entre especies (Reichmann
y Pette 1982) o entre fibras pertenecientes al mismo tipo histoquimico lo que indica un
amplio espectro en su perfil metabodlico (Spamer y Pette, 1980, Pette 1985, Pette y Spamer
1986). Se ha reportado, el hecho de que las propiedades metabolicas y contractiles, de cada

fibra se regulan de manera independiente (Pette 1985; Pette y Spamer 1986).

Las fibras tipo I (contraccion lenta) estan dotadas para rendir una alta tasa de energia desde
rutas aerobicas (Lopez Rivero1988; Stull, 1986). Estas fibras Tienen una alta capacidad
oxidativa y baja capacidad glucolitica, una alta densidad mitocondrial (Bylund y cols. 1977;
Mathieu y cols. 1981) y son ricas en enzimas oxidativas, asi como en abastecimiento
capilar y un alto contenido de mioglobina (fibras rojas). Estas caracteristicas facilitan la
difusion de oxigeno por lo que las fibras presentan una mayor resistencia a la fatiga
(Barlow y cols. 1984; van den Hoven y cols. 1985, Lopez Rivero 1988). La glucosa, acidos
grasos libres, glucogeno y triglicéridos son utilizados como sustratos combustibles los que
se metabolizan en este caso por rutas oxidativas (Gollnick 1982; Newsholme y Leech 1983,
Loépez Rivero 1988). La escasa cantidad de mATPésa en estas mismas fibras, provoca una

menor capacidad para hidrolizar el ATP, de ahi la lentitud en el rendimiento energético de



este tipo celular (Rose 1986; McMiken 1983). Las fibras tipo II producen una alta cantidad
de energia desde rutas anaerdbicas, y tienen mayor potencial de consumo y de rendimiento,

pero menor resistencia (Barlow, 1984; McMiken, 1983).

El cuadro 1 Resume las caracteristicas principales de los diferentes tipos de fibras

musculares esqueléticas (Lopez Rivero, 1988).



Cuadro 1.- Resumen de Lopez Rivero, (1988) con las principales caracteristicas del musculo esquelético

A) HISTOLOGICAS

Tamafio Pequetio Intermedio Grande Barlow et al. 1984

Color Rojo Intermedio Blanco Schuber 1971 /72

Densidad capilar Alta Intermedio Bajo Snow 1983a

Mitocondrias Numerosas Numerosas y Escasas Hoppeler et al. 1983

periféricas

Densidad volumen 5.6 % 6.7 % 0.7 % -3.25 Hoppeler et al. 1983

mitocondrial %

B) FISIOLOGICAS

Velocidad de Rapida Howald 1982

contraccion

Tiempo de 99 — 140 ms 40 — 88 ms Garnett et al 1979

contraccion

Veloc. de relajacion Lenta Répida Wiles etal 1979

Maxima tension 12g 25¢g Garnett et al 1979

Veloc. Conduccion de 2.5 m/s 5.4 m/s Howald 1982

membrana.

Elasticidad Alta Baja Barlow et al 1984

Fuerzal/intensidad Lento des. Rapido desarrollo Barlow et al 1984

Baja int.
Funcion Aplomos y Propulsion y velocidad Aberle etal 1976
resistencia

C) METABOLICAS

Cap. Oxidativa Alta Intermedia Baja Snow 1983

Cap. Glucolitica Baja Intermedia Alta Valberg et al 1985

Cont. Glucdgeno Intermedio Alta Alta Andreus/Spurgeon 19985

Cont. M- ATPasa Baja Alta Alta Rose 1985

Ac. Glucdgeno sintet Baja Alta Alta Snow et al 1982b

Act. LDH Baja Alta Alta Valberg/Essén-G 1985

Act. GPDH Baja Baja Alta V.D.Hoven et al 1985
Alta Alta Baja Valberg/Essén-G 1985

D)

HISTOQUIMICAS



Act. NADH-TR (Alta) Intermedia (Baja) Essén et al. 1980
Act. SDH (Alta) Intermedia (Baja) Snow/Guy 1980

.II. D. CARACTERISTICAS DE LAS FIBRAS MUSCULARES DEL POLLO

Las fibras musculares y el proceso de transmision nervioso somatico y el musculo
esquelético en las aves es en su esencia similar al de los mamiferos (revisar descripciones
p.e: Bowman y Marshall, 1972, van den Berge 1975; Harvey y Marshall, 2000). Las
diferencias funcionales requieren de adaptaciones estructurales y bioquimicas de las fibras
en casos especializados como son los de las alas (fibras tipo III) (Burke y Henry. 1997;
Chiang y cols. 1995). El color de los musculos (rojo o blanco) no describe adecuadamente
la variedad de fibras que existen, de manera, que la mayoria de los musculos contienen una
mezcla de tipos fibrilares (Khan, 1976; Toutant y cols. 1980; Billeter y cols, 1992). En las
aves se han reconocido 5 tipos de fibras en base a estudios bioquimicos y morfologicos
(Barnard y cols. 1982; Berri y cols. 2001). Estas fibras se denominan tipo I, lentas o rojas,
tipo IIA y IIB blancas de contraccion rapida y la tipo IIIA y IIIB que son intermedia, lentas
y tonicas (Mckee). Una importante caracteristica en el tejido muscular de los pollos es la
presencia de fibras lentas multi-inervadas comunes en aves, reptiles y anfibios pero no en
mamiferos. El cuadro 2 muestra las principales diferencias morfoldgicas y enzimaticos
entre fibras musculares aviares. Generalmente las fibras blancas tienen una apariencia
miofibrilar muy parecida a la de los mamiferos mientras que las fibras rojas muestran un
aspecto miofibrilar granular y de apariencia indefinida. Las fibras de aspecto miofibrilar
tienen una forma poligonal (cortes transversales), diametro y arquitectura regular (Mckee;

Baynes y Dominiczak, 1999; Dubowitz, 1985).



Cuadro 2. Datos comparativos de los diferentes tipos de fibras musculares en el pollo. (Mckee, 1981)

Tipo de fibras

[ 1A | 11B 1A 1B
Histoquimicas
ATPasa (pH 9.4) | Sin tincioén Fuerte Fuerte Medio Fuerte
ATPasa (pH 4.6) | Fuerte No o débil débil débil Medio
ATPasa (pH 4.3) | Fuerte Sin tincion Sin tincion débil Medio
NADH-TR? Medio Débil a Sin tincion Medio Medio a

medio fuerte
Fosforilasa Ninguna a Fuerte Fuerte Fuerte débil
débil

Inervacion Multiple Focal Focal Multiple Multiple
Histoldgicas
Forma de la Poligonal Poligonal Poligonal Redondeada | Redondeada
fibra
Forma del Poligonal Poligonal Poligonal Redondeada | Redondeada
fasciculo
Densidad Muy alto Alto Bajo Muy alta Muy alta
mitocondrial
Gotas de lipidos | No Si No No No
en la fibra
Tamano relativo | Pequeiia / Medio Medio Grandes Medio
de la fibra medio
Distribucion de | Periféricos Normalmente | Normalmente | Periféricos Periféricos
mionucleos periféricos. central.
Composicion de la fibra (%)
Pectoral 0 <1 >99 0 0
PLD <3 5-20 80-95 0 0
ALD 0 0 0 65-80 20-35
Sartorius (rojas) 30-45 35-50 15-25 0 0
Sartorius 0 10-20 80-90 0 0
(blancas)
Plantaris 0 0 0 65-75 25-35

* NADH tetrazolium reductasa




En las fibras de aspecto granular las miofibrillas tienen un tamafio y distribucion muy
irregular. Estas conectan unas con otras en diferentes puntos de su longitud. Estas
miofibrillas tiene aspecto de liston y sus dimensiones van de 0,5 a 5 um de didmetro. Los
musculos estriados aviares contienen filamentos de actina y miosina ordenados en un
patrén clésico de interdigitaciones. Se han descrito también proteinas de otro tipo como
troponina, tropomiosina y a actinina (Allen y cols. 1979; Devlin y Emerson 1979), y el

proceso de contraccidn es practicamente similar al que sucede en los mamiferos.

El tiempo de contraccion en las fibras granulares es de 5 a 10 veces menor que el de los
musculos de aspecto fibrilar (Gordon y cols. 1977; Mckee). Los musculos en las aves estan
formados por una mezcla heterogénea de fibras rojas y blancas. Estas diferencias inherentes
se relacionan con la fisiologia muscular y la necesidad de mantener la posicion corporal y
lograr el movimiento (Fletcher, 1999, Fletcher, 2002). La proporcion de los diferentes
tipos de fibra varia segin el musculo que se analice (locomotor o de sostén) y la
profundidad de muestreo. La descripcion en fibras rojas y blancas es entonces muy
subjetiva y no determina por si sola las caracteristicas metabolicas de las fibras (Berri y

cols. 2004; Barbut. 1997).

Peter y cols. (1972) clasificaron a las fibras musculares en tipo I, IIA y IIB basandose en la
velocidad de contraccién, la capacidad oxidativa y el metabolismo glucolitico. Las fibras
tipo I se caracterizan por una contraccion lenta, mayor capacidad oxidativa y color rojo
(Lawrie, 1991). Estas fibras requieren niveles constantes de sangre y por ende nutrientes
para mantener de manera duradera su funcion como caminar o mantenerse de pie (Hnik y

cols. 1985).

Las fibras II tienen una velocidad de contraccion rapida predominantemente glucolitica y
son de color blanco (Bancroft y Stevens, 1982). Sin embargo las observaciones de Peter y
cols. (1972) identifican fibras subtipo IIA con capacidad oxidativa- glucolitica y las
subtipo IIB son primariamente glucoliticas. Las fibras tipo II con menor metabolismo
oxidativo. En comparacién a las fibras [ presentan menor cantidad de mioglobina, menos
proporcion de mitocondrias, y proporcion de capilares sanguineos, pero un contenido
mayor de glucogeno (Barbut1997; Henckel y cols. 1998) Los niveles de actividad de las

enzimas metabolicas y de ATPasa diferencian los diferentes tipos de fibras. Las diferentes



tasas metabolicas fibrilares condicionan ademas las caracteristicas postmortem de la carne
(Mahon, 1999). Las fibras Tipo IIA de contracciones rapidas y color blanco, para musculos
con movimientos repetitivos y rapidos y que no se agoten tan rapido como las fibras tipo
IIB Tipo IIB de contraccion rapida pero de facil fatiga en comparacion con las de tipo IIA.
Estas fibras requieren altos niveles de ATP y glucogeno y se encuentran principalmente en
musculos pectorales, latissimus posterior dorsalis y en un cierto grado en el musculo

Sartorius y presentan una tonalidad blanca. (Mckee y cols. 1997; Mammoli y cols. 2004)).

Las tipo IIIA Y IIIB, no se han identificado en mamiferos pero si en los musculos plantaris
y latissimus dorsalis de las aves, estos musculos permanecen contraidos la mayor parte del
tiempo porque su funcién es la de mantener las alas plegadas al cuerpo (Goldspink y Yang,
1999). El érea transversal de las fibras musculares aumenta de manera proporcional a la
edad de las aves (Dransfield y Sosnicki, 1999). Las fibras musculares de rapido crecimiento
tienen un didmetro mayor que las de lento crecimiento y este hecho se ha asociado a las
fibras gigantes. Estos tipos de fibras se han asociado con un incremento en glucégeno y
lactato en cerdos susceptibles a estrés (McKee, 1981, McKee y cols. 1997). Este hecho se
ha asociado a carne de pobre calidad PSE relacionada a un mayor cantidad de fibras tipo II
blancas mas susceptibles a estrés. Los musculos de los pollos tienen una predominancia
natural a las fibras tipo II las que se asocian mayoritariamente a la susceptibilidad al stress
y pobre calidad cérnica en otras especies productoras (Dransfield y Sosnicki, 1999;

Goldspink y Yang, 1999).

Las tinciones histoquimicas utilizadas para evaluar las caracteristicas morfologicas y
metabolicas del musculo en las aves, se basan en las aplicadas en los mamiferos. Las
reacciones de SDH y mATPasa con o sin pre incubaciéon en sal potasica de EDTA se han
utilizado para establecer las poblaciones de fibras tipo I, I y III y relacionar su capacidad
de contraccion y capacidad oxidativa. Mediante estas técnicas se distinguen las fibras tipo I,

IT A (oxidativas) y II B (glucoliticas) (Goldspink y Yang, 1999)

Basados en una técnica de pre incubacion y solucion de sal potasica de EDTA las fibras
Tipo IIA se subdividen en 2 subtipos y las IIB en 3 subtipos. Este hecho amplia la
amalgama fibrilar y enfatiza la posible correlacion entre datos histoquimicos, diversidad en

la capacidad de contraccion y las diferentes unidades motoras (Khan, 1976).



Il.E. RELACION ENTRE LAS CARACTERISTICAS FIBRILARES Y CALIDAD
DE CARNE EN EL POLLO DE ENGORDA

Los musculos esqueléticos de los pollos difieren en cuanto a los tipos de fibras musculares,
clasificadas éstas de acuerdo a sus caracteristicas bioquimicas y funcionales. Estas
caracteristicas trascienden y determinan la calidad de la carne. El pollo y el pavo se han
seleccionado para lograr un répido crecimiento de los musculos pectorales correlacionado
este hecho con su peso corporal, el peso muscular y tamaio fibrilar (Mahon y cols. 1999).
Las fibras musculares cambian de tamafo de acuerdo a la edad en lo pollos a la
profundidad de muestreo y asi las fibras rojas tipo I de la pierna son mas pequefias en
diametro comparados con aquellas de tipo IIA y I[IB del musculo pectoral (Mahon y cols.
1999). Sin embargo se ha mostrado que mientras el aumento del tamafio de los musculos
tales como el abductor lateral y el gastrocnemio son proporcionales al peso corporal, el
pectoral superficial es proporcionalmente mayor y tiene un mayor rapidez en el tamafio

fibrilar (Wilson, y cols. 1990).

Los pollos y pavos tienen proporcionalmente més fibras de tipo II de contraccion rapida
que tiene una mayor susceptibilidad al estrés y desarrollo del rigor mortis (de 4 a 6 hrs en el
pollo). Se sabe que hay una alta susceptibilidad en el pollo y pavo a una rapida glucolisis
que promueve una carne palida, suave y exudativa (PSE). En estas aves se han observado
importantes disminuciones en los valores de pH a los 20 minutos post-mortem. Esta
condicion es similar al sindrome PSE en el cerdo. Debido a que los musculos alcanzan
valores muy bajos de pH y las canales aumentan sus temperaturas, se produce una rapida
desnaturalizacion de las proteinas de este producto alimenticio (Offer, 1991; McKee y

Sams 1998).

Ademas de los cambios bioquimicos que se producen en los misculos que sufren PSE se
han asociado otros factores como miopatias focales que influyen en la consistencia y
terneza de la carne (Sosnicki and Wilson, 1991, Shear, 1971). La degeneracion muscular se
caracteriza por necrosis focal, proliferacion de tejido graso y conectivo asi como
hipercontraccion fibrilar. La hipercontraccidon muscular se ha asociado con el proceso de

endurecimiento del pectoral superficial, y el proceso degenerativo de las fibras tipo IIA y



rojas de los musculos de la pierna (Grey y cols. 1986; Mahon y cols. 1999). Es decir
aquellos musculos con una menor degeneracion de fibras musculares tipo II tienden a ser
mas suaves que las fibras rojas o tipo I. Una razon de esta diferencia es el proceso de
endurecimiento entre fibras tipo I y II; que parece estar asociada con la diferencia en
susceptibilidad al acortamiento en frio. Este fendmeno se ha asociado a una ineficiente
recaptura de calcio en las fibras rojas. El calcio promueve la contraccion muscular. Se sabe
que este i6n se encuentra almacenado en el reticulo sarco endoplasmico el que no esta tan
desarrollado en las fibras rojas en comparacion con las fibras tipo II o blancas (Sturkie,
1986). Smulders y cols (1990) proponen que entre mas alto sea el grado de fibras oxidativas
mas alto serd la propension a la terneza de la carne. Més atn existen relaciones directas
entre las fibras tipo IIB y la terneza de la carne (Totland y cols. 1988, Mahon, 1999). Otros
factores como el didmetro fibrilar, el nimero de fibras por seccién y la presencia de tejido
conectivo y grasa influyen también en la terneza de la carne. Berri y cols. 2001 al estudiar
la calidad de la carne reportan que el pH, color del musculo asociado a las caracteristicas
de composicion y metabolicas del musculo en 4 lineas comerciales de pollo de engorda y
lineas sin seleccion se observa que en las primeras exhiben un mayor peso corporal y masa
pectoral (61 % aproximadamente) con respecto a las segundas (21 %). La seleccion
comercial tiene como resultado un mayor contenido de proteinas y menor humedad en el
musculo pectoral. Sin embargo estos autores concluyen que no se puede intuir que la
seleccion sea un factor tnico en la calidad carnica ya que muestran también postmortem
minimos descenso del pH y alteraciones en el potencial glucolitico (Berri y cols. 2001,

Sauver, 1997, Shear, 1971).

A diferencia de la carne de otros animales la grasa en los pollos se deposita inicialmente a
de manera subcutdnea. La carne de pollo contiene minimas infiltraciones intramusculares
de grasa (Essen Gustavson y cols. 1985). La carne blanca del pollo tiene generalmente
menos del 1.3 % de grasa esto es atribuible a los triglicéridos encontrados en la membrana
del musculo. La carne roja del pollo tiene cerca del 7.3% de grasa (Mountney, 1989;
Goldspink y cols. 1999). La carne de pollo roja tiene mayor tipo de fibras oxidativas que

contienen mas mioglobina y mitocondrias (Dransfield y cols. 1999).



Il.F. MANEJO DE LAS BIOPSIAS MUSCULARES

La obtencidn de las muestras musculares se realiza de manera quirurgica, utilizando bisturi
para realizar los cortes inmediatamente despues sacrificar al animal. Una vez obtenidas las
muestras se debe proceder a su conservacion. Para este fin se pueden utilizar varias
opciones, ya sea la fijacion con formaldehido bufferado o glutaraldehido, la congelacion
directa en nitrégeno liquido o la congelacion indirecta en isopentano sumergido en
nitrégeno liquido. Esta ultima es considerada la de mayor utilidad, ya que se lesiona
minimamente el tejido para realizar posteriormente andlisis, histologicos, histoquimicos e
inmunohistoquimicos (Quiroz Rothe 2003). Sea cual sea la técnica de conservacion el
musculo deben colocarse por unos minutos en una gasa con solucion salina fisioldgica un
par de minutos para permitir su relajamiento y se recubren sobre una base de corcho o el
embolo de una jeringa pequefia con una solucion de Tissue-Tek OCT compound a fin de
proteger la integridad celular. Se procede entonces a congelar de manera ultrarrapida la

muestra de acuerdo a la técnica de Dubowitz y Brooke, 1973 modificado.

Se coloca dentro en un vaso de precipitado (100ml) una cantidad suficiente de 2 metil-
butano (isopentano). Este vaso se introduce en un termo resistente o en el vaso de Dewar el
cudl contiene nitrégeno liquido (-196°C). Es importante no permitir que el nitrogeno
contamine el isopentano. Este hidrocarburo debe dejarse enfriar durante unos minutos
identificando, el escarchamiento o congelacion del fondo y paredes del vaso, este es el
momento de introducir la muestra muscular en el isopentano para lograr su congelacion
indirecta. Con esto se evita la formacién intrafibrilar de artefactos por congelacion. La
muestra se deja sumergida en el isopentano enfriado a -70 C durante un par de minutos, se
coloca en un tubo de Eppendorf, se identifica y deja en nitrégeno o en un congelador de -

70°C en el laboratorio.

Las muestras se cortan en el laboratorio utilizando un criostato o histocriotomo, obteniendo
cortes seriados de 8 a 14 micras para su posterior tincién. La unica condicion es que las
fibras estén orientadas en una posicion transversal, e identificar que la congelacion se haya
realizado de manera correcta mediante observacion directa en fresco o auxiliado de

tinciones histologicas (hematoxilina—eosina)



Las tinciones histologicas e histoquimicas (enzimdticos 0 no enzimaticos) cominmente
utilizadas son hematoxilina — eosina (HE) (Dubowitz y Brooke 1973), miosin ATPasa con
preincubaciones acidas y alcalinas a distintos pH (Brooke y Kaiser 1973), succinil
deshidrogenada (SDH) (Bancroft y Stevens), glicero fosfato deshidrogenada, acido
periddico de Schiff (PAS), a PAS amilasa. Los protocolos de éstas técnicas se encuentran
descritos en la bibliografia especializada. La HE permite determinar las caracteristicas
morfoldgicas y contabilizar los nicleos. Dependiendo de la especie y del musculo a
analizar existen un rango de labilidad de pHs para la demostracion de la actividad
mATPasa (Miintener, 1979) y debido a que la temperatura del medio de pre incubacion
puede cambiar completamente el patron histoquimico de tincion del musculo (Guth y
Samaha 1970, Erzen, 1986) se menciona que es conveniente realizar variaciones de una
décima de este pH tanto en la pre incubacion acida como en la alcalina. La combinacion
optima de valores de pH del medio de preincubacién, es definida como aquella que
proporciona el mejor contraste para la diferenciacion de los tres tipos principales de fibras
(Lopez Rivero, 1988), identificando por mATPésa alcalina fibras alcalino 1abiles (tipo ) y
alcalino estables (tipo II) (Lopez Rivero, 1988). Con la técnica de mATPasa 4cida se
identifican fibras oscuras acido lébiles (tipo I), acido labiles claras (tipo IIA) y ligeramente
acido labiles, intermedias (tipo IIB). Dada la escasa presencia de fibras tipo IIC en
individuos adultos normales se desestima su consideracion morfométrica (Lopez Rivero,
1988). Esta técnica se ha correlacionado directamente con la velocidad de contraccion
muscular. En el caso de musculo de pollo las tinciones sometidas a una pre incubacion
alcalina (pH 9.4) o acida (pH 4.6 o pH 4.3). En la pre incubacion alcalina los cortes primero
se pre incuban en una solucion 0.2 M barbital-acetato bufferado por 5 min a un pH 4.6 -
4.3, y se lavan en cloruro de barbital-cdlcico por algunos segundos. Posteriormente se

incuba a (pH 9.4) por 40 min (12).

Mediante la tincion de SDH o NADH tetrazolium reductasa (NADH-TR) (Dubowitz y
Brooke 1973), se pueden diferenciar fibras de reaccion oxidativa, ST (intensa), FTH
(moderada) y FT (ligera) (Lopez Rivero, 1988). Sin embargo, debido a la dificultad para
diferenciar objetivamente entre fibras de alta e intermedia intensidad de tincién (Snow y
Guy, 1980) se consideran solo las fibras de alta y baja intensidad. Se considera entonces

que en base a la reaccion de NADH-TR y su relacion con la actividad mATPasa, las fibras



FT son de rapida contraccion y baja capacidad oxidativa, las ST son de contraccion lenta y
alta capacidad oxidativa y las FTH son de rapida contraccion rapida y alta capacidad

oxidativa (Lopez Rivero,1988)

La capacidad glucolitica de las fibras se indica con una tincidon oscura indicada por la
precipitacion catalizada por la enzima alfa-glicerofosfato deshidrogenasa (a«GPDH). Las
modificaciones a esta técnica de Sigel and Pette (15), permite diferenciar diferentes

tonalidades de intensidad reactiva.
111. BASES DEL ANALISIS DE IMAGENES

La evaluacion de muestras histologicas se ha basado en el andlisis visual. La correcta
interpretacion de las imagenes depende de la experiencia del analizador y la capacidad del
mismo para tomar decisiones basdndose en el andlisis visual y en sus conocimientos
teoricos. La interpretaciéon objetiva de las imagenes provee datos que sostienen el
diagndstico, prondstico y tratamiento asertivo. A fin de minimizar la discordancia
diagnéstica se hace uso del andlisis de imagenes, que permite realizar una evaluacion
cuantitativa y medicion objetiva de las imagenes microscopicas (Gundersen y cols. 1988;
Romano y cols.1996; Userpater y cols 2003). El analisis de imagen incluye los
procedimientos involucrados en la obtencion, conservacion, manipulacion, optimizacion y
estudio de una imagen (p.e: histolégica) fin de obtener informacion objetiva de la misma

(Gundersen y cols. 1988; Weibel, 1989; Userpater y cols 2003).

La medicion de las formas de los organismos (morfometria) permite comprender procesos
fisiologicos, patologicos o realizar el seguimiento de tratamientos, a través de los cambios
citoloégicos observados en diferentes tejidos. Gracias a la histometria es posible medir
parametros tridimensionales (estereologia) (Userpater y cols 2003). Los métodos
estereoldgicos semicuantitativos han sido usados para sustituir la evaluacion visual
subjetiva. Los métodos morfométricos permiten calcular el volumen ocupado por una
estructura dentro de un tejido, la densidad volumétrica del citoplasma y el numero de
células por volumen (Weibel, 1989; Userpater y cols 2003). Estos pardmetros
morfolégicos se correlacionan directamente con la funcién tisular (Weibel, 1989;

Userpater y cols 2003)



Las determinaciones histométricas a partir del microscopio Optico y los registros
fotograficos obtenidos se pueden realizar mediante métodos cuantitativos semiautomaticos
que agilizan el proceso de cuantificacion; pero el uso de computadoras y de programas
informaticos destinados al anélisis de imagenes logra cuantificaciones objetivas y repetibles

(Weibel, 1989; Userpater y cols 2003).

La bibliografia reporta la correlacion entre inmunocomplejos y la densidad optica de un
objeto (Wells, 1993; Portiansky y cols.). Las reacciones estequiométricas establecen una
relacion entre las estructuras marcadas y la intensidad del color (Montes, 1996; Wells,
1993). La cuantificacion de reacciones colorimétricas permite identificar determinadas
estructuras, establecer su nimero o area de tincion y su densidad optica. El analisis
computarizado de imagenes es ideal para la cuantificacion de reacciones estequiométricas

(Wells y cols, 1993).

Las secciones del tejido que vaya analizarse debe de estar libres de artefactos y en el caso
del tejido muscular la seccién debe de incluir al menos 50 fibras que puedan ser
correctamente identificadas. Las células deben numerarse aleatoriamente pero siempre
deben de ser las mismas (en cada tincion analizada) y a esta seccion se le llama también
mapa o mascara fibrilar. Se debe de determinar un valor densidad Optica como referencia
es decir, se calcula un valor blanco en cada tincion y debe ser considerado como valor
minimo en cada muestra analizada. Se debe de establecer también la medida del area o
estructura a analizar y poder determinar posteriormente la densidad de diferentes
organelos en un 4rea transversal (p.e: ntcleos o capilares en IOOOumz) (Quiroz Rothe y

L.Rivero, 2001).

IV. GENEARLIDADES DE LOS FARMACOS BETA BLOQUEADORES

El estudio de los receptores adrenérgicos, inicia con Ahlquist (1948), quien basandose en
la potencia de los agentes agonistas demuestra la existencia de dos clases de receptores
adrenérgicos (o y B) (Emorine y cols. 1994). Desde entonces el estudio de los receptores
alfa y beta adrenérgicos ha determinado un importante progreso de la farmacologia. Los
receptores beta (glucoproteinas integrales de la membrana celular) son primariamente
activados por el isoproterenol, luego por adrenalina, y finalmente con menos sensibilidad

por la noradrenalina. Los receptores B3, se subdividen en B1 (cardioselectivos), 8 2 (musculo



liso) y B 3 (localizados especialmente en los adipocitos) relacionados estos ultimos con el
metabolismo lipido intracelular (Young y cols. 2000; Alexander y cols. 2007). La
activacion de los receptores B 3 estimula las lipasas especificas (p.e: triglicérido lipasa),
para inducir lipolisis y elevar la lipemia. Asi mismo la activacion de estos receptores
estimula las proteinas Gs, las cuales incrementan la concentracion de AMPc que activa a su
vez la proteina cinasa A, la que fosforila diversas proteinas para activar o desactivar
diferentes funciones celulares (Kahn y cols. 2005; Mersmann, 1998; Young y cols. 2000;
Sumano y cols. 2002). Los beta bloqueadores producen una atenuacion de la hiperlipemia,
tras su administracion se ha observado una moderada elevacion de los triglicéridos y
disminucién de lipoproteinas de alta densidad (Pietri-Rouxel y cols. 1995)

Los receptores B 3 son considerados atipicos porque o no son bloqueados, o lo son muy
escasamente, por los bloqueadores beta clasicos. Estos tltimos actian como antagonistas
competitivos de los estimulantes beta, en consecuencia disminuyen o inhiben los efectos de
la estimulacion simpatica directa o refleja. Es decir a la estimulacion de los nervios
simpaticos o a la accion de farmacos considerados estimulantes adrenérgicos beta,
bloqueando el efecto cronotropico e inotropico positivo de las catecolaminas o de
medicamentos y otras acciones estimulantes beta cardiacas (Mersmann, 1998). Tienen
eficacia en el tratamiento de la hipertension, cardiopatia isquémica y ciertas arritmias.
Los efectos terapéuticos incluyen accion ansiolitica, reduccion del tono simpatico y de la
taquicardia (efecto cronotropico negativo), disminucion de la liberacion de renina,
reduccion del retorno venoso y del volumen plasmatico, aumento del periodo diastolico, y
efectos antitromboticos (Pietri-Rouxel y cols. 1995). Los beta bloqueadores tienen una
accion ansiolitica, principalmente cuando la génesis de la ansiedad se relaciona con un
exceso de la actividad simpatica, reduciendo temblor, las palpitaciones y la taquicardia, que
se produce paralelamente (Emery y cols.1984).

La administracion de estos farmacos promueve la disposicion de grasa corporal (Emery y
cols.1984), este efecto se ha observado en bovinos, ovinos, cerdos. El incremento gradual
en la masa muscular que se logra con estos farmacos se atribuye al aumento de la sintesis
de proteinas musculares, la reduccion en la degradacion de estas, o a una combinacion de
ambos (Mersmann, 1998; Molones y cols. 1994). La disminucion en el recambio proteico

se asocia con una reduccion en la excrecion de nitrégeno e incremento muscular del ARNm



para la calpastina (Killeffer y Koohmaraie, 1994). La movilizacion de aminoécidos hacia el
interior del musculo y de acidos grasos no esterificados, utilizados como fuente de energia
promueve la deposicion gradual de las proteinas y la hipertrofia muscular (Byrem y cols.
1998). Sin embargo Rehfeldt y cols. (1994), mencionan que se presenta un fendmeno en el
aumento del tamafio de fibras musculares en el musculo extensor hallucis al administrar
una dosis de 1mg /kg de clenbuterol en pollos de engorda. Se ha descrito que el uso de los
beta bloqueadores, incrementa significativamente la ganancia diaria de peso, la conversion
alimenticia, el peso de la canal siendo controvertido el efecto de estos firmacos en la
suavidad de la carne (Avendafno-Reyes y cols. 2006). Los beta agonistas tienen un efecto
como promotores del crecimiento en varias especies (Beerman y cols. 1987; Sainz y cols.
1993; Rehfeldt y cols. 1997). También se ha descrito que disminuyen el depdsito de grasa

en bovinos, ovinos, cerdo y pollos (Molones y cols. 1991).

IV.A. CARACTERISTICAS DEL CARAZOLOL

El 4-(2-hydroxy-3-isopropylaminopropoxy) carbazole (Figura 4) fue desarrollado en 1975
como un antagonista adrenergico B1-B2, y agonista B3 es un farmaco antihipertensivo usado
en medicina humana y veterinaria. Tiene una estructura andloga a las catecolaminas (Figura
5), (adrenalina y noradrenalina), cuando se administra inhibe los efectos adrenérgicos
impidiendo la accidn de estas, por saturacion de los sitios de accion (Sievers, 1977; Innis y
cols. 1979)
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Figura 4.- Formula estructural del carazolol (Morris y cols. 1978).
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Figura 5 Formula estructural de las principales catecolaminas (Morris y cols. 1978)...

El carazolol es un farmaco bloqueador selectivo de los adrenoreceptores postsinapticos [33.
Tiene un efecto inhibidor de la accion de las catecolaminas (adrenalina y noradrenalina), de
la adenilciclasa y del AMPc (Morris y co0ls.1978). Se ha utilizado como agente
tranquilizador en animales y en el ser humano. No causa ni sedacion ni somnolencia y el
animal mantiene su estado de alerta, ya que dicha molécula provoca una reduccion del
estado de agitacion, sin inhibicion de la reaccion al estimulo fisiologico a nivel del Sistema
Nervioso Central (actividad simpateticolitica) y anula el fendmeno de agresividad y
canibalismo, favorece la sociabilizacion y disminuye el estrés (Menjean y cols.1995; Innis
y cols.1979; Rudloff y cols. 1984; van Leeuwen). El estrés cronico produce una liberacion
excesiva de adrenalina y noradrenalina las cuales producen entre otros, un incremento en la
contractibilidad del miocardio (Bartsch y cols. 1977) y un incremento en el metabolismo
energético (e.i: del glucdgeno hepatico y muscular asi como la movilizaciéon de acidos
grasos) (Menjean y cols 1995; Costil y cols. 1983; van Leeuwen). El carazolol previene la
activacion del metabolismo energético provocado por las catecolaminas. Ademas reduce la
lipdlisis, el gasto energético, promueve la movilizacion de grasas e inhibe su depdsito
evitando la acumulacion a nivel hepatico. Como hemos mencionado, esta molécula inhibe
los efectos del estrés cronico, producido por estimulos de origen fisico-quimico o
psicoldgico (p.e: competencia social, nutricional, embarques, movimientos dentro de los
corrales, exceso de calor, etc) (Sievers, 1977; van Leeuwen). La accion de este farmaco a
nivel del sistema nervioso autoénomo-simpatico incluye la disminucion de la taquicardia, la
hipertermia y reduce la pérdida de peso. Previene la acidosis metabolica, accion que a nivel

muscular se ve reflejada como mejoria en la calidad de la carne. Bloquea la formacion de



cuerpos cetonicos, reduce la glucolisis y previene la formacion de lactato. En cerdos y
bovinos se ha probado con eficacia para inhibir los efectos indeseables del estrés durante el
parto, transporte, reubicacion y adaptacion de los animales (p.e: reduciendo la mortalidad
no infecciosa relacionada con la movilizacioén de los animales asi como con el deterioro en
la calidad de la canal) (Menjean y cols.1995; Kai, 1984). El carazolol esta contraindicado
en animales con insuficiencia cardiaca, bradicardia, broncopatia obstructiva y durante la
gestacion (Gregory y cols. 1982; Costin ,1983)

La dosis por via intramuscular en bovinos y cerdos es de 1 mg /100 kg. La administracion
por esta misma via permite una absorcion rapida y un efecto evidente por cerca de 10-12
horas. La principal via de eliminacion es urinaria (85-90% primeras 24 hrs) y el resto por
via hepatica y fecal. Administrado por via oral logra una buena absorcién en el tracto
gastrointestinal (Abshagen y cols.1980, Costin, 1983). Sin embargo la biodisponibilidad
oral es de aproximadamente el 10 % por lo que se requieren 10 veces mdas dosis por via oral
que por via parenteral para lograr el mismo efecto. El metabolismo del carazolol es
comparable en cerdos, bovinos y humanos. El tiempo de retiro en animales productores de
carne es tan solo de 24 hrs. La ingesta diaria admisible (ADI) es de 1 pg/ kg (1ppb). No se
han observado efectos teratogénicos o mutagénicos o efectos sobre la fertilidad (Costil y
cols. 1983; Kadir y cols. 1990)

Hasta el momento no se ha encontrado bibliografia donde se describan los efectos,
morfoldgicos, metabdlicos, o contrictiles en las fibras musculares producidos por el

carazolol en musculo esquelético del pollo de engorda.



SEGUNDA PARTE

TRABAJO EXPERIMENTAL



I. JUSTIFICACION

Es imperativo disminuir los factores que modifican la calidad de la carne de pollo,
refiriéndose a aquellos relacionados con el sindrome del estrés aviar (manejo, transporte,
sacrificio) y que provocan una carne suave, palida y exudativa. El carazolol podria
representar una posibilidad terapéutica para lograr este objetivo. Con base en una amplia
consulta bibliografica no existen datos al respecto, por lo que este trabajo permitira
establecer las bases que permitan comprender y disminuir los factores que afectan la

calidad carnica del pollo de engorda.



Il. HIPOTESIS

La administracion oral del carazolol, podria inducir la adaptacion en las caracteristicas
celulares (morfoldgicas, metabdlicas y contractiles) del musculo esquelético del pollo de

engorda, expuesto a una situacion de estrés (manejo, transporte).

I11. OBJETIVO GENERAL

Identificar y categorizar las caracteristicas morfologicas, metabdlicas y contractiles del

fenotipo muscular del pollo de engorda frente a una situacion de estrés (manejo).

Determinar los posibles cambios en el fenotipo muscular del pollo de engorda por efecto
del carazolol administrado por via oral, lo cual podria disminuir los efectos del estrés a

nivel muscular.

111.LA.OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar mediante técnicas histoldgicas e histoquimicas cuantitativas las
caracteristicas morfoldgicas (area transversal, densidad de nucleos, densidad de capilares),
contractiles (velocidad de contraccion) y metabolicas (actividad oxidativa, glucolitica y
contenido de glucégeno) del musculo esquelético del pollo de engorda.

2. Determinar mediante técnicas histolégicas e histoquimicas cuantitativas las
caracteristicas morfoldgicas (area transversal, densidad de nucleos, densidad de capilares),
contractiles (velocidad de contraccion) y metabolicas (actividad oxidativa, glucolitica y
contenido de glucdgeno) del musculo esquelético del pollo de engorda expuesto un

tratamiento oral con carazolol.



IV. MATERIALES Y METODO

Cualquier procedimiento en cuanto al cuidado y sacrificio de los pollos utilizados en este
trabajo, se llevo a cabo de acuerdo con los lineamientos del Comité Interno para el
Cuidado de Animales de Experimentacion (CICUAE) del Programa de Maestria y
Doctorado en Ciencias de la Produccion y de la Salud Animal de la UNAM asi como a los

de legislacion Mexicana vigente para el uso de animales en experimentacion.

IV.A. ANIMALES

Se formaron 2 grupos con pollos de engorda, estirpe Ross de 5 semanas de edad (grupo
control = 5n y grupo con tratamiento = 10n). El status sanitario de los pollos se considerd
adecuado. Durante la realizacion del trabajo los animales se mantuvieron en instalaciones
en condiciones adecuadas de temperatura ambiental ventilacion, aporte de agua y alimento
comercial de finalizacion ad libitum. Siendo el manejo diario de alimentacion e higiene

(limpieza de las jaulas) el factor de estrés.

IV.B. OBTENCION Y MANEJO DE BIOPSIAS MUSCULARES
Los animales fueron sacrificados con sobredosis intamuscular de ketamina, en la pechuga.

Grupo Control (Gc): De cada uno de los animales se obtuvieron biopsias de los mtsculos
femoral y pectoral inmediatamente después de su sacrificio (6* semana de edad). Las
biopsias se colocaron en gasas humedecidas con solucion salina al 0.9% para permitir su
relajacion y se congelaron en isopentano enfriado en nitrégeno liquido, conservandolas en
un congelador a menos 70°C hasta su andlisis medio de una bateria de tinciones

histoldgicas e histoquimicas.

Grupo tratado (Gt). A cada uno de los pollos se les administré una dosis unica de
carazolol (100 pg/kg — dia 0/5* semana de edad) directamente en el buche por medio de
una sonda metalica unida a una jeringa, al inicio de la semana 5. Esta dosis se calcul6 en
base a la dosis recomendada en bovinos y cerdos (10 pg/kg) via intramuscular, pero dado

que por via oral tiene una biodisponibilidad del 10%, la dosis se incremento a 100 pg/kg.



Se obtuvieron biopsias de los musculos pectorales y femorales inmediatamente después del
sacrificio a los 2, 4 y 8 dias post tratamiento (6* semana de edad). Las biopsias se
colocaron engasas humedecidas con solucion salina al 0.9% para permitir su relajacion y
se congelaron, en isopentano enfriado en nitrogeno liquido, conservandolas en un

congelador a menos 70°C hasta el momento de su analisis.

IV. C. TECNICAS HISTOLOGICAS E HISTOQUIMICAS

A cada una de las biopsias de ambos grupos se les realizaron cortes transversales seriados
de 10 a 14 pm en un criotomo a -25°C. Estos cortes fueron analizados mediante una bateria
de tinciones histologicas - Hematoxilina-eosina (densidad de miontcleos y examinar la
arquitectura fibrilar) PAS: Acido peridodico de Schiff (tincion selectiva del glucogeno
intrafibrilar).a-amilasa-PAS: (densidad de capilares y detectar polisacaridos a-amilasa
resistentes), ATPasa miofibrilar tras preincubaciones a diferentes pH's (marcador de la
velocidad de contraccion maxima de las miofibras), SDH: actividad succinico
deshidrogenasa (enzima mitocondrial usado como indicador de la capacidad oxidativa),
GPDH: actividad glicerol-3 fosfato deshidrogenada (marcador indirecto de la capacidad

glucolitica).

Los cortes histologicos se examinaron por medio de microscopia optica y se digitalizarén

las iméagenes obtenidas

IV.D. DIGITALIZACION Y ANALISIS DE IMAGENES

Este proceso se realizo mediante un sistema de analisis de imagen semi- automatico
computarizado, integrado por: un microscopio Optico (Motic® TypeBA200), una céamara
digital de alta definicion, una tarjeta grafica y un software comercial de analisis

morfométrico (Image Pro®-Plus. 4.5. Windows; media Cybernetics, Inc. MD. USA).

Las secciones del tejido que se analizaron estuvieron libres de artefactos incluyendo 50
fibras en el conteo. Las células se numeraron aleatoriamente y siempre fueron las mismas
(en cada tincion analizada). Se determino el valor densidad optica de referencia (blanco) en

cada tincion. Se establecio la dimension morfo métrica del area transversal de las miofibras,
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siendo en general igual 0 mayor a los 1000um” lo cual permite determinar las diferencias

morfométricas (p.e: area transversal, densidad capilar y de mionucleos).

IV.E. ANALISIS ESTADISTICO. Se cre6 una base de datos con las observaciones de los
cortes seriados de biopsias musculares de los animales del grupo control y tratado. Se
identificaron y cuantificaron en cada uno de estos cortes, 50 miofibras localizadas siempre
en la misma 4rea, libre de artefactos. Esta identificacion permitid clasificar de manera
objetiva célula a célula, el porcentaje de tipos fibrilares basandose en sus caracteristicas
morfoldgicas (densidad de nucleos y capilares, su area transversal), metabdlicas (contenido
de glucdgeno intrafibrilar, su velocidad de contraccion y actividad oxidativa o glucolitica).
Se realizo un andlisis estadistico descriptivo (medias y desviaciones estdndar) de las
poblaciones fibrilares en el grupo control y en el grupo tratado a los 2, 4 y 8 dias post
administracion del carazol Se determino el porcentaje de cada uno de los tipos fibrilares en
el grupo control y el tratado. Para lograr este andlisis se utilizo un programa computarizado
estadistico SAS. Y las pruebas realizadas fueron Krskal- Wallis y prueba de Dunnet ya que

los datos obtenidos no presentaban distribucion normal.

V. RESULTADOS. Las figuras 6 a 11 muestran fotografias microscopicas de la misma
seccion de cortes transversales de biopsias musculares tefiidas con hematoxilina — eosina,
Acido Periodico de Schiff (PAS), Succinil Deshidrogenada SDH, Glicerol fosfato

deshidrogenada (GPDH), a- amilasa PAS y miosin ATPasa con una pre incubacion écida.

Los resultados descriptivos del grupo control y tratado con carazolol de musculo femoral se

presentan en las figuras 12 a 49 y en los cuadros correspondientes (Cuadros 3 a 8).



Figuras 6 — 11. Imagenes de microscopia optica a 10 x, de las diferentes tinciones histologicas e histoquimicas de biopsias musculares

esqueléticos del pollo de engorda tratado con carazolol. 6) hematoxilina- eosina H-E, 7) Acido peryddico de Schiff PAS; 8) o amilasa-
PAS 9) 3Glicerofosafto deshidrogenasa GPDH; 10) Succinil deshidrogenasa SDH; 11) miosin ATPasica/ pre incubacion acida.

MUSCULO FEMORAL

Fibras tipo |

El cuadro 3 muestra los valores descriptivos de las caracteristicas a) morfologicas (densidad
de nucleos, de capilares y area transversal), b) metabolicas — actividad oxidativa (SDH),
actividad glucolitica (GPDH) y concentracion intrafibrilar de glucogeno (PAS) de las
fibras tipo I del musculo femoral de 15 pollos estirpe Ross de 5 semanas incluidos en el
grupo control (DO= 5n) y grupo tratado con carazolol (100 pg /kg) (D2, D4, D8=n10). Las
medias se obtienen a partir de la cuantificacion de 50 miofibras seleccionadas
aleatoriamente en una zona carente de artefactos o de dafo. La identificacion es siempre
de las mismas células y en cada una de las tinciones (morfoldgicas: HE, metabdlicas: SDH,
GPDH y PAS). Esta relacion morfologica y metabdlica permite clasificar a nivel celular el
tipo celular (tipo I). El promedio de fibras tipo I del mtisculo femoral en el grupo control
(DO /n=5) fue de 7 fibras por observacion (50 fibras observadas por muestra) (Figura 12).
El 4rea transversal promedio de estas fibras es en el grupo control (D0) fue de 666.2 pm?,

mientras que el promedio de densidad nuclear fue de 6.37 ntcleos y de capilares fue de 6
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por fibra respectivamente (Figuras 13, 14 y 15). El promedio de actividad glucolitica
GPDH en estas fibras fue de 0.558 Do (Figura 16), el de actividad oxidativa SDH 0.5 Do
(Figura 17) y la concentracion intrafibrilar de glucogeno (PAS) fue de 0.763 Do (Figura
18). El valor de referencia para la densidad oOptica tiene un valor de 1 Do. (Blanco). En el
grupo tratado (n=10) se observo lo siguiente: Al dia 2 pos tratamiento (D2) el promedio de
fibras tipo I del musculo femoral fue de 3 fibras por observacion (50 fibras observadas por
cada muestra). Al dia 4 pos tratamiento (D4) el promedio de fibras tipo I del musculo
femoral subid a 25 fibras por observacion (50 fibras observadas por cada muestra) siendo
el promedio mas elevado (Figura 12) y al dia 8 pos tratamiento (D8) el promedio de
fibras tipo I del musculo femoral fue de 20 fibras por observacion (50 fibras observadas
por cada muestra) (Figura 12). Ademas en el grupo tratado el promedio mas alto de
densidad nuclear fue de 6.57 ntcleos por fibra al dia 4 post tratamiento (D4). El promedio
mas alto de densidad capilar fue de 7.38 capilares por fibra al dia 8 post tratamiento (DS).
El promedio més alto de 4rea transversal fue 2155 pum® y se observa al dia 4 post-
tratamiento (D4) (Figuras 14, 15 y 25). La menor actividad glucolitica (GPDH) 0.62 DO,
se observo al dia 2 post-tratamiento (D2) (Figura 16), mientras que la mayor actividad
oxidativa (SDH) fue de 0.405 DO al dia 4 post tratamiento (D4) (Figura 17). La
concentracion mas alta de glucogeno intrafibrilar fue de 0.88 Do alcanzada al dia 4 pos

tratamiento (D4) (Figura 18).

ESTADISTICA

En las fibras tipo I, no se encuentran diferencias significativas con una (P<0.05), en cuanto
a nucleos, ni en el conteo de GPDH, a diferencia de numero de capilares con una (P<0.05)
entre los tiempos 0, 2 y 8 dias. Teniendo un nimero mayor de capilares al dia 8 pos
tratamiento, asi mismo, la mayor diferencia estadistica significativa ((P<0.05)) entre el
tratamiento a los 4 dias en relacion al dia 0. Observandose un aumento en el tamafio
transversal de las fibras hacia el dia 4 pos tratamiento. En cuanto a SDH se observan
diferencias significativas ((P<0.05)) entre todos los dias pos tratamiento observandose una
menor actividad metabdlica al dia 4 después de la administracion del carazolol. Por otra

parte se observa una mayor diferencia estadistica en cuanto a la cantidad de glucégeno



(PAS) intrafibrilar entre el dia 0 y el dia 2 pos tratamiento con una (P<0.05), siendo al dia 2

cuando se observa un aumento en la cantidad del sustrato.



Cuadro 3. Valores descriptivos de las caracteristicas morfoldgicas y metabdlicas de las fibras tipo I del misculo femoral de pollos del grupo control (D0) y del grupo

tratado con carazolol (D2, D4, D8).

M.FEMORAL
FIBRAS |

DO D2 D4 D8
Variable | Media Desy. Min | Max | Media Desy. Min Max | Media Desv. Min Max | Media Desy. Min | Max

estan estan estan estan
Nlcleos 6.37 2.1149 2 11 5| 1.83 3 7 6.577 2.55 2 12| 6.069 1.83 4 11
Capilares 6 1.3663 4 9 475| 1.71 3 7 6.538 1.79 4 12| 7.381 1.6 4 10
GPDH 0.558 0.0927| 0.4| 0.7 0.62| 0.05 0.5| 0.66 0.502 0.06 0.37]0.628| 0.526 0.11| 0.4 0.77
SDH 0.5 0.2602| 0.1| 0.8 0.75| 0.06 0.7| 0.82 0.405 0.13 0.17]0.601| 0.605 0.05| 0.52 0.75
PAS 0.763 0.1011| 0.6| 0.88 0.88| 0.02 0.9| 0.9 0.779 0.08 0.49|0.893| 0.837 0.02| 0.79 0.89
Area 666.2 233.28| 3241222 1225 619 42311821 2155 1067 662 | 5105 1457 879| 251| 3698
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Figura 12. Promedios de tipos fibrilares en el musculo femoral de pollos en el Grupo control (D0) y grupo
tratado (D2, D4y D8)
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Figura 13. Promedios del area transversal (um?) de las fibras tipo | del M. femoral de pollos de engorda. Grupo Control (D0) y
grupo tratado (D2, D4, D8).
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Figura 14. Promedios de la densidad nuclear de las fibras tipo | del M. femoral de pollos de engorda. Grupo Control (DO)
y grupo tratado (D2, D4, D8).
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Figura 15. Promedios de la densidad capilar de las fibras tipo I del M. femoral de pollos de engorda. Grupo Control (D0O) y grupo
tratado (D2, D4, D8).
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Figura 16. Promedios de la actividad glucolitica (GPDH) de las fibras tipo | del M. femoral de pollos de engorda. Grupo
Control (DO) y grupo tratado (D2, D4, D8).
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Figura 17. Promedios de la actividad oxidativa (SDH) de las fibras tipo | del M. femoral de pollos de engorda. Grupo Control
(D0) y grupo tratado (D2, D4, D8).
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Figura 18. Promedios del contenido intrafibrilar de glucdgeno (PAS) de las fibras tipo | del M. femoral de pollos de engorda.

Grupo Control (DO) y grupo tratado (D2, D4, D8).
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Fibras tipo 1A

El cuadro 4. Muestra los valores descriptivos de las caracteristicas a) morfologicas
(densidad de nucleos, de capilares y area transversal), b) metabolicas — actividad oxidativa
(SDH), actividad glucolitica (GPDH) y concentracion intrafibrilar de glucogeno (PAS) de
las fibras tipo ITA del musculo femoral de 15 pollos estirpe Ross de 5 semanas incluidos
en el grupo control (DO= 5n) y grupo tratado con carazolol (100 ug /kg) (D2, D4, D8=
nl0). Las medias se obtienen a partir de la cuantificaciéon de 50 miofibras seleccionadas
aleatoriamente en una zona carente de artefactos o de dafo. La identificacion es siempre
de las mismas células y en cada en cada una de las tinciones (morfologicas: HE,
metabolicas: SDH, GPDH y PAS). Esta relacion morfologica y metabdlica permite
clasificar a nivel celular el tipo celular (tipo IIA). El promedio de fibras tipo ITA del
musculo femoral en el grupo control (DO /n=5) fue de 6 fibras por observacion (50 fibras
observadas por muestra) (Figura 12). El area transversal promedio de estas fibras es en el
grupo control (DO) fue de 549 pm?, mientras que el promedio de densidad nuclear fue de
5.49 nucleos y de capilares fue de 6 por fibra respectivamente (Figuras 19, 20 y 21). El
promedio de actividad glucolitica GPDH en estas fibras fue de 0.602 Do (Figura 22), el de
actividad oxidativa SDH 0.347 Do y la concentracion intrafibrilar de glucégeno (PAS) fue
de 0.68 Do (Figuras 23 y 24 respectivamente). El valor de referencia para la densidad

optica tiene un valor de 1 Do (blanco).

En el grupo tratado (n=10) se observo lo siguiente: Al dia 2 pos tratamiento (D2) el
promedio de fibras tipo I del musculo femoral fue de 13 fibras por observacion (50 fibras
observadas por cada muestra). Al dia 4 pos tratamiento (D4) el promedio de fibras tipo
ITA del musculo femoral fue de 5 fibras por observacion (50 fibras observadas por cada
muestra) siendo el promedio mds elevado (Figura 12). Ademds en el grupo tratado el
promedio mas alto de densidad nuclear fue de 6.33 nucleos por fibra al dia 4 post
tratamiento (D4) (Figura 20). El promedio mas alto de densidad capilar fue de 7.66
capilares por fibra al dia 4 post tratamiento (D4). El promedio mas alto de 4rea transversal
fue 3259 pm’® y se observa al dia 4 post- tratamiento (D4) (Figuras 21 y 19). La menor
actividad glucolitica (GPDH) 0.62 Do, se observo al dia 2 post-tratamiento (D2) (Figura
22), mientras que la mayor actividad oxidativa (SDH) fue de 0.511 Do al dia 4 post
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tratamiento (D4) (Figura 23). La concentracion mas alta de glucdgeno intrafibrilar fue de

0.88 Do alcanzada al dia 2 pos tratamiento (D2) (Figura 24).

ESTADISTICA

En las fibras tipo Ila, no se encuentran diferencias significativas en relacién al grupo
control con una (P<0.05), en cuanto a nucleos, ni capilares. Se observa una mayor
diferencia estadisticamente significativa con una (P<0.05) en el tamafio transversal de las
fibras observandose al dia 4 pos tratamiento en relacion al dia 0. En relacién al GPDH se
puede notar una diferencia estadistica (P<0.05) entre el dia 0 y el dia 8 pos tratamiento
indicando una menor actividad glucolitica hacia este dia. En cuanto a SDH se observa una
diferencias significativas ((P<0.05)) entre los dias 0 y 2 pos tratamiento observandose una
menor actividad metabdlica al dia 2 después de la administracion del carazolol. Por otra
parte se observa una mayor diferencia estadistica en cuanto a la cantidad de glucdgeno
(PAS) intrafibrilar entre el dia 0 y el dia 2 pos tratamiento con una (P<0.05). Siendo al dia

2 cuando se observa un aumento en la cantidad del sustrato.
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4. Valores descriptivos de las caracteristicas morfologicas y metabdlicas de las fibras tipo 1A del musculo femoral del pollos del grupo control (D0) y del grupo
tratado con carazolol (D2, D4, D8).

M. FEMORAL
FIBRAS I1A
DO D2 D4 D8

Variable |Media |Desv. estan |Min | Max | Media | Desv. estan | Min | Max | Media | Desv. estan | Min |Max |Media|Desv. estan | Min | Max
Nucleos | 5.474 2.4578 2 12| 5.14 1.88 2 10| 6.333 2.66 2 9| 5.75 1.89 3 7
Capilares 6 1.8708 4 8| 5.36 1.55 3 8| 7.667 1.21 6 9 . . . .
GPDH 0.602 0.0691| 0.5| 0.69 0.6 0.06| 0.5| 0.7| 0.484 0.08| 0.35(0.587 | 0.457 0.04/0.41| 05
SDH 0.347 0.1983| 0.1| 0.73| 0.69 0.09| 0.5| 0.82| 0.511 0.13| 0.25(0.583 | 0.643 0.12|0.54| 0.76
PAS 0.686 0.0948| 0.6| 0.85| 0.87 0.02| 0.8| 0.9| 0.791 0.05| 0.76| 0.88 . . .
Area 549 236.62|309|1212| 1124 429|462|2185| 3259 7372369 4260| 1170 679 | 279 | 1842
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Figura 19. Promedios del rea transversal (um?) de las fibras tipo I1 A del M. femoral de pollos de engorda.
Grupo Control (DO0) v arupo tratado (D2, D4, D8).
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Figura 20. Promedios de la densidad nuclear de las fibras tipo 1A del M. femoral de pollos de engorda. Grupo
Control (Do) y grupo tratado (D2, D4, D8).
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Figura 21. Promedios de la densidad capilar de las fibras tipo 1A del M. femoral de pollos de engorda. Grupo
Control (Do) y grupo tratado (D2, D4, D8).
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Figura 22. Promedios de la actividad glucolitica (GPDH) de las fibras tipo 1A del M. femoral de pollos de
engorda. Grupo Control (Do) y grupo tratado (D2, D4, D8).
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Figura 23. Promedios de la actividad oxidativa de las fibras tipo I1A del M. femoral de pollos de engorda. Grupo

Control (Do) y grupo tratado (D2, D4, D8).
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Figura 24. Promedios de la concentracion intrafibrilar de glucégeno Do de las fibras tipo 1A del M. femoral de

pollos de engorda. Grupo Control (Do) y grupo tratado (D2, D4, D8).
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Fibras tipo 11B

El cuadro 5 muestra los valores descriptivos de las caracteristicas a) morfologicas
(densidad de nucleos, de capilares y area transversal), b) metabolicas — actividad oxidativa
(SDH), actividad glucolitica (GPDH) y concentracion intrafibrilar de glucogeno (PAS) de
las fibras tipo IIB del musculo femoral de 15 pollos estirpe Ross de 5 semanas incluidos
en el grupo control (DO= 5n) y grupo tratado con carazolol (100 ug /kg) (D2, D4, D8=
nl0). Las medias se obtienen a partir de la cuantificaciéon de 50 miofibras seleccionadas
aleatoriamente en una zona carente de artefactos o de dafio. La identificacion es siempre de
las mismas células y en cada en cada una de las tinciones (morfologicas: HE, metabolicas:
SDH, GPDH y PAS). Esta relacion morfoldgica y metabolica permite clasificar a nivel
celular el tipo celular (tipo 1IB). El promedio de fibras tipo IIB del musculo femoral en el
grupo control (DO /n=5) fue de 35 fibras por observacion (50 fibras observadas por
muestra) (Figura 12). El area transversal promedio de estas fibras es en el grupo control
(DO) fue de 615 um* (Figura 25), mientras que el promedio de densidad nuclear fue de
5.72 nucleos y de capilares fue de 5.17 por fibra respectivamente (Figuras 26 y 27
respectivamente) El promedio de actividad glucolitica GPDH en estas fibras fue de 0.577
Do, el de actividad oxidativa SDH 0.486 Do y la concentracion intrafibrilar de glucogeno
(PAS) fue de 0.753 Do (Figuras 28, 29 y 30). El valor de referencia para la densidad 6ptica
tiene un valor de 1 Do (blanco). En el grupo tratado (n=10) se observo lo siguiente: Al dia 2
pos tratamiento (D2) el promedio de fibras tipo IIB del musculo femoral fue de 33 fibras
por observacion (50 fibras observadas por cada muestra). Al dia 4 pos tratamiento (D4) el
promedio de fibras tipo IIB del musculo femoral fue de 17 fibras por observacion (50
fibras observadas por cada muestra) y al dia 8 post tratamiento (D8) fue de 28 (Figura 12).
En el grupo tratado el promedio més alto de densidad nuclear fue de 6.4 nucleos por fibra al
dia 4 post tratamiento (D4) (Figura 26). El promedio mas alto de densidad capilar fue de
7.31 capilares por fibra al dia 8 post tratamiento (D8) (Figura 27). El promedio mas alto de
area transversal fue 2823 pm’ y se observa al dia 4 post- tratamiento (D4) (Figura 25). La
menor actividad glucolitica (GPDH) 0.59 Do, se observo al dia 2 post-tratamiento( D2)
(Figura 28), mientras que la mayor actividad oxidativa (SDH) fue de 0.48 Do al dia 4 post
tratamiento (D4) (Figura 29). La concentracion mas alta de glucégeno intrafibrilar fue de

0.79 Do alcanzada al dia 4 pos tratamiento (D4) (Figura 30).
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ESTADISTICA

En las fibras tipo IIb, no se encuentran diferencias significativas en relacién al grupo
control con una (P<0.05), en el nimero denucleos. En la densidad capilar con una (P<0.05)
se observa una mayor cantidad hacia el dia 8 en relacion al dia 0. En area transversal de las
fibras se nota un aumento significativo con una (P<0.05) al dia 4 en referencia al grupo
control. En relacion al GPDH se puede notar una diferencia estadistica (P<0.05) entre el dia
0 y el dia 4 pos tratamiento indicando una menor actividad glucolitica hacia este dia. En
cuanto a SDH se observa una diferencias significativas ((P<0.05)) entre los dias 0 y 2 pos
tratamiento observandose una menor actividad metabodlica al dia 2 después de la
administracion del carazolol. Por otra parte se observa una mayor diferencia estadistica en
cuanto a la cantidad de glucogeno (PAS) intrafibrilar entre el dia 0 y el dia 8 pos
tratamiento con una (P<0.05). Siendo al dia 8 cuando se observa un aumento en la cantidad

del sustrato.
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Cuadro 5. Valores descriptivos de las caracteristicas morfologicas y metabdlicas de las fibras tipo 11B del musculo femoral de pollos del grupo control (D0) y del
grupo tratado con carazolol (D2, D4, D8).

M. FEMORAL
FIBRAS IIB
DO D2 D4 D8
Variable |Media| Desv. Min | Max |Media| Desv. Min | Max | Media | Desv. Min | Max | Media | Desv. | Min Max
estan estan estan estan
Nucleos 5.722 2.1841 2 12| 5.34 1.96 2 10| 6.444 2.96 2 14| 6.015 2.58 1 13
Capilares 5.172 1.2268 3 8| 5.28 1.57 3 8| 6.944 1.76 4 11| 7.379 1.95 4 11
GPDH 0.577 0.0887| 0.4| 0.73| 0.59 0.05| 0.5 0.7| 0.478 0.06| 0.35| 0.587| 0.511 0.09| 0.37| 0.72
SDH 0.486 0.2551| 0.1| 0.82| 0.67 0.09| 0.4| 0.81| 0.482 0.1| 0.21| 0.624| 0.627 0.08 05| 0.84
PAS 0.753 0.0977| 0.5| 0.88| 0.85 0.05| 0.7| 0.92| 0.793 0.06| 0.68| 0.871| 0.848 0.03| 0.77| 0.89
Area 615 253.29| 227| 1256| 1235 559 | 318| 2916| 2823 887 | 1379| 4221| 1645 821 201 | 3927
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Figura 25. Promedios del &rea transversal (um?) de las fibras tipo 11 B del M. femoral de pollos de engorda.
Grupo Control (DO0) y grupo tratado (D2, D4, D8).
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Figura 26. Promedios de la densidad nuclear de las fibras tipo 11B del M. femoral de pollos de engorda. Grupo
Control (Do) y grupo tratado (D2, D4, D8).
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Figura 27. Promedios de la densidad capilar de las fibras tipo 1B del M. femoral de pollos de engorda. Grupo

Control (Do) y grupo tratado (D2, D4, D8).
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Figura 28. Promedios de la actividad glucolitica (GPDH) de las fibras tipo 11B del M. femoral de pollos de
engorda. Grupo Control (Do) y grupo tratado (D2, D4, D8).
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Figura 29. Promedios de la actividad oxidativa de las fibras tipo 11B del M. femoral de pollos de engorda. Grupo

Control (Do) y grupo tratado (D2, D4, D8).
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Figura 30. Promedios de la concentracion intrafibrilar de glucégeno Do de las fibras tipo 11B del M. femoral de

pollos de engorda. Grupo Control (Do) y grupo tratado (D2, D4, D8).
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MUSCULO PECTORAL

Los resultados descriptivos del grupo control y tratado con carazolol de musculo pectoral se

presentan en los cuadros y graficas correspondientes (Cuadros 6 a 8 y figuras 31 a 49).

Fibras tipo I. El cuadro 6 muestra los valores descriptivos de las caracteristicas 1)
morfoldgicas (densidad de nucleos, de capilares y area transversal), ii) metabolicas —
actividad oxidativa (SDH), actividad glucolitica (GPDH) y concentraciéon intrafibrilar de
glucogeno (PAS) de las fibras tipo I del musculo pectoral de 15 pollos estirpe Ross de 5
semanas incluidos en el grupo control (DO= 5n) y grupo tratado con carazolol (100 pg
/kg) (D2, D4= n10). Las medias se obtienen a partir de la cuantificacion de 50 miofibras
seleccionadas aleatoriamente en una zona carente de artefactos o de dafio. La identificacion
es siempre de las mismas células y en cada en cada una de las tinciones (morfologicas:
HE, metabdlicas: SDH, GPDH y PAS). Esta relacion morfologica y metabolica permite
clasificar a nivel celular el tipo celular (tipo I). El promedio de fibras tipo I del musculo
pectoral en el grupo control (DO /n=5) fue de 3 fibras por observacién (50fibras
observadas por muestra) (Figura 31). El area transversal promedio de estas fibras es en el
grupo control (DO) fue de 3659 um?, mientras que el promedio de densidad nuclear fue de 5
nuicleos y de capilares fue de 6.5 por fibra respectivamente (Figuras 32, 33, 34). El
promedio de actividad glucolitica GPDH en estas fibras fue de 0.423 Do (Figura 35), el de
actividad oxidativa SDH 0.755 Do (Figura 36) y la concentracion intrafibrilar de
glucdgeno (PAS) fue de 0.875 DO (Figura 37). El valor de referencia para la densidad
oOptica tiene un valor de 1 D.0 (blanco). En el grupo tratado (n=10) se observo lo siguiente:
Al dia 2 pos tratamiento (D2) el promedio de fibras tipo I del misculo pectoral fue de 7
fibras por observacion (50fibras observadas por cada muestra). Al dia 4 pos tratamiento
(D4) el promedio de fibras tipo I del musculo pectoral subid a 20 fibras por observacion
(50 fibras observadas por cada muestra) (Figura 31). Ademdas en el grupo tratado el
promedio mas alto de densidad nuclear fue de 6.37 nucleos por fibra al dia 2 post
tratamiento (D2). El promedio mas alto de densidad capilar fue de 6.30 capilares por fibra

al dia 4 post tratamiento (D4). El promedio mas alto de area transversal fue 2433 um y se
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observa al dia 2 post- tratamiento (D2) (Figuras 33, 34 y 32). La menor actividad
glucolitica (GPDH) 0.63 Do, se observo al dia 4 post-tratamiento( D4) (Figura 35),
mientras que la mayor actividad oxidativa (SDH) fue de 0.65 Do al dia 2 post tratamiento
(D2) (Figura 36). La concentracion de glucogeno intrafibrilar fue de 0.85 Do alcanzada al

dia 4 pos tratamiento (D4) (Figura 37).

ESTADISTICA

En las fibras tipo I, no se encuentran diferencias significativas con una (P<0.05), en cuanto
a numero de nucleos, densidad capilar, en las densidades de GPDH, SDH y PAS. En cuanto
al area transversal de las fibras se observa una diferencia estadistica significativa (P< 0.05)
entre los dias 0 y 4 pos tratamiento. Presentdndose una reduccion de tamafio més notable

hacia el dia 4 pos tratamiento.
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Cuadro 6. Valores descriptivos de las caracteristicas morfoldgicas y metabdlicas de las fibras tipo I del musculo
pectoral de pollos del grupo control (DO) y del grupo tratado con carazolol (D2, D4).

M. pectoral
Fibras |
DO D2 D4

Variable | Media| DE Min Max | Media| DE Min Max Med DE Min Max
Ndcleos 5 0 5 5 6.37 1.84 5 10 5.2 2.28 1 9
Capilares| 6.5 | 3.53 4 9 4.75 1.58 3 7 6.3 1.55 3 9
GPDH 0.42 | 0.11 [0.344]|0.502| 0.43 0.03 0.40 0.50 0.63 0.02 | 0.58 0.67
SDH 0.75 | 0.01 | 0.74 | 0.76 | 0.65 0.07 | 0.54 0.74 0.65 0.02 | 0.60 0.70
PAS 0.87 | 0.00 | 0.87 | 0.88 . . . . 0.85 0.02 | 0.82 0.88
Area 3659 |28.28 | 3639 | 3679 | 2433 |893.69|971.12|3697.57 | 1243.55|499.33 | 341.43 | 2298.99
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Figura 32. Promedios del &rea transversal (um?) de las fibras tipo | del M. pectoral de pollos de engorda. Grupo Control (D0) y
grupo tratado (D2, D4).
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Figura 33. Promedios de la densidad nuclear de las fibras tipo | del M. pectoral de pollos de engorda. Grupo Control (D0O) y
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Figura 34. Promedios de la densidad capilar de las fibras tipo | del M. pectoral de pollos de engorda. Grupo Control (D0) y
grupo tratado (D2, D4).
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Figura 35. Promedios de la actividad glucolitica Do (GPDH) de las fibras tipo | del M. pectoral de pollos de engorda. Grupo
Control (D0O) y grupo tratado (D2, D4).
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Figura 36. Promedios de la actividad oxidativa Do (SDH) de las fibras tipo | del M. pectoral de pollos de engorda. Grupo
Control (D0) y grupo tratado (D2, D4).
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Figura 37. Promedios del contenido intrafibrilar de glucégeno Do (PAS) de las fibras tipo I del M. pectoral de pollos de
engorda. Grupo Control (DO) y grupo tratado (D2, D4).

Fibras tipo 1A

El cuadro 7 muestra los valores descriptivos de las caracteristicas i) morfologicas
(densidad de ntcleos, de capilares y area transversal), i1) metabolicas — actividad oxidativa
(SDH), actividad glucolitica (GPDH) y concentracion intrafibrilar de glucogeno (PAS) de
las fibras tipo IIA del musculo pectoral de 15 pollos estirpe Ross de 5 semanas incluidos
en el grupo control (DO= 5n) y grupo tratado con carazolol (100 pg /kg) (D2, D4= n10).
Las medias se obtienen a partir de la cuantificacion de 50 miofibras seleccionadas
aleatoriamente en una zona carente de artefactos o de dafio. La identificacion es siempre
de las mismas células y en cada en cada una de las tinciones (morfologicas: HE,
metabodlicas: SDH, GPDH y PAS). Esta relacion morfoldgica y metabdlica permite
clasificar a nivel celular el tipo celular (tipo IIA). El promedio de fibras tipo IIA del
musculo pectoral en el grupo control (DO /n=5) fue de 17 fibras por observacion (50 fibras
observadas por muestra) (Figura 31). El area transversal promedio de estas fibras en el
grupo control (DO) fue de 2873.13 um?, mientras que el promedio de densidad nuclear fue
de 6.55 nucleos y de capilares fue de 6.45 por fibra respectivamente (Figura 38, 39 y 40).
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El promedio de actividad glucolitica GPDH en estas fibras fue de 0.422 Do (Figura 41), el
de actividad oxidativa SDH 0.631 Do (Figura 42) y la concentracion intrafibrilar de
glucdgeno (PAS) fue de 0.770 DO (Figura 43). El valor de referencia para la densidad
optica tiene un valor de 1 D.0. (Blanco). En el grupo tratado (n=10) se observo lo siguiente:
Al dia 2 pos tratamiento (D2) el promedio de fibras tipo IIA del misculo femoral fue de 3
fibras por observacion (50 fibras observadas por cada muestra). Al dia 4 pos tratamiento
(D4) el promedio de fibras tipo IIA del musculo pectoral aumentdé a 5 fibras por
observacion (50 fibras observadas por cada muestra) y al dia 8 pos tratamiento (DS) el
promedio de fibras tipo IIA del musculo pectoral fue de 4 fibras por observacion (50
fibras observadas por cada muestra) (Figura 31). Ademas en el grupo tratado el promedio
mas alto de densidad nuclear fue de 5.25 ntcleos por fibra al dia 2 post tratamiento (D2). El
promedio mas alto de densidad capilar fue de 6.00 capilares por fibra al dia 2 post
tratamiento (D2). El promedio mas alto de 4rea transversal fue 1170pm’y se observa al dia
2 post- tratamiento (D2) (Figuras 39, 40, 38). La menor actividad glucolitica (GPDH) 0.64
Do, se observo al dia 4 post-tratamiento( D4) (Figura 41), mientras que la mayor actividad
oxidativa (SDH) fue de 0.64 Do al dia 2 post tratamiento (D2) (Figura 42). La
concentracion de glucdgeno intrafibrilar fue de 0.85 Do alcanzada al dia 4 pos tratamiento

(D4) (Figura 43).

ESTADISTICA

En las fibras tipo Ila, no se encuentran diferencias significativas con una (P<0.05), en
cuanto a numero de nucleos, densidad capilar, en las densidades de SDH y PAS. En cuanto
al area transversal de las fibras se observa una diferencia estadistica significativa (P< 0.05)
entre los dias 0 y 4 pos tratamiento. Presentdndose una reduccion de tamafio més notable
hacia el dia 4 pos tratamiento. En la actividad glucolitica (GPDH) se observa una reduccion

(P<0.05) en ésta en el dia 4 pos tratamiento en relacion al dia 0.
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7. Valores descriptivos de las caracteristicas morfoldgicas y metabdlicas de las fibras tipo 1A del musculo pectoral de pollos del
grupo control (D0) y del grupo tratado con carazolol (D2, D4).

M. pectoral
Fibras I1A
DO D2 D4
Variable | MEDIA| DE MIN MAX | MEDIA | DE MIN | MAX | MEDIA | DE | MIN | MAX
Ndcleos | 6.55 2.08 3 11 5.25 2.06 3 7 4 2.23 1 7
Capilares | 6.45 2.10 4 12 6 3.464 3 11 5.4 2.071 3 8

GPDH 0.42 0.07 0.28 0.55 0.45 0.03 0.41 0.50 0.64 0.03 0.60 0.67

SDH 0.63 0.18 0.3 0.80 0.64 0.11 0.53 0.76 0.63 0.01 0.62 0.66

PAS 0.77 0.12 0.47 0.91 0.85 0.01 0.83 0.88

Area | 2873.13| 1048.64 | 708.98 | 5471 | 1170.1 | 678.59 | 279.27 | 1841.8 | 1052.11 | 585 | 451.33 | 1902.61
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Figura 38. Promedios del &rea transversal (um?) de las fibras tipo 11 A del M. pectoral de pollos de engorda. Grupo Control
(DO0) y grupo tratado (D2, D4).
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Figura 39. Promedios de la densidad nuclear de las fibras tipo I11A del M. pectoral de pollos de engorda. Grupo Control (Do) y
grupo tratado (D2, D4).
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Figura 40. Promedios de la densidad capilar de las fibras tipo 1A del M. pectoral de pollos de engorda. Grupo Control (Do) y
grupo tratado (D2, D4).

104 GPDH
0.8+
.
]
S 06 i
o
o)
he]
.
g T T
2 04+ I
5
a
024
0.0 : : : : : : :
Control D2 D4 D8

Tiempo en dias

Figura 41. Promedios de la actividad glucolitica (GPDH) de las fibras tipo 1A del M. pectoral de pollos de engorda. Grupo
Control (Do) y grupo tratado (D2, D4).

34



1.0+ SDH

R

o
[<2]
1
(R
pEEEH]
H

Densidad Optica
o
o~
1

0.2 1

0.0 I r I r I r
Control D2 D4 D8
Tiempo en dias

Figura 42. Promedios de la actividad oxidativa de las fibras tipo 1A del M. pectoral de pollos de engorda. Grupo Control (Do) y
grupo tratado (D2, D4).
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Figura 43. Promedios de la concentracion intrafibrilar de glucégeno Do de las fibras tipo 1A del M. pectoralde pollos de
engorda. Grupo Control (Do) y grupo tratado (D2, D4).
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Fibras tipo 11B

El cuadro 8 muestra los valores descriptivos de las caracteristicas i) morfologicas
(densidad de nucleos, de capilares y area transversal), ii) metabdlicas — actividad oxidativa
(SDH), actividad glucolitica (GPDH) y concentracion intrafibrilar de glucogeno (PAS) de
las fibras tipo IIB del musculo pectoral de 15 pollos estirpe Ross de 5 semanas incluidos
en el grupo control (DO= 5n) vy grupo tratado con carazolol (100 pg /kg) (D2, D4= nl0).
Las medias se obtienen a partir de la cuantificacion de 50 miofibras seleccionadas
aleatoriamente en una zona carente de artefactos o de dafio. La identificacion es siempre
de las mismas células y en cada en cada una de las tinciones (morfologicas: HE,
metabolicas: SDH, GPDH y PAS). Esta relacion morfologica y metabdlica permite
clasificar a nivel celular el tipo celular (tipo IIB). El promedio de fibras tipo IIB del
musculo pectoral en el grupo control (DO /n=5) fue de 30 fibras por observacion (50
fibras observadas por muestra) (Figura 31). El area transversal promedio de estas fibras en
el grupo control (D0) fue de 2659.07 pum?, mientras que el promedio de densidad nuclear
fue de 6.31 ntcleos y de capilares fue de 6.84 por fibra respectivamente (Figuras 44, 45,
46). El promedio de actividad glucolitica GPDH en estas fibras fue de 0.437 Do (Figura
47), el de actividad oxidativa SDH 0.530Do (Figura 48) y la concentracion intrafibrilar de
glucdgeno (PAS) fue de 0.717 Do (Figura 49). El valor de referencia para la densidad
optica tiene un valor de 1 D.0. (Blanco). En el grupo tratado (n=10) se observo lo siguiente:
Al dia 2 pos tratamiento (D2) el promedio de fibras tipo IIB del musculo pectoral fue de
37 fibras por observacion (50fibras observadas por cada muestra). Al dia 4 postratamiento
(D4) el promedio de fibras tipo IIB del musculo pectoral disminuy6 a 25 fibras por
observacion (50 fibras observadas por cada muestra) (Figura 31). Ademas en el grupo
tratado el promedio mas alto de densidad nuclear fue de 5.72 nucleos por fibra al dia 4 pos
tratamiento (D4). El promedio mas alto de densidad capilar fue de 6.68 capilares por fibra
al dia 4 pos tratamiento (D4). El promedio mas alto de area transversal fue 1837 pum” y se
observa al dia 2 post- tratamiento (D2) (Figuras 45, 46, 44). La menor actividad glucolitica
(GPDH) 0.632 Do, se observo al dia 4 pos tratamiento (D4) (Figura 47), mientras que la
mayor actividad oxidativa (SDH) fue de 0.655 Do al dia 2 post tratamiento (D2) (Figura
48). La concentracion de glucdégeno intrafibrilar fue de 0.860 Do alcanzada al dia 4 pos

tratamiento (D4) (Figura 49).
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ESTADISTICA

En las fibras tipo IIb, no se encuentran diferencias significativas en relacion al grupo
control con una (P<0.05), en cuanto a ntcleos. En el nimero de capilares con una (P<0.05)
se observa una menor cantidad hacia el dia 2 en relacion al dia 0. En area transversal de las
fibras se nota una reduccioén significativa con una (P<0.05) al dia 4 en referencia al grupo
control. En relacion al GPDH se puede notar una diferencia estadistica (P<0.05) entre el dia
0 y el dia 4 pos tratamiento indicando una menor actividad glucolitica hacia este dia. En
cuanto a SDH se observa una diferencias significativas ((P<0.05)) en los dias 0 y 2 pos
tratamiento en relacion con el grupo control, observandose una menor actividad metabolica
hacia los dias 2 y 4 después de la administracion del carazolol. Por otra parte se observa
una diferencia estadistica en cuanto a la cantidad de glucogeno (PAS) intrafibrilar entre el
dia 0 y el dia 4 pos tratamiento con una (P<0.05). Siendo al dia 4 cuando se observa un

aumento en la cantidad del sustrato.
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Cuadro 8. Valores descriptivos de las caracteristicas morfoldgicas y metabdlicas de las fibras tipo 11B del musculo

pectoral de pollos del grupo control (DO) y del grupo tratado con carazolol (D2, D4).

M. pectoral
Fibras 11B
DO D2 D4
Variable | MEDIA| DE | MIN IAX |MEDIA| DE | MIN | MAX |[MEDIA| DE | MIN| MAX
Nacleos | 6.31 | 221 | 2 | 12 | 568 | 1.97 3 11 572 | 222 | 2 10
Capilares| 684 | 232 | 3 | 12 | 544 | 1.78 3 8 6.68 | 154 | 4 10
GPDH | 043 | 0.06 | 026 |0.57 | 0.46 | 0.04 | 036 | 0.62 0.63 | 0.02 | 0.57 | 0.67
SDH 053 | 0.18 | 033 /0.84| 065 | 0.09 | 051 | 0.83 0.64 | 0.02 | 0.61 | 0.69
PAS 071 | 0.11 | 0.42 ]0.90 . . : : 0.86 | 0.01 |0.83| 0.89
Area 2659 | 1364.2[421.6|6658 | 1837 |953.02]201.34|3926.84 | 1510.31 | 428.18 | 546.8 | 2137.74
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Figura 44. Promedios del &rea transversal (um?) de las fibras tipo 11B del M. pectoral de pollos de engorda. Grupo Control (DO)

y grupo tratado (D2, D4).
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Figura 45. Promedios de la densidad nuclear de las fibras tipo 11B del M. pectoral de pollos de engorda. Grupo Control (Do) y
grupo tratado (D2, D4).
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Figura 46. Promedios de la densidad capilar de las fibras tipo 11B del M. pectoral de pollos de engorda. Grupo Control (Do) y
grupo tratado (D2, D4).
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Figura 47. Promedios de la actividad glucolitica (GPDH) de las fibras tipo 11B del M. pectoral de pollos de engorda. Grupo
Control (Do) y grupo tratado (D2, D4).
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Figura 48. Promedios de la actividad oxidativa de las fibras tipo 11B del M. pectoral de pollos de engorda. Grupo Control
(Do) y grupo tratado (D2, D4).
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Figura 49. Promedios de la concentracion intrafibrilar de glucégeno Do de las fibras tipo 11B del M. pectoralde pollos de
engorda. Grupo Control (Do) y grupo tratado (D2, D4).
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V1. DISCUSION

f/ analisis morfofuncional del musculo esquelético aviar plantea un reto cuando se busca

relacionar las caracteristicas fenotipicas fibrilares (morfologicas, metabolicas y
contractiles) con las caracteristicas organolépticas, higiénicas y de calidad de la carne (Le

von Lengerken, 2002; Andersen y cols. 2005, Shear, 1971).

El objetivo general de este trabajo fue el conocer la heterogeneidad del fenotipo muscular
(porcentaje y caracteristicas contractiles, metabolicas y morfolégicas de las fibras
musculares) de la estirpe Ross de pollos de engorda frente a un agente estresor (manejo) y

conocer los mecanismos de adaptabilidad de este tejido en animales tratados con carazolol

El estudio histologico e histoquimico del tejido muscular permitid conocer las
caracteristicas morfoldgicas (4rea transversal fibrilar, la densidad de nucleos y de
capilares), concentracion de sustrato energético (glucogeno intrafibrilar) y actividades
enzimdticas mitocondriales relacionadas con el metabolismo energético (actividad
succinildeshidrogenasa -SDH y la glicerol fosfato deshidrogenada GPDH) y velocidad de
contracciéon (mATP4asa con pre incubacion a 4,6 pH) (Kandel y cols. 2000, Belcastro y

cols.1998; Blanco y cols. 1988; Dunshea y cols. 2005).

El uso combinado de estas tinciones permitido la clasificacion de tres tipos de fibras
musculares tanto en el musculo pectoral como en el femoral del pollo en tipo I y tipos IIA
y 1IB (Bottinelli y Reggiani, 2000; Pette y Staron, 1990, Torrella y cols. 1998). La
poblacion fibrilar en ambos musculos es heterogénea (variacion topografica y por
especificidad) aunque existe una mayor proporcion de fibras II B en el mtsculo femoral y
de II A en el musculo pectoral (Figuras 12 y 31), al respecto se ha descrito que el costo
energético en ambos es muy alto y tienden facilmente a la acidosis metabodlica

(Mahon,1984) (ver cuadros 3 a 8 y figuras 12 a 49).

Las fibras tipo I tanto en el musculo femoral como en el pectoral tienen una mayor area
transversal, mayor densidad nuclear y capilar, mayor actividad oxidativa (cuadros 3, 6 ;
Figuras 13, 14,15, 17 y 18) y menor concentracion intrafibrilar de glucogeno (Scott y cols.
2001; McKee vy cols.1981; Mammoli y cols.2004; Henckel y cols. 1998; McKee y cols.

1997). Sin embargo, la actividad glucolitica es muy semejante a la de las fibras Il A y B
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(Figura 16). Las fibras musculares tipo II presentan caracteristicas inversas a las fibras tipo
I (cuadros 4, 5,7 y 8) es de resaltar el mayor contenido intrafibrilar de glucogeno (tipo 11A)

y mayor actividad glucolitica (tipo IIA y IIB).

Los pollos tienen proporcionalmente mas fibras de tipo II presentando una mayor
susceptibilidad en desarrollar una rapida actividad glucolitica (cuadros 3 a 8) relacionada
con el etres lo que promueve una carne palida, suave y exudativa (PSE). Se han observado
disminuciones en los valores de pH, y ademds que las canales aumentan sus temperaturas
produciéndose una rapida desnaturalizacion de las proteinas de este producto alimenticio
(Offer, 1991; McKee y Sams 1998). La composicion intrafibrilar de glucégeno y las
variaciones en la reaccion de glucolisis (cuadros 3 a 8) ante-mortem se ha relacionado con
factores que condicionan los atributos organolépticos de la carne de pollo (von Lengerken y
cols. 2002; Lefaucheur y cols. 2000). Entre los factores que modifican el metabolismo
muscular (p.e: la actividad glucolitica) estan aquellos relacionados con el manejo
(Shackelford y cols. 1999; Gunning y Hardeman, 1991). En este trabajo los animales
tuvieron diferentes manejos durante una semana (alimentacion y limpieza del alojamiento),
considerando estos como hechos estresantes, se decidié6 evaluar las caracteristicas
morfoldgicas, metabolicas y contractiles del fenotipo muscular provocadas por esta
situacion. Este factor y aquellos involucrados en el transporte y sacrificio condicionan la
aparicion del sindrome de estrés aviar (SSA) (Stephan, 1993) cuyo resultado es carne
palida, suave y exudativa (PSE) (McKee y Sams, 1997; Sosniki y Wilson, 1991). Esta
alteracion en la calidad carnica se atribuye entre otros a un descenso importante del pH, y
aumento del lactato (lo que se relaciona con el aumento de la actividad glucolitica) (Choe y

cols. 2008, Baynes y Dominiczack, 1999).

Asi mismo, las variaciones en la concentracion de glucoégeno intrafibrilar se han
relacionado con manejo de las aves, privacion de alimento, transporte, y/o métodos de
sacrificio. La concentracion intrafibrilar de glucogeno en el grupo control fue menor y la
actividad glucolitica mayor en términos generales comparando el grupo control con el
grupo tratado, lo cual se debe muy probablemente a una accién catecolaminérgica y del
cortisol, el que aumenta debido al manejo (estrés) al que son expuestos los animales

(Wittmannet y cols.1994; Fischery y Dobrowolski, 2002).
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A menor actividad glucolitica se mantiene el pH final de la carne y mayor cantidad de agua
almacenada mejorando asi la textura de la carne (Lefaucheur y cols. 1991; Enfilt y
cols.1997). Ademas el glucogeno intrafibrilar influye sobre el almacenamiento de agua en
el musculo (Young y cols.2002; Lefaucheur y cols. 1991). Por otro lado, la respuesta
muscular al estrés producido por el transporte y antes del sacrificio en cerdos y ganado
bovino induce variaciones en la poblacion fibrilar tipo (I y II) provocando este hecho la
deplecion de glucogeno afectando de manera secuencial a las fibras I, IIA y IIB (Essén-
Gustavsson, 1992; Fernandez y cols., 1995; Warriss, 2000). El estrés psicoldgico
relacionado con cambios en el medio ambiente induce a la liberacion de catecolaminas
(Henckel et al., 2002; Tarrant y Lacourt, 1984; Immonen y cols. 2000) las cuales estimulan

la glucdgenolisis en cerdos y ganado bovino (Monin, 2004).

La glucolisis postmortem se puede detener por deficiencia de AMP (Scopes, 1971),
acortamiento de ADP, regulacién de glucosa (van Laack et al., 2001) o inhibicion de las
enzimas glucoliticas que causan disminucioén del pH (Lundberg y cols. 1987; Pearson y
cols. Young, 1989).

El carazolol es un bloqueador selectivo de los adrenoreceptores postsinapticos 3. Ejerce
un efecto inhibidor de la accion de las catecolaminas (adrenalina y noradrenalina), de la
adenilciclasa y del AMPc (Mejean y cols.1995; Rudloff y cols. 1984). Tanto en el musculo
pectoral como en el femoral el carazolol previene la activacion del metabolismo energético
provocado por las catecolaminas reduciendo asi la actividad glucolitica en general al dia 2
pos tratamiento tanto en las fibras I y II aumentando la concentracion de glucdgeno
intrafibrilar entre los dias 4 y 8 post tratamiento (véase cuadros 3 a 8 y figuras 12 a 49)este
efecto descrito en otras especies (Menjean y cols.1995, Gregory y cols. 1982; Kadir y cols.
1990) también se refleja y corrobora en el pollo de engorda en este trabajo. La
administracion de carazolol también provoca en términos generales un aumento del area
transversal fibrilar y las densidades nucleares y capilares tanto en fibras [ y II entre los dias
4 y 8 post tratamiento. La actividad oxidativa disminuye en ambos tipos de fibras entre los
dias 4 y 8 pos tratamiento tal como lo informaron Menjean y cols.1995; Rudloff y cols.
1984; Gregory y cols. 1982; Kadir y cols. 1990.

Como se menciono, la dosis recomendada por via intramuscular en bovinos y cerdos es de

1 mg /100 kg. Administrado por via oral logra una absorcion en el tracto gastrointestinal
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(Abshagen y cols.1980; Moloney y cols.1990), sin embargo su biodisponibilidad oral es de
aproximadamente el 10 % por lo que se requieren 10 veces mds dosis por via oral que por
via parenteral para lograr el mismo efecto (Mejean y cols.1995, Gregory y cols. 1982;

Kadir y cols. 1990). Lo cual se ve reflejado en los resultados aqui presentados.
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VII. CONCLUSION

Si bien el manejo en las explotaciones avicolas actuales es minimo se debe considerar a
este como un factor de estrés junto con las condiciones de transporte y sacrificio, las cuales
afectaran en consecuencia la calidad carnica de esta especie. ElI uso por via oral del
carazolol parece tener ciertos efectos sobre las principales vias metabdlicas a nivel
muscular (glucolitica y oxidativa), reduciendo la actividad glucolitica y sus efectos de
disminucion del pH y formacion de lactato. Los resultados obtenidos en este trabajo, se
deben considerar como una contribucion bésica para que se puedan utilizar en estudios
futuros en el musculo esquelético y poder confirmar tanto a nivel celular como molecular la
efectividad de este farmaco en cuanto a su capacidad para disminuir los procesos que
causan detrimento en la calidad de carne de pollo disminuyendo las pérdidas econémicas

inherentes a la industria avicola.

Dada las caracteristicas y finalidades para las que fue disefiado el carazolol se concluye que
no hay efecto inmediato (menor a 2 dias) sobre la morfologia de las fibras musculares, pero
el efecto en el metabolismo es evidente desde los 2 dias pos administracion, por lo que
concluimos que es un farmaco que puede ayudar a mantener las caracteristicas
morfologicas y metabolicas de las fibras musculares del pollo de engorda en condiciones de

estrés por transporte.
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