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. RESUMEN

En México, la practica de adicionar zilpaterol y la ractopamina, en la dieta de finalizacion para
bovinos de engorda es una practica legal. Los B agonistas tienden a incrementar parametros
productivos como la ganancia diaria de peso y el rendimiento de la canal. Se cree que esto se
debe al aumento del area transversal y en la proporcién del tipo de fibras musculares, las cuales
difieren en sus caracteristicas contractiles, metabolicas y morfolégicas. El objetivo de este trabajo
fue conocer los efectos del zilpaterol y la ractopamina en las fibras esqueléticas de los bovinos,
mediante determinaciones objetivas de las caracteristicas contractiles, metabdlicas y morfolégicas
de fibras de los musculos semitendinoso (ST) y longissimus dorsi (LD) en el bovino. Se utilizaron
30 toretes de 24 meses de edad, de diferentes cruzas, que fueron divididos en tres grupos (10 n):
grupo testigo (TEST), el grupo ractopamina (RACT) (200 mg/animal/dia) y el grupo zilpaterol
(ZILP) (0.15 mg/kg/peso vivo/dia). Todos los animales recibieron la misma dieta. Los B agonistas
se administraron por via oral durante 35 dias previos al sacrificio. Se obtuvieron las biopsias de
ambos musculos antes de iniciar y al concluir los tratamientos. Las muestras fueron cubiertas con
OCT, congeladas indirectamente con nitrégeno liquido y almacenadas a -70°C. Cada muestra fue
cortada secciones seriadas transversales de 10pm de grosor, y tefiidas con Hematoxilina- Eosina
(HE), acido peryddico de Shiff (PAS) y a amilasa PAS. Mediante histoquimica, se evalu6 la
actividad de las enzimas succinato deshidrogenasa (SDH), a glicerol-3-fosfato deshidrogenasa
(aGPDH) y mATPasa, con esta ultima se identificaron tres tipos de fibras (lentas oxidativas (l),
rapidas oxidoglucoliticas (Il1A) y rapidas glucoliticas (lIB)), determinando la actividad para cada
enzima por D.O, numero de nucleos, capilares (miles/um?), area transversal (um2) y contenido de
glucdégeno D.O. La proporcion de fibras tipo 11B del musculo ST aumentaron principalmente en el
grupo zilpaterol en 94%, seguido por el de ractopamina 90%, mientras que en el LD, el grupo
zilpaterol tuvo un aumento del 134% (P<0.05). La densidad de nucleos disminuyo en las fibras
tipo 1IB del grupo zilpaterol (25%) en el LD y (19%) en el ST (P<0.05), la densidad de capilares se
mostro sin cambios. Sin embargo el area transversal, tuvo un decremento en los dos grupos
tratados con respecto al testigo, en ambos musculos. La actividad de la a-GDPH en las fibras tipo
| disminuy6 la actividad (33%) en el grupo ractopamina del ST y (20%) en el grupo zilpaterol del
LD (P<0.05). La actividad oxidativa (SDH) aumento en el grupo zilpaterol, en las fibras tipo |
(40%), IIA (20%) y IIB (40%) del LD (P<0.05). La cantidad de glucégeno almacenado en los
grupos tratados mostro disminuciéon en ambos musculos (LD y ST), en los tres tipos de fibras
(P<0.05). Se concluye que la administracion de B agonistas a toretes implantados, induce
cambios metabdlicos y morfologicos, en las fibras musculares del bovino, por lo que algunos

factores en los que se deben tener control son: raza, edad y manejo zootécnico.



Il. ABSTRACT

In Mexico, the addition of zilpaterol and ractopamine in finishing diets for beef cattle is a legal
practice. The B agonists tend to increase some productive parameters as the average daily gain
and carcass yield. Those effects are due to change in the proportion and cross-sectional area of
the fiber muscle, which are different in their contractile, metabolic and morphological
characteristics. The aim of this study was to determine the effect of zilpaterol and ractopamine in
bovine skeletal fibers by objective measurements of contractile, metabolic and morphological
characteristics of fibers, in semitendinosus (ST) and longissimus dorsi (LD) muscles of the beef
cattle. 30 different breed crosses steers with 24 months of age, were used. The animals were
divided into three groups (10 n): control group (TEST), ractopamine group (RACT) (200 mg /
animal / day) and zilpaterol group (ZILP) (0.15 mg / kg / body weight / day). All the indiciduals
received the same diet. The B agonists were administered orally for 35 days before to slaughter.
Biopsies were obtained from both muscles, before and the end of treatment. The samples were
covered with OCT, frozen with liquid nitrogen indirectly and stored at -70 ° C. Each sample was cut
in transverse serial sections of 10um thickness, and stained with HE, PAS and aPAS. The activity
of the enzymes succinate dehydrogenase (SDH), a-glycerol 3-phosphate dehydrogenase
(aGPDH) and mATPase, was assessed by histochemistry. Using mATPase three types of fibers
(slow-switch oxidative (1), fast-switch oxid-glucolitic (IIA) and fast-switch glycolytic (lIB)), were
identified and the activity of each one was determined by Optic Density (D.O), number of nucleus,
capillaries (miles / um 2), cross-sectional area (um 2) and glycogen content (DO). The proportion of
type 1IB of the ST muscle fibers. mainly increased in the zilpaterol group in 94%, followed by
ractopamine group with 90%, while in the LD, zilpaterol group was up to 134% (P <0.05). The
number of nucleus decreased the type IIB fibers zilpaterol group (25%) in the LD and (19%) in the
ST (P <0.05), the density of capillaries showed no change. However, the cross-sectional area had
a decrease in both treatment groups compared with the control in both muscles. The activity of a-
GDPH in type | fibers decreased (33%) in group ST and ractopamine (20%) in group zilpaterol LD
(P <0.05). The oxidative activity (SDH) increased in the zilpaterol group in type | fibers (40%), IIA
(20%) and IIB (40%) of LD (P <0.05). The amount of glycogen stored in the treated groups showed
a decline in both muscles (LD and ST) in the three fiber types (P <0.05). The administration of 3
agonists to steers, induced metabolic and morphological changes in the type of fibers the beef,

however more control should be put over race, age and animal management in cattle.
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1. INTRODUCCION

En México la industria carnica bovina, ha enfrentado transformaciones profundas durante las
tres Ultimas décadas. Una de estas transformaciones incluye el uso de promotores de
crecimiento, los cuales tienen como fundamento principal promover un mayor rendimiento en
canal (Escalante y col., 2005 y 2007). En este escenario los bloqueadores agonistas de
receptores adrenérgicos B (AA- B), son los promotores de crecimiento de primera eleccion
para las explotaciones intensivas de ganado bovino de carne. En la actualidad existen pocos
estudios que expliquen los efectos que ejercen los (AA- B) a nivel muscular, especialmente
en la morfologia, metabolismo y contraccién de las fibras musculares, para poder empezar a
conocer estos efectos es necesario conocer las caracteristicas musculares relacionadas con

la morfologia celular.

1.1 BASES MORFOLOGICAS DEL MUSCULO ESQUELETICO.

El musculo esquelético es el tejido mayoritario en los mamiferos. El 90 % de este tejido son
fibras musculares y el resto tejido conectivo, grasa, vasos y nervios, que presenta una
diversidad funcional.

El muUsculo esquelético estd completamente rodeado por una fascia de tejido conectivo
fibroso llamado epimisio, que cubre a un conjunto de haces que se encuentran, cada uno
rodeado por el epimisio, cada haz esta conformado hasta por 150 fibras llamado fasciculo.
Cada fibra esta separada de las fibras adjuntas por una capa de tejido conectivos llamada
endomisio. Debajo del endomisio y rodeando a cada fibra muscular encontramos el
sarcolema, esta membrana delgada y eléstica, delimita el contenido de la fibra. Esta
compuesta por la membrana plasmatica (plasmalema) y la membrana basal, entre estas dos
membranas se encuentran las células satélites cuya funcién es la regeneracion celular (Allen
y Rankin, 1990). El sarcoplasma de las fibras contiene enzimas, particulas de lipidos y
glucogeno, mudltiples ndcleos que se localizan hacia la periferia, mitocondrias y varios
organelos necesarios para la funcion celular de la fibra muscular.

Cada fibra estd compuesta por unidades funcionales Illamadas “miofibrillas” posee una
morfologia alargada de varios mm de longitud, una razén de la longitud que presentan dichas

fibras, es probablemente que cada fibra proviene de muchas células embrionarias
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individuales, llamadas mioblastos que se fusionan durante el desarrollo embrionario para
formar, miotubos, que posteriormente daran origen a las miofibrillas, estas son responsables
de la contraccién, tienen una forma cilindrica alargada (1 a 3 um de diametro) con una
disposicion paralela al eje longitudinal de la célula (Pette, 1980). La miofibrilla también
contiene pequefias unidades mas pequefias llamadas filamentos o miofilamentos que se
encuentran paralelos al eje de la miofibrilla, estos filamentos estan compuestos por varias
proteinas; la miosina, actina, tropomiosina y troponina, que constituyen cerca del 85% de la
miofibrilla (Virgen, 2002).

Las miofibrillas que contienen cada mdasculo, difieren en sus propiedades metabdlicas
(capacidad glucolitica y oxidativa asi como en el contenido de sustratos) y velocidad maxima
de contraccion. El fenotipo muscular se expresa de una manera coordinada y se puede llegar
a adaptar a diferentes estimulos fisiolégicos y patolégicos (Brooke y Kaiser. 1970,

Lefaucheur y col. 1998, Agueray col. 2001).

Musculo

Epimisio

“Perimisio
Fasciculg‘l i
gt Imagen.1. Todos los musculos
~ esqueléticos de los vertebrados, estan
= | organizados con una jerarquia

estereotipada. El este 6érgano, esta
constituido por fibras multinucleadas
< Endomisio paralelas, cada una de las cuales
Capliar contienen muchas miofibrillas.  Las
miofibrillas  estan  constituidas  por
sarcomeros, ordenados de un extremo al
otro. Cada sarcoOmero contiene filamentos
delgados de actina y filamentos gruesos
de miosina. Los filamentos delgados a su
vez estan constituidos por tres diferentes
proteinas, actina, troponina y
tropomiosina. (Tomado de Laboratorio de
Anatomia, Universidad de Valparaiso,
Chile)

e Miatibrita

Actina Tropomiosina Troponina




1.1.1 POBLACION MIOFIBRILAR DEL MUSCULO ESQUELETICO.

La técnica histoquimica para la deteccién de miosin-ATPasa, por medio de la preincubacién
alcalina o acida, permite la caracterizacion de tres tipos fundamentales de fibras musculares
en el bovino, que son: fibras lentas o tipo | y rapidas tipo Il (A) y (B). La estandarizacion de
esta técnica de histoquimica, revela diferencia en la actividad enzimatica mitocondrial.
(Pearse, 1968), y permite delimitar un tipo de fibra lenta que presenta un metabolismo
oxidativo (1) y dos tipos de fibras rapidas, la primera con metabolismo oxido-glucolitico (11A) y
la segunda presenta un metabolismo glucolitico (IIB). Los tipos de fibras difieren en su
velocidad de contraccion, determinada principalmente por las isoformas de miosina de
cadena pesada (MHC) contenida en cada fibra. Las fibras tipo | (contraccion lenta) y las
fibras tipo Il (contraccion rapida) tiene una actividad alta y baja de miosin-ATPasa miofibrilar
respectivamente (Barany, 1967). Por medio de técnicas inmunologicas se ha podido
determinar el tipo de MHC que abunda en cada tipo de fibra. Con el uso de anticuerpos se
distinguen 10 distintas isoformas de MHC en el muasculo esquelético de mamiferos,
incluyendo 6 rapidas, 2 lentas y 2 cadenas pesadas de desarrollo, que estan expresadas en
las fibras, dependiendo del metabolismo que presentan y arregladas de manera especifica.
Las MHCL1, 2A, 2D/X, 2B, estan presentes normalmente en mudsculos de mamiferos adultos,
musculos de rata y conejillos de indias (Schiaffino y col., 1989; Delp y Duan, 1996). En este
sentido las fibras tipo (I) oxidativas contienen MHC1, mientras que las fibras tipo IIA y 1IB
estan compuestas por MHC2a y MHC2b respectivamente, sin embargo en los bovinos los
tipos de MHC 2D/X no han sido identificados claramente (Brandstetter y col, 1998). En la
actualidad se ha encontrado que un gran numero de fibras hibridas contiene dos o mas
isoformas de MHC, éstas fueron primero detectadas en musculos de animales neonatales,
posteriormente se encontré que hay prevalencia en muasculos que estan en desarrollo y
musculos de adultos, esto demuestra que hay un estado transitorio en la diferenciacion del
tipo de fibras musculares, un ejemplo de estas fibras hibridas que se encuentran en el
musculo bovino son las fibras tipo (IIC), que contienen tanto MHC rapida como lenta, este
tipo de fibras las podemos encontrar en pequefias proporciones en el total de poblacion
fibrilar (Hamalainen y Pette, 1995).

En el ganado bovino el nimero de fibras musculares es fijado al nacimiento, pero durante el

transcurso de la diferenciacion posnatal las fibras musculares experimentan una transicion de




la isomiocina, esta transformacion esta regulada por signos neurolégicos, factores
endocrinos y en gran medida por demandas funcionales. Asi cada musculo adquiere una
composicion de fibras especificas coordinado con cambios en la actividad enzimatica
metabolica y mantenido por la habilidad para la adaptacion (Goldspink y col., 1992).

En general la transicion del tipo de fibra evoluciona de una poblacion en su mayoria
conformada por fibras tipo |, hacia un tipo glucolitico que presenta la siguiente
dinamica: | ©IIC ©lIA € (1ID/X)< IIB. (Schiaffino y col., 1990). En bovinos, la proporcion de
fibras tipo | se mantiene relativamente constante mientras hay cambios del tipo oxido-
glucolitico (IIA) a la fibora mas glucolitica 1IB y viceversa, este es el mayor evento en la
diferenciacion posnatal de las fibras musculares.(Spindler y col., 1980; Seideman y col.,
1986; Solomon y col., 1986; Jurie y col., 1995, Brandstetter, y col., 1998).

Sin embargo hay muy pocos reportes en los que se hayan evaluado estas caracteristicas en
fibras musculares de bovinos tratados con B agonistas . En una investigacion en el cual se
utilizo el clembuterol (7 mg/kg/dia, por 50 dias), se incremento en un 25% el &rea transversal
de fibras oxidativas (tipo | y 1lA) y glucoliticas (tipo 1IB) en el musculo longissimus dorsi al
mismo tiempo que aumento el contenido de ARNm para miosina de cadena ligera 1 (Smith y
col.,, 1995). Estudios realizados con cimaterol (0.6 mg/kg/dia, por 90 dias) demostraron
cambio de metabolismo oxidativo a glucolitico en los muasculos longissimus dorsi y
semitendinoso. Los cambios se asociaron con disminucion en la proporcion de fibras tipo 11A
e incremento en la de fibras tipo 11B, asi como un incremento en el area transversal de estas

ultimas fibras y disminucion en la densidad de capilares (Vestergaard y col., 1994).
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Imagen. 2. Tinciones para ATPasa Alcalina, en donde se muestran las tres diferentes intensidades en la tincién,
que permiten diferenciar entres las fibras tipo | (oxidativas), IIA (oxidoglucolitica) y 1IB (glucolitica). Fotografia
tomada con el equipo Spot RT color camera, (modelo 2.2.0, Diagnostic Instruments Inc., Sterling Heights, MI),

por Juan |. Pérez Espiritu.




1.1.2 PERFIL METABOLICO MIOFIBRILAR.

Se ha demostrado que los B agonistas aparte de inducir una hipertrofia muscular, inducen
un cambio en el tipo de fibras hacia oxidoglucoliticas y glucoliticas (Miller y col, 1988). Sin
embargo, al inducir un cambio en la proporcién del tipo de fibras, también se ve afectado el
perfil metabdlico, el cual puede ser determinado con técnicas histoquimicas, poniendo en
evidencia las enzimas que estan involucradas en las principales rutas metabdlicas de las
fibras (Hintz y col. 1984), por medio de estas técnicas bioquimicas se puede determinar la
cantidad y tipo de los sustratos energéticos (carbohidratos o lipidos) contenidos en cada tipo
de fibra (Lindholm, 1975, Snow y cols. 1981, Stull, 1986). Entre las diferentes especies, las
actividades enziméticas varian, (Reichmann y Pette, 1982) o entre fibras pertenecientes al
mismo tipo histoquimico lo que indica un amplio espectro en su perfil metabdlico (Spamer y
Pette, 1980, Pette 1985, Pette y Spamer 1986), esto se puede atribuir al hecho de que las
propiedades metabdlicas y contractiles, de cada fibra, se regulan de manera independiente
(Pette 1985; Pette y Spamer 1986). Las fibras tipo | (oxidativas) presentan una tasa muy alta
en el metabolismo energético, lo que le permiten utilizar de una manera mucho mas efectiva
la energia por medio de la ruta aerdbica (Lopez Rivero, 1988). La glucosa, acidos grasos
libres, glucogeno vy triglicéridos son utilizados como sustratos que se metabolizan por rutas
oxidativas, permitiendo el mayor aporte de ATP a las fibras (Gollnick 1982; Newsholme y
Leech 1983, LOpez Rivero 1988). Este tipo de fibras presentan una alta cantidad de
mitocondrias, las cuales le permiten tener una gran capacidad oxidativa y consecuentemente
una menor capacidad glucolitica (Bylund y col. 1977; Mathieu y col. 1981) de este tipo de
metabolismo estan involucradas una gran variedad de enzimas oxidativas, asi como una alta
capilaridad y un alto contenido de mioglobina (fibras rojas). Las caracteristicas antes
mencionadas permiten una mejor oxigenaciéon de las fibras, lo que les confiere una mayor
resistencia a la fatiga (Barlow y col. 1984; van den Hoven y col. 1985, Lépez Rivero 1988). La
escasa cantidad de miosin-ATPasa en estas 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 Il producen una alta cantidad de energia mediante la
utilizacibn de moléculas energéticas (glucosa y glucégeno) por la rutas anaerdbicas,
confiriéndole a este tipo de fibras un mayor potencial de consumo y de rendimiento, pero

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




Cuadro.1. Resumen de las principales caracteristicas de los diferentes tipos de fibras musculares esqueléticas
(Lépez Rivero, 1988).

Tamarfio Pequefio Intermedio Grande Barlow y col. 1984
Rojo Intermedio Blanco Schuber 1971 /72
Densidad capilar Alta Intermedio Bajo Snow 1983a
Mitocondrias Numerosas | Numerosas y periféricas Escasas Hoppeler y col. 1983
Densidad volumen mitocondrial 5.6 % 6.7 % 0.7%-3.25% Hoppeler y col. 1983
B) FISIOLOGICAS
Velocidad de contraccion Lenta Rapida Howald 1982
Tiempo de contraccién 99 — 140 ms 40 - 88 ms Garnett y col., 1979
Veloc. de relajaciéon Lenta Rapida Wiles y col., 1979
Maxima tension 12g 25¢g Garnett y col., 1979
Veloc. Conduccion de 2.5m/s 5.4 mls Howald 1982
membrana.
Elasticidad Alta Baja Barlow y col. 1984
Fuerzalintensidad Lento Rapido desarrollo Barlow y col. 1984
Baja
Funcién Aplomos y Propulsién y velocidad Aberle y col., 1976
resistencia
C) METABOLICAS
Cap. Oxidativa Alta Intermedia Baja Snow 1983
Cap. Glucolitica Baja Intermedia Alta Valberg y col., 1985
Cont. Glucégeno Intermedio Alta Alta Andreus/Spurgeon 1985
Cont. Miosin -ATPasa Baja Alta Alta Rose 1985
Ac. Glucogeno sintetaza Baja Alta Alta Snow y col., 1982b
Act. Lactato deshidrogenasa Baja Alta Alta Valberg/Essén-G 1985
(LDH)
Act. alfa-glicerofosfato Baja Baja Alta V.D.Hoven y col., 1985
deshidrogenasa (AGDPH)
Act. Citrato Sintetasa (CS) Alta Alta Baja Valberg/Essén-G 1985
D) HISTOQUIMICAS
(Alta) Intermedia (Baja) Essény col. 1980
Act.  nicotinamide adenine
dinucleotide tetra-zolium
redutasa
(NADH - TR)
Act. Succinato (Alta) Intermedia (Baja) Snow/Guy 1980
deshidrogenasa (SDH)




1.2 GENERALIDADES DE LOS FARMACOS BLOQUEADORES AGONISTAS DE LOS
RECEPTORES ADRENERGICOS B.

En la década de los 70°s los B agonistas se comenzaron a utilizar para inducir la
broncodilatacion. En la siguiente década, se descubri6 que la administracién oral de B
agonistas, a dosis supraterapéuticas utilizadas para inducir broncodilatacién, promovia el
crecimiento muscular esquelético al tiempo que reducia la deposicion de grasa corporal
(Emery y col., 1984). Este efecto se ha observado en todas las especies animales en las que
se ha estudiado este fendmeno (Mersmann, 1995; Salem, y col., 2006).

Los AA- B pertenecen al grupo de las fenetanolaminas incluyen el brombuterol, carbuterol,
cimaterol, cimbuterol, clenbuterol, clenpenterol, fenoterol, isoproterenol, mabuterol,
mapenterol, orciprenalina, pirbuterol, ractopamina, salbutamol, terbutalina, tulobuterol y
zilpaterol. Las catecolaminas naturales del organismo (epinefrina y norepinefrina) son muy
similares a los AA- B. Pero, sin embargo las fenetanolaminas muestran importantes
diferencias en las actividades intrinsecas, ello se debe a las caracteristicas de los grupos
sustituyentes. Asimismo, las diferentes sustituciones en diferentes partes de su estructura
molecular, confieren a estos farmacos distintas caracteristicas farmacocinéticas; a su vez, las
diferentes capacidades de distribucién y permanencia en el organismo determinan la
magnitud del efecto del AA- B y la persistencia de residuos en los tejidos animales. Para los
AA- B, las sustituciones en el anillo aromatico son importantes para obtener una actividad
bioldgica definida. (Sumano, y col., 2002)

En bovinos, aunque se reporta incremento en el peso de la canal de hasta 25% con el uso de
B agonistas (Vestergaard y col., 1994a), el efecto puede ser menor al 25 % y en ocasiones
no se presenta un incremento significativo (Moloney y col.,, 1994). Las diferencias en
ganancia de peso se pueden atribuir a factores experimentales como edad, sexo y raza de
los animales, asi como al B agonistas utilizado. A pesar de que en ocasiones no hay
diferencia en el peso vivo con los animales testigo, la proporcion de musculo depositado en
los cortes valiosos en los animales tratados con B agonistas se incrementa de manera
significativa (Moloney y col., 1994). Esto se puede explicar por un efecto de redistribucion
proteica, lo que ocasiona que mas proteinas se depositen en los musculos, haya menos

grasa y se incremente la proporcién canal:visceras (Moloney y col., 1994; Anvedafo-Reyes y




col., 2006; Walker y col., 2006), no es necesario incrementar la proteina metabolizable en la
dieta para maximizar la respuesta a los B agonistas (Walker y col., 2006). Todo esto hace
gue a los B agonistas se les denomine como promotores no esteroidales del rendimiento o

agentes de reparticion.

1.2.1. EFECTO DE LOS BLOQUEADORES AGONISTAS DE RECEPTORES
ADRENERGICOS B (AA- B) EN MUSCULO ESQUELETICO.

Los bloqueadores agonistas de los receptores 3 (B agonistas ) son moléculas organicas que
tienen afinidad por los receptores B-AR, dicha union da como resultado el complejo agonista-
receptor, que induce la activacion de la proteina Gs, una vez estimulada, la subunidad a,
activa a la adenilatociclasa, que produce el monofosfato de adenosina ciclico (AMPc). Esta
molécula produce sus efectos al unirse a la subunidad reguladora de la proteina cinasa A,
para liberar la subunidad catalitica que fosforila a gran nimero de proteinas intracelulares,
dentro de las cuales, podemos encontrar el aumento en la sintesis de proteinas clave para el
funcionamiento celular (Sillence, y col., 2000, Peters, 1989, Ruffolo,1991).

Los agonistas fisiolégicos de los receptores adrenérgicos B (B-AR) son la norepinefrina y la
epinefrina. Ambas catecolaminas pertenecen al grupo de las fenetanolaminas. La
norepinefrina también es un neurotransmisor del sistema nervioso simpatico, que se
biosintetiza a partir de la tirosina y circula en el suero en concentraciones relativamente
elevadas. La epinefrina se sintetiza en su mayoria y secreta en la médula adrenal; circula en
menores concentraciones que la norepinefrina en la mayoria de los mamiferos, pero en
situaciones de estrés responde mas activamente que ésta. (Mersmann HJ, 1998). La
norepinefrina es mas selectiva de receptores a y la epinefrina actia sobre ambos, con mayor
selectividad por los receptores . Las respuestas fisiologicas se producen cuando estos B
agonistas se unen a los tres diferentes receptores B que existen en las células, dependiendo
de la afinidad que presente el B agonistas elegido, provocando que los resultados entre los
diferentes B agonistas sean variables. La administracion oral de los B agonistas , modifica el
crecimiento por aumento de la masa muscular y disminucion de la acumulacion de grasa. Los
receptores B-AR estan presentes en las células de los mamiferos, mostrando tres diferentes
subtipos B1, B2 y B3; la proporcion de cada uno de estos receptores, varia intertisular e
interespecie. (Mersmann HJ, 1998). La magnitud de la actividad fisio-farmacoldgica de un

agonista o0 agonista-parcial B-AR, dependera de su denominada actividad intrinseca en el




receptor y distribucion en los tejidos blanco (Smith DJ, 1998). Los receptores 1 predominan
en el corazdon estimulando su inotropismo y en el muasculo liso intestinal induciendo
relajacion, (Peters, 1989) mientras que a los receptores 32 se les localizan tanto en musculo
liso como en el musculo estriado, en el musculo liso inducen relajacion, sin embargo, en el
musculo estriado, inducen un aumento en la sintesis de proteina y una reduccion en la
degradacion proteica, lo cual causa un aumento en el tamafio de la miofibrilla, conocido

como hipertrofia muscular (Winterholler y col,2007, Vestergaard y col, 1994a).

- agonista

Imagen. 3. Principales receptores -
adrenérgicos (B1, B2) con su respectivo
sistema transductor (proteina G); su
efector primario (enzima adenilciclasa
AC); segundo mensajero (Adenosin
Monofosfato ciclico, AMPc); y su efector
secundario (proteinkinasa, PKA) (Fuente:
Mersmann, 1998; Ferguson, 2001)

En el afio 1965 se presentaron datos que indicaban la posibilidad de modificar el crecimiento
de los mamiferos al suministrar estos AA- B agonistas. (Mersmann HJ, 1998). Se sugirié que
directa o indirectamente podrian lograr el incremento en peso corporal al cambiar la
concentracion intracelular del AMPc. En los inicios de la década de los ochenta, los
Laboratorios Cyanamid publicaron algunos datos sobre la modulaciéon del crecimiento en
animales utilizando el clenbuterol (Ricks, y col., 1984). Asimismo, Ricks y col., (1984)
demostraron que la administracion oral de este B agonistas en varias especies productoras
de carne como bovinos, aves, cerdos y ovejas, produjo un aumento en la masa muscular y
disminuy6 la cantidad de grasa corporal. En México se obtuvieron resultados similares con el
clenbuterol, suministrado en el alimento tanto a cerdos como a aves. (Ornelas GJJ, 1992).

Sin embargo, en aves se requirié hasta cinco veces la dosis promotora del rendimiento usada
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en otras especies, para obtener resultados tangibles. A estos hallazgos siguieron, algunos
afos después, réplicas con otros B agonistas como el cimaterol, (Vanbelle y Tellez, 1991)
ractopamina, zilpaterol y salbutamol, aplicados a diferentes especies, obteniéndose
resultados variados, pero la gran mayoria con informes sobre aumento en el rendimiento de
la canal (Moody, y col., 1999; Penny, y col., 1994; Hansen, y col., 1997; Hanrahan, 1992).
De acuerdo con Mersmann, 1998 y Vestergaard, 1994a, los efectos de los B agonistas se
manifiestan en bovinos/ovinos/cerdos y aves, siendo esta Ultima especie, la que presenta un
efecto menos pronunciado en la hipertrofia muscular. Una probable explicacién es la
seleccidn tan intensiva en la velocidad de crecimiento de algunas especies, principalmente la
de las aves, gque tienen menor potencial para incrementar el crecimiento debido a que estan
muy proximas a la velocidad de crecimiento biol6égico maximo. Otros posibles mecanismos
incluyen la afinidad del B agonistas por los receptores 3, el acoplamiento de este al receptor
y al sistema transductor de sefales, estos son factores que influyen el transporte del farmaco
a los sitios del receptor. Ademas existe un numero limitado de receptores (B-AR en tejidos
blanco, reduciendo la respuesta al B agonistas .( Mersmann, 1998). Uno de los efectos mas
claros derivados de la administracion oral de los AA- 8 en el ganado, cerdos y ovinos, es el
aumento en la masa muscular ( Smith, 1998).

En condiciones fisiolégicas el crecimiento posnatal del muUsculo esquelético es resultado de
la hipertrofia, debido al aumento de la sintesis proteica muscular y una disminucién en la
degradacion de proteina muscular o una combinacion de ambos (Yang y McElligott, 1989).
La aplicacion de AA- B amplifica estos efectos, el tratamiento de los mamiferos con agonistas
B -AR causa un incremento en la cantidad ARNm para varias proteinas del musculo
esquelético, como la miosina de cadena ligera; el ARNm de la a-actina y el inhibidor de la
proteasa calpaina - calpastatina. (Smith, y col., 1989; Helferich, y col., 1990; Higgins, y col.,
1988). Los agonistas B-AR pueden incrementar el flujo sanguineo a ciertas regiones del
cuerpo, este aumento permite el proceso de hipertrofia en el musculo esquelético al
transportar mayores cantidades de sustratos y fuentes de energia para la sintesis de
proteinas. Otra accion de la administracion oral de los B agonistas es la disminucién en la
cantidad de grasa de la canal (Kim y col., 1987). Se ha demostrado in vitro la degradacion de
triglicéridos en adipocitos y la inhibicion de la sintesis de acidos grasos y de triglicéridos.
(Adeola, y col., 1992; Preitner y col., 1998). La administraciéon cronica de un agonista,

provoca en el tejido adiposo de los animales una actividad lipolitica aumentada o una
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actividad lipogénica disminuida, o ambas. La elevacion de la concentracion plasmatica de
acidos grasos no esterificados después de la administracion de un AA- B, confirma la
actividad lipolitica que ocurre en los adipocitos. ( Mersmann HJ, 1996; Mersmann HJ 1989a;
Mersmann HJ, 1989b; Sumano y col.,, 2002). Por lo tanto los B agonistas, son farmacos
capaces de inducir un efecto anabolizantes a nivel muscular y un efecto catabdlico del tejido
adiposo, mediante una lisis de los triglicéridos y una disminucion en la sintesis de lipidos;
teniendo como consecuencia, una mayor cantidad de energia disponible para sintetizar
proteina a nivel muscular (Yen y col., 1989), a partir de aminoacidos disponibles para este
fin. Se piensa que el incremento en el flujo sanguineo muscular, después de la
administracion de algun B agonistas, contribuye a un mayor transporte de nutrientes a este
tejido (Byrem y col., 1998; Eisemann y Bristol, 1998). Esto se traduce en un incremento en la
sintesis de proteina en bovinos, porcinos y aves (Herbert y col., 1985; Mersmann, 1998).

Las diferencias en ganancia de peso debido a la administracion de B agonistas, se pueden
atribuir a factores como la edad, raza y sexo de los animales (Vestergaard y col., 1994a). En
el caso del tipo de especie (bovinos, ovinos, suinos y aves), tipo de musculo (esquelético o
liso) y la expresion de genes especificos para proteinas relacionadas en el metabolismo de
los B agonistas son afectados en diferentes grados, dependiendo del tipo de B agonistas que
se esté administrando (p.e. clembuterol, cimaterol o ractopamina) (Bridge y col., 1998).
Greife y col. (1989) y Vestergaard y col. (1994b) demostraron que la administracién de B
agonistas resulta en mayor ganancia diaria de peso en bovinos con mayor peso al inicio de
la engorda comparados con bovinos de menor peso al inicio de la engorda. Otros autores
como Schiavetta y col., (1990), han sefialado que la madurez fisioldgica, podria explicar las
diferencias en la reparticion de nutrientes inducido por la administracién de AA- 3.

El incremento gradual en la masa muscular que se logra con los B agonistas se atribuye al
aumento en la sintesis de proteinas musculares, la reduccion en la degradacion de estas
proteinas, o una combinacion de ambos (Mersmann, 1998). La disminucién en el recambio
proteico se asocia con reducciéon en la excrecion de nitrégeno e incremento muscular en el
ARNm para la calpastatina, inhibidor endégeno de las proteasas calpainas (Killeffer y
Koohmaraie, 1994). La mayor movilizacion de aminoacidos hacia el interior del musculo y de
acidos grasos no esterificados a partir del musculo (Byrem y col.,, 1998) promueve la

deposicion gradual de proteinas y la hipertrofia muscular.
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1.2.2. CARACTERISTICAS DEL CLORHIDRATO DE ZILPATEROL

El crecimiento muscular puede ser manipulado mediante el uso de técnicas de manejo que
incrementan la hipertrofia muscular y al mismo tiempo disminuyen la deposicién de grasa
(Swanek y col, 1999). Dentro de estas técnicas podemos citar el uso de los B agonistas .
Varias investigaciones han reportado que estos compuestos regulan tanto la sintesis como la
degradacion proteica (Bohorov y col., 1987). Entre ellos est4 el zilpaterol, usado para la
finalizaciébn de bovinos, esta accion fue aprobada hace méas de 10 afios en México
(Anvedafno-Reyes y col., 2006), y de manera mas reciente en los Estados Unidos de
América. (Alexander y col, 2007; Andersen y Henriksson, 1977). El clorhidrato de zilpaterol
se absorbe rapidamente por via oral, aproximadamente 12 horas después del consumo. Su
eliminacion se presenta de modo bifasico con una primera fase de disminucion rapida (11.9
a 13 horas de vida media), seguida por una remanencia todavia medible al octavo dia.
Debido a esta razén el zilpaterol presenta un periodo de retiro de 3 dias, por lo que dentro de
esta fecha no podra ser consumida la carne de los animales alimentados con este farmaco.
La adicién del zilpaterol en la dieta de finalizacién en engordas de bovinos destinados para
consumo humano es una practica comun y legal (NOM-EM-015-ZO0-2002). El zilpaterol
posée caracteristicas fisicoquimicas que le permite a los bovinos eliminar este farmaco
rapidamente (Sumano y col., 2002), el cual ha demostrado que se excreta rapidamente por la
orina que es la principal via de excrecion, ya que por ella se llega a eliminar el 86% del
farmaco, del total de la dosis administrada el 60%, es eliminada en las primeras 24 horas y
llega a ser del 98% en 48 horas. La administracion del zilpaterol ha demostrado mejorar la
eficiencia en la conversién alimenticia (CA) y el rendimiento en canal, mediante pruebas en
engordas comerciales (Oneida y col., 2002).

En evaluaciones comerciales donde se suministro el zilpaterol durante los ultimos 30 dias de
alimentacion, la conversién alimenticia mejoré entre un 14 y un 22%, el peso en canal entre 5
y 7% vy el rendimiento en canal entre un 3 y un 3.5% sobre el grupo testigo (Strydom, 1988).
Estudios recientes en bovinos demostraron que la administracién oral en el alimento de
zilpaterol (50-60 mg/animal/dia, por 30-33 dias) (Anvedafo-Reyes y col., 2006; Castellanos-
Ruelas y col.,, 2006) incrementdé de manera significativa la ganancia diaria de peso, la
conversion alimenticia, el peso de la canal y el area del musculo longissimus dorsi.

(Anvedano-Reyes y col., 2006).
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Imagen. 4. Férmula estructural del
Zilpaterol, que tiene afinidad por los
receptores ($2). (Adaptado de Johnson,
2004)

Zilpaterol (B2)

1.2.3. CARACTERISTICA DEL CLORHIDRATO DE RACTOPAMINA

El clorhidrato de ractopamina (RAC), es una fenetanolamina, este farmaco estimula la
sintesis de proteinas y disminuye la deposicién de tejido adiposo en el ganado bovino, pero
en el cerdo muestra un efecto mucho mas marcado (Smith, 1987; Watkins y col., 1990;
Dunshea y col., 1993a; Xiao y col., 1999).

Este farmaco fue aprobado por la FDA para su uso en cerdos en el afio 2000, y en marzo de
2004, fue aprobado para su uso en bovinos. Dado que el uso de la ractopamina es
relativamente nuevo en la produccion de carne de origen vacuno, es basico determinar la
dosis 6ptima y la vida media del farmaco, evaluar el rendimiento que se presente en corrales
de engorda y caracteristicas de la canal, y asi poder conocer las posibles consecuencias
metabdlicas y el mejoramiento en el comportamiento con la alimentacién de la ractopamina
en ganado de engorda. El clorhidrato de ractopamina, fue probado a niveles de 200 a 300 mg
por novillo, en los ultimos 30 a 35 dias de engorda, observandose que los novillos tratados
ganaron peso mas rapido (17.9%), mejoraron 14% en su eficiencia alimenticia y sus canales
pesaron en promedio 5.1 kg méas que el grupo testigo (Loe et al., 2005). En la
biotransformacion de la ractopamina participan principalmente el higado y el intestino,
mientras que las principales vias de eliminacion son el rifion y la bilis, la via biliar de la
ractopamina es de gran importancia en las ratas y los pavos (35 a 60% de la dosis
administrada) (Smith y Paulson, 1994), pero en cerdos esta via tiene menos importancia, en
los cuales el 88% de una dosis oral de clorhidrato de ractopamina es eliminada en la orina

(Dalidowicz et al., 1992). En lo referente a los residuos de ractopamina en higado con un
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tiempo de retiro, denominado “cero” (que en realidad es 12 h), se ha informado que es igual o
inferior a 0.013 ppm. Este valor es inferior al concentraciéon de residuos maximos (MRL=
maximal residue limit), que es de 0.15 ppm. (Sumano y col., 2002).

La ractopamina es una fenetalonamina bloqueador agonista de los receptores adrenérgicos
B, que contiene dos atomos de carbono quirales, y existe como una mezcla de cuatro
estereoisdmeros (Ricke y col., 1999). Los resultados de Ricke y col. (1999) indican que el
isbmero de la ractopamina es responsable de la mayoria de los efectos que mejoran la
presencia de carne magra en ratas. Uno de los efectos mas evidentes de la ractopamina es
el aumento de masa muscular (Mersmann, 1998). La ractopamina parece estimular
eficazmente la hipertrofia muscular en los cerdos, al mismo tiempo que aumenta la tasa de
crecimiento. Por otra parte, aumenta la retencion de nitrégeno y parece incrementar la
sintesis de proteinas (Smith y col., 1989a). Bergen y col. (1989) estudiaron los efectos de la
ractopamina sobre acumulacion y sintesis de proteinas, la actividad de las catepsinas B, H,
L y proteinasas dependientes del calcio, y el contenido de acido nucleico del muasculo
semitendinoso (ST) en machos castrados cruzados. Un aumento en el contenido de ARNm
normalmente se asocia con aumento de la sintesis de proteinas, lo que indica un aumento
en la tasa de la sintesis de ARNm ( Smith et al., 1989a).

Un segundo efecto de la ractopamina, es la disminucion de la cantidad de grasa presente en
la canal (Mersmann, 1998), esto es debido a su actividad a través de mecanismos
lipogénicos de dos vias (Liu y col., 1994). Un mecanismo es que la fosforilacion de la PKA-
dirigida de proteinas existentes pueden disminuir su actividad, y la segunda es que el
aumento de la PKA puede conducir a una disminucion en la tasa de transcripcion de los
genes y el contenido celular de las proteinas clave (Liu y col., 1994). Sin embargo, en dietas
para cerdos, en las que se adicion6 ractopamina a una dosis de 20 mg/kg de la dieta no
provoca reacciones tipicas que presentan los B agonistas en el tejido adiposo, lo cual hace
pensar que el tejido adiposo es un blanco menos sensible que el musculo esquelético para la
ractopamina. (Liu y col., 1994). Datos de estudios donde fueron utilizados B-agonistas
radiomarcados, muestran claramente que el clorhidrato de ractopamina y el clorhidratato de
clembuterol no son lipofilicos. El total de residuos radiactivos en el tejido adiposo del cerdos
fue de 20 ppm después de un tiempo de espera de 0 dia, de una dieta que contiene 30 ppm
de ractopamina, pero después de un tiempo de espera de 48 hrs los residuos radiactivos

fueron indetectables (limite de deteccion de 10 ppm) (Dalidowicz et al. 1992). Por el
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contrario, los residuos en el higado y el rifidn fueron detectables 48 horas después de retirar
el farmaco. Los residuos totales de clorhidrato de ractopamina en el higado de cerdos fueron
19 veces mayores que los residuos de tejido adiposo en un tiempo de espera cero
(Dalidowicz et al., 1992).

Imagen. 5. Formula estructural de la
Ractopamina, que tiene afinidad por los
receptores (B1). (Adaptado de Johnson,
2004)
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2. JUSTIFICACION

El trabajo pretende conocer la biologia muscular de los bovinos tratados con zilpaterol y
ractopamina, en particular sus caracteristicas contractiles, metabdlicas y morfologicas de las
fibras musculares. Estos resultados contribuirdn al entendimiento de los cambios que ocurren
a nivel celular en el muasculo esquelético de esta especie. La adicion de zilpaterol o
ractopamina a la dieta de finalizacibn para bovinos de engorda puede incrementar el
rendimiento de la canal y podra alterar la proporcion del tipo de fibras en los musculos

semitendinoso y longissimus dorsi.

3. HIPOTESIS

La administracion de zilpaterol o ractopamina a la dieta de finalizaciébn para bovinos de
engorda incrementara la proporcion de fibras musculares glucoliticas (1IB) al mismo tiempo
gue disminuira las oxidativas (I). Este cambio se reflejara en un incremento del metabolismo
muscular glucolitico y disminucién del oxidativo. La ractopamina y el zilpaterol incrementaran
el area transversal de las fibras musculares glucoliticas, pero no la de las oxidativas, sin

afectar de manera significativa el nimero proporcional de capilares.

4.  OBJETIVO GENERAL
Definir de manera objetiva el efecto del zilpaterol y la ractopamina sobre las caracteristicas

contractiles, metabdlicas y morfolégicas de las fibras musculares esqueléticas en el bovino.

5.1. OBJETIVOS PARTICULARES

e Determinar el efecto del zilpaterol y la ractopamina sobre la actividad de la enzima
trifosfatasa de adenosina miofibrilar (MATP-asa).

e Analizar el efecto del zilpaterol y la ractopamina sobre la actividad de la enzima
succinato deshidrogenasa a nivel muscular.

e Conocer el efecto del zilpaterol y la ractopamina sobre el contenido de glucégeno y su
digestion enziméatica en las fibras musculares.

e Determinar el efecto del zilpaterol y la ractopamina sobre el &rea transversal de cada
fibra, nUmero de nucleos y el nUmero proporcional de capilares asociados a cada fibra.
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5. MATERIAL Y METODOS

Los procedimientos descritos a continuacion se llevaron a cabo posterior a la aprobacion por
parte del Subcomité Interno para el Cuidado de Animales de Experimentacion (SICUAE) del
Programa de Maestria y Doctorado en Ciencias de la Produccion y de la Salud Animal de la
UNAM. Los animales se manejaron de acuerdo a los lineamientos de la legislacion Mexicana

vigente para el uso de animales en experimentacién (NOM-062-Z00-1999).

5.1. Animales

La fase experimental se realiz6 en una explotacion perteneciente a la empresa Sukarne S.A.
de C.V, dedicada a la engorda y finalizacion de bovinos productores de carne, ubicada en
Monterrey, Nuevo Leon, en la cual a la llegada de 30 toretes se les practicO un examen
clinico general, se pesaron, implantaron con Revalor®G (40 mg Acetato de trembolona y 8
mg Estradiol) (Intervet, Schering-Plough Animal Health, México D.F.) y desparasitaron con
abamectina de aplicacién subcutanea (0.5 mg/kg; Avotan® Pour-On, Intervet, México D.F.)
para después dividirlos segun su peso, (350 kg de P.V.), en grupos de 10 animales. 70 dias
después, los animales se reimplantaron nuevamente con Revalor®H (140 mg Acetato de
trembolona y 14 mg Estradiol) (Intervet, Schering-Plough Animal Health, México D.F.) y se
volvieron a formar 3 grupos de 10 toretes cada uno, de los cuales se extrajeron en el
momento del implate, las biopsias musculares.

Cada grupo se colocé en corrales de 350 m?, con 30 m? de sombreadero. Los corrales
cuentan con 33 cm de longitud por cada 10 cabezas para los bebederos y con una longitud
de 70 cm en los comederos, todos los animales recibieron el mismo alimento de finalizacion
integrado por: maiz (71%), rastrojo de maiz (11.8%), cascarilla de soya cocida (4.0%),
melaza de cafa (3.6 %), pasta de soya (3.5%), aceite vegetal (2.9%), carbonato de calcio
(1.3%), urea (1%), sal y premezcla de vitaminas con minerales (0.9%). El contenido
nutricional calculado del alimento fue: 1.93 Mcal de energia neta por kg para mantenimiento,
1.29 Mcal de energia neta por kg para ganancia de peso, 13.2% de proteina cruda, 0.70% de
Cay 0.28% de P, en base seca. La concentracion de nutrimentos, esta acuerdo con el NRC
(1996) y permite una ganancia de peso de aproximadamente 1.46 kg/dia. Los animales
tuvieron libre acceso al consumo de agua.

Los tres grupos se denominaron testigo (grupo TEST), ractopamina (grupo RACT) y zilpaterol

(grupo ZILP). Cada animal del grupo ZILP recibié 0.15 mg/kg de PV de zilpaterol por dia
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(Zilmax®, Intervet, México D.F.), mientras que los del grupo RACT recibi6 200 mg de
ractopamina por dia (Optaflexx®, Elanco Animal Health, Greenfield, IN). La dosis de zilpaterol
es la recomendada por el fabricante y la de ractopamina se sugiere como la de desempefio
alimenticio 6ptimo en bovinos (Abney, 2006). Los tratamientos se mezclaron en el alimento.
Todos los animales se alimentaron con la dieta de finalizacion, durante 70 dias para que se
acostumbraran a ésta. En este periodo, se calculé el consumo voluntario de alimento por
corral para posteriormente dosificar los tratamientos durante 35 dias. La racion se ofrecié en
dos tomas, la primera a las 8:00 horas y comprendié el 60% del total y el resto se administré
en la segunda toma a las 14:00 horas. Todos los animales se sacrificaron el mismo dia en el
rastro Tipo Inspeccién Federal de la empresa, bajo lineamientos establecidos en la
legislacion Mexicana vigente (NOM-033-ZOO0-1995). Para poder cubrir los requerimientos
gue exige la NOM, en los tres diferentes grupos, los toretes del grupo ZILP comenzaron el
tratamiento con el B agonistas tres dias antes que los animales del grupo RACT (Imagen 6),

se opto por este manejo, para respetar los tiempos de retiro para cada farmaco.

Imagen. 6. Actividades programadas para la fase experimental del proyecto.

105 106

Testigo
1 70 71 99 100 105 106
Zilpaterol
1 70 74 105 106
Ractopamina

Dia 1 Seleccion, pesaje, desparasitacion y agrupacion de los animales
Dia 1-70 Medicion consumo voluntario de alimento por grupo
Dia 70 Primera Coleccién de biopsias de musculos
Dia 71 Inicio de tratamiento con zilpaterol
Dia 74 Inicio de tratamiento con ractopamina
Dia 99 Finaliza tratamiento con zilpaterol
Dia 100- 105 Reinicia dieta sin tratamiento para el grupo ZIL
Dia 105 Finaliza tratamiento con ractopamina
Dia 106 Sacrificio de todos los animales
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5.2. Tomade muestras.

El primer muestreo de biopsias musculares, se llevd a cabo un dia antes de iniciar los
tratamientos, La obtencion de biopsias se realizé mediante una aguja percutanea, del
musculo semitendinoso izquierdo y del longissimus dorsi izquierdo. Estos musculos fueron
seleccionados ya que expresan los tres tipos de fibras (I, 1A y 1IB) (Picard y col., 1998;
Tanabe y col., 1998; Toniolo y col., 2005). Las biopsias se obtuvieron previa infiltracién
subcutanea de 3 ml de lidocaina al 2% (Pisacaina® 2%, Laboratorios Pisa, Guadalajara,
Jalisco). Las muestras se colectaron siempre de la parte media central de los musculos, ya
que las caracteristicas metabdlicas, contractiles y morfométricas cambian a lo largo y ancho
del musculo durante los primeros 12 meses de edad en bovinos (Brandsttetter y col., 1997), a
una profundidad de 8 cm aproximadamente.

La segunda fase de obtencién de muestras se hizg, aproximadamente 5 minutos después de
gue los animales se sacrificaron, durante esta fase se colectaron muestras de
aproximadamente 5 gr de la parte media central de los musculos mencionados
anteriormente. Tanto la obtencion de biopsias y muestras postmortem se colecté por la
misma persona, para precisar el mismo sitio del cual se obtuvieron las muestras.

Los especimenes tanto del primer como del segundo muestreo, se identificaron y colocaron
en solucién salina al 0.9% para permitir su relajacion y posteriormente se congelaron en
isopentano enfriado con nitrégeno liquido. Las muestras se conservaron a -70°C hasta su
analisis histolégico e histoquimico. Una vez agrupadas las muestras se procedié a cortarlas
en secciones transversales de 10 um de grosor, por medio de un Criostato 2800 Frigocut
(Reichert-Jung, Leica, Bensheim, Alemania). Las secciones se colocaron en laminillas de
vidrio cubiertas con poly-L-lisina, obteniendo de cada muestra 10 laminillas, una vez que se

terminaron de obtener los cortes de las muestras.
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5.3. Histologia

La tinciébn de hematoxilina - eosina, permite identificar estructuras (basdfilas) en tonos azul y
purpura y componentes acidoéfilos en tonos de color rosa. Estas secciones se utilizaron para
visualizar la cantidad de nucleos con que cuentan los miocitos y determinar el didmetro
transversal de las miofibrillas.

Secciones contiguas a las utilizadas en la primera tincion se tifieron con la tincion periédica
de Schiff (PAS) utilizando una solucién acida por 5 minutos a 37°C, para delimitar la cantidad
de glucégeno que contiene las miofibrillas musculares. Otras secciones se incubaran por 60
minutos a 37°C en solucion de a-amilasa al 2.2% y se tifieron con el mismo protocolo de PAS
(Andersen y Henriksson, 1977). Estas secciones se utilizaron para visualizar tanto capilares,

como tejido blanco para cuantificar la digestion de glucogeno intrafibrillar.

5.4. Histoquimica

La velocidad de contraccion fibrilar se determind de acuerdo a la actividad de la enzima
MATP-asa segun modificacion de Picard y col. (1998), al método de Guth y Samaha (1969)
para preincubaciones alcalinas, La actividad miofibrilar de la mATP-asa se determind en
preincubaciones alcalinas (pH 10.48) por 7 minutos. Estos protocolos permitieron distinguir
tres niveles de intensidad de tefiido (claro, medio y oscuro) que adoptan las miofibrillas,
dependiendo de la actividad glucolitica, oxidativa o mixta.

El metabolismo oxidativo de la fibra se determiné al evaluar la actividad de la succinato
deshidrogenasa (SDH), enzima que se localiza en la membrana interna mitocondrial y que se
usa como marcador de la capacidad oxidativa, por lo que puede ser relacionado con la
cantidad total de mitocondrias. La tincion se llevo a cabo segun protocolo descrito por Blanco
y col. (1988).

Las fibras identificadas de acuerdo a su reaccibn a mATP-asa y SDH se clasificaron segun
Peter y col., (1972) en fibras oxidativas lentas (SO), fibras que reaccionan fuertemente a
MATP-asa después de preincubacion acida y a actividad SDH, fibras glucoliticas oxidativas
rapidas (FOG, fibras que no reaccionan a mATP-asa después de preincubacion acida y que

reaccionan con intensidad moderada a SDH) y fibras glucoliticas rapidas (FG, fibras que no
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reaccionan a mATP-asa después de preincubacién acida y que reaccionan con intensidad
baja a SDH) (Cuadro 1).

La capacidad glucolitica de los miocitos puede se verificé y medié, mediante la aplicacién
de técnicas histoquimicas para las dos principales enzimas involucradas en el metabolismo
anaerobio: Lactato deshidrogenasa (LDH) y la alfa-glicerofosfato deshidrogenasa (aGPDH),
gue forman parte de la porcién soluble celular. La presencia y actividad de la alfa-
glicerofosfato deshidrogenasa se indica con una tincion oscura indicada por la precipitacion
catalizada por la enzima alfa-glicerofosfato deshidrogenasa (aGPDH). Las modificaciones
hechas por de Sigel y Pette (1969) a esta técnica, permite diferenciar diferentes tonalidades

de intensidad reactiva, que indican una alta o baja actividad de esta enzima.

5.5. Reactividad no especificay precision analitica

Para cada estudio histologico e histoquimico, se procesaron tres secciones consecutivas
seriadas en la misma laminilla. Para cada ensayo histolégico (HE) e histoquimico (PAS,
aPAS, mATP-asa, SDH y aGPDH), las tres secciones consecutivas en la misma laminilla se
incubaron en el medio con substrato. Para cada ensayo histoquimico, los niveles control se
determinaron por duplicado y se obtuvo el promedio de la intensidad de tefido. Para la
determinacién cuantitativa del contenido intrafibrilar de glucégeno, las secciones tefiidas con
a-amilasa-PAS se utilizaron como tejido control, ya que esta enzima degrada el glucogeno
intracelular. En esta tincion, los niveles control se derivaron en duplicado a partir de cada
fibra.

La variabilidad de las reacciones histoquimicas se evalué por mediciones repetidas en las
mismas fibras de tres secciones consecutivas. En total, se examinaron 30 secciones
consecutivas por muestra (positivas a la tincion y 14 controles). Bajo condiciones
estandarizadas, la realizacion de las técnicas histoquimicas e histologicas en 20 dias héabiles.

Las secciones se digitalizaron dentro de las 4 semanas siguientes a la tincion.
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5.6. Analisis de imagenes.

El analisis de los cortes histologicos, se baso en la evaluacion visual y digital por medio del
programa Image J Proplus (V. 1.4.1. para Windows Vista/XP/ Macintosh). La correcta
interpretacion provee datos que sostienen resultados fiables y aplicables al campo de interés.
Con el fin de minimizar la discordancia diagnéstica, se realiza el andlisis de imagenes, que
permite hacer una evaluacién cuantitativa y medicion objetiva de estas (Gundersen y col.,
1988; Romano y col., 1996; Userpater y col., 2003).

La medicién de las formas de los organismos (morfometria), permite comprender la fisiologia,
patologia o realizar el seguimiento de tratamientos, por medio de los cambios citologicos
observados en diferentes tejidos. Gracias a la histometria es posible medir parametros
tridimensionales (estereologia) (Userpater y col., 2003).

Las reacciones estequiometricas establecen una relacion entre las estructuras marcadas y la
intensidad del color (Montes, 1996; Wells, 1993).

Las secciones del la muestra que se analizaron estuvieron libres de artefactos y en el caso
del tejido muscular la seccién debe de incluir al menos 50 fibras contiguas en las diferentes
tinciones para su digitalizacion con el equipo Spot RT color camera, (modelo 2.2.0,
Diagnostic Instruments Inc., Sterling Heights, MI), que permiten una correcta identificacion de
la misma fibra en las diferentes tinciones. Las células se numeraron aleatoriamente pero
siempre deben de ser las mismas (en cada tincion analizada), a esta seccion se le llama
también mapa o mascara fibrilar. Se debe determinar un valor D.O como referencia, es decir;
se calculd un valor blanco en cada tincion, considerado como valor minimo en cada muestra
analizada. Se establecio la medida del area o estructura a analizar, para que posteriormente
poder determinar la densidad de diferentes organelos o enzimas (Wells y col, 1993; Weibel,
1989). Una vez que fueron digitalizadas he identificadas las fibras muculares, se procedi6 a
medir la D.O, &rea transversal (ImageJ V. 1.41a para Windows XP/Vista/Macintosh, Wayne
Rasband National Institutes of Health, USA). El conteo de nucleos se realiz6 en la tincion de
Hematoxilina —eosina y el nUmero de capilares en el area seleccionada de la seccion se
obtuvo de la tincion a-amilasa-PAS y se expreso en términos relativos como namero de

capilares por 1,000 pm? de fibras.
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5.7. Anélisis estadistico

El programa Statistical Analysis System SAS® (v 7.1 para Windows, SAS Campus Drive,
Cary, Carolina del Norte 27513, EE.UU.) se utilizé para célculos de estadistica descriptiva,
medias y errores estandar de la media (e.e.m.). El efecto del tratamiento sobre i) los tipos de
fibras musculares, ii) la actividad metabdlica de las fibras musculares, iii) el area total de las
fibras musculares y iv) el nimero de capilares se analizé por medio de un modelo lineal que
considero el efecto del animal, el tiempo y la interaccion de estos dos. Para poder conocer Si
existia diferencia estadistica entre los diferentes tratamiento se corrieron andlisis de varianza
y en caso de salir significativos los valores de esta prueba se corrié la prueba de Tukey con
una (P<0.05) para conocer cuales eras las variables significativamente diferentes, entre los

diferentes tratamientos. Valores de P < 0.05 se consideraron significativamente diferentes.
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6. RESULTADOS

A continuacion se describen las diferencias (P<0.05) en los musculos longissimus dorsi y
semitendinoso, en sus tipos fibrilares I, lIA, 1IB, al comparar antes y después de los
tratamientos con ractopamina y zilpaterol, asi como en el grupo testigo las caracteristicas
morfoldgicas (densidad de nucleos, de capilares y area transversal), metabdlicas (cantidad
de glucégeno intrafibrilar) y actividad enzimatica (digestién del glucégeno, actividad oxidativa
SDH, actividad glucolitica GDPH) actividad contractil (miosin ATPasa). El resumen de los
resultados, se pueden consultar en la seccion de anexos.

6.1 Proporcion de fibras en el masculo longissimus dorsi.

La proporcion de fibras tipo | del musculo, mostraron cambios en el grupo ractopamina,
con una aumento el porcentaje de fibras del 23.31 al 27.88% (P<0.05), el porcentaje de
las fibras tipo IlIA, no presento cambios con respecto al testigo. Mientras que para las
fibras tipo 1IB, se presento un cambio franco en la proporcién del grupo zilpaterol de un

16.67 a 39.15% (P<0.05), como se muestra en la grafica 1. (Cuadros 2, 3, 4y 13).

LO”Q!SSI!??USdOfSI

2.50
=
= 2.00
(=]
~
=
£
S 1.50
=
®
£ _
L
- 1.00
=
=
=l
=]
g2 0.50
e
(=

0.00

= = g = = = g =2 =z = 5 =
E E P E E e N E E e N
A ]=]
TIPO DE FIBRAS

Gréfica. 1. Proporcion de las fibras tipo |, lI1Ay [IB del masculo longisimus
dorsi, en los grupos test, ract y zilp, pre y post- tratamiento.
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6.1.1 Morfologia celular.

Para evaluar la morfologia celular se tomaron en cuenta tres variables:
a) densidad de ntcleos (10%/um?),

b) densidad capilar (10%/um?)

c) area transversal de las fibras (um?).

a) Densidad de nucleos.

Esta variable mostrd6 no mostro cambios significativos en las fibras tipo | y las tipo IIA,
mientras que para las fibras tipo 1B, arrojaron una disminucion en el numero de
nucleos, en el grupo ZILP de (5.12+0.397 a 3.85 + 0.13) (P<0.05), como se muestra en
la gréfica. 2 (Cuadros 2, 3,4y 5).

Longissimus dorsi
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Gréfica 2. Densidad de nucleos de las fibras tipo I, [IA y IIB, del muasculo longissimus dorsi, en
los grupos test, ract y zilp, pre y post tratamiento.
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b) Densidad capilar.

Las fibras tipo | presentarébn aumento en el nimero de capilares en los grupos Ract y
zilp, con valores de (4.44+0.213 a 5.34+0.231) y de (4.55+0.248 a 5.3+0.168) para
cada grupo respectivamente (P<0.05). Con respecto a las fibras tipo IIA solo el grupo
Ract, arrojé un aumento de (4.69+0.185 a 5.98 + 0.209). La fribras glucoliticas tipo 11B
también tuvieron un cambio en el grupo Ract con valores de (4.81+0.176 a 5.39 +
0.172) (P<0.05), estos cambios se pueden observar en la grafica 3, (Cuadros 2, 3,4y
6).
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Grafica 3. Densidad capilar de las fibras tipo I, lIA y 1IB, del musculo longissimus dorsi,
en los grupos test, ract y zilp, pre y post-tratamiento.
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c) Areatransversal.

Las fibras oxidativas (I) y las oxido glucoliticas (Il1A) no presentaron cambios en ambos
grupos tratados (P<0.05). Sin embargo las fibras glucoliticas mostraron una
disminucién en esta variable, en el grupo zilpaterol con valores de (4477.95 + 511.65

a 2673.09 + 124) (P<0.05), como se muestra en la grafica 4 (Cuadros 2, 3,4y 7).
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Gréfica 4. Area transversal de las fibras tipo I, 1A y IIB, del masculo longissimus dorsi,
pre y post-tratamiento, en los grupos test, ract y zilp.
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6.1.2 Caracteristicas metabdlicas.
Los resultados en el muasculo longissimus dorsi, son analizados a partir de los
siguientes marcadores metabolicos:

a) Actividad de miosin ATPasa (mATPasa)

b) Actividad de a-glicerofosfato deshidrogenasa (a—GDPH)

c) Actividad de la succinato deshidrogenasa (SDH)

d) Degradacion de glucégeno

e) Acumulacién de glucogeno almacenado.

a) Actividad de miosin ATPasa (mATPasa)

Cuando se evalu6 la actividad de esta enzima en las fibras tipo I, el grupo RACT
mostré disminucién en la actividad con valores (0.271+0.015 a 0.244 * 0.012),
mientras que el grupo zilp, tuvé un repunte con valores (0.201+ 0.006 a 0.28 + 0.007)
(P<0.05). Por otra parte en las fibras tipo IIA y las tipo IIB, el grupo zilpaterol mostro
una aumento (0.309 £ 0.008 a 0.545 + 0.007) y (0.457+ 0.02 a 0.687+0.0068) para
cada tipo de fibra respectivamente (P<0.05), como se muestra en la grafica 5
(Cuadros 2, 3,4y 8).
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Gréfica 5. Cantidad de ATPasa en las fibras tipo I, [IA y IIB, del masculo
longissimus dorsi, pre y post-tratamiento, en los grupos test, ract y zilp.
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b) Actividad de a-glicerofosfato deshidrogenasa (a—GDPH)

Los principales cambios en la actividad de la esta enzima, para los tres diferentes
tipos de fibras, se presentaron en el grupo zilpaterol, arrojandd una reduccion en la
actividad con valores (0.57 £ 0.0171 a 0.436 £ 0.0119) en las fibras tipo I, (0.632 £
0.511+ 0.013) para las fibras tipo [IA 'y (0.57 + 0.0108 a 0.485 £ 0.0107) en las fibras
tipo 1IB (P<0.05). Mientras que el grupo ractopamina no mostr6 cambios en dicha

actividad, como se muestra en la grafica 6 (Cuadro 2, 3,4y 9).
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Gréfica 6. Actividad de la enzima a-GPD en las fibras tipo I, 1A y IIB, del masculo
longissimus dorsi, pre y post- tratamiento, en los grupos test, ract y zilp.
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c) Actividad de la succinato deshidrogenasa (SDH)

El metabolismo oxidativo que presentan las fibras musculares, fue medid6 por la
actividad de esta enzima, involucrada en el ciclo de Krebs y en la cadena de
transporte de electrones a nivel de la membrana mitocondrial, la actividad de esta
enzima se midi6 mediante D.O. En el tipo de fibra I, el grupo ZILP presenté un
aumento en la actividad con valores (0.424 + 0.0189 a 0.576 £+ 0.0134) (P<0.05),
mientras que en este mismo grupo las fibras IIB mostraron una aumento en la
actividad (0.427 + 0.0186 a 0.601 + 0.0128) (P<0.05), como se muestra en la gréafica 7
(Cuadros 2, 3, 4y 10).
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Gréfica 7. Actividad de la enzima SDH en las fibras tipo I, 1A y 1B, del misculo
longissimus dorsi, pre y post-tratamiento, de los grupos test, ract y zilp.
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d) Degradacion de glucégeno

La actividad de la glucogenolisis, determinada por la tincién de a-amilasa PAS, en las
fibras tipo | mostré reduccién en los grupos RACT y ZILP, con valores (0.43 + 0.0095 a
0.353 £ 0.0063) y (0.439 £ 0.0157 a 0.321 £ 0.006) respectivamente (P<0.05) (cuadro
8). Sin embargo para las fibras tipo A, solo el grupo zilpaterol mostré una disminucion
en la actividad (0.432 + 0.0116 a 0.324 + 0.0058) (P<0.05). Con respecto a las fibras
tipo 1B, ambos grupos tuvieron disminucion en la actividad enzimatica (0.408+0.007 a
0.335 + 0.004) en el grupo ract y (0.53£0.0215 a 0.32+0.005) en el grupo zilp. Como
se muestra en la grafica 8 (Cuadro 2, 3y 4).
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Grafica 8. Capacidad de digestién de glucdgeno en las fibras tipo I, 1A y 1IB, del
musculo longissimus dorsi, pre y post-tratamiento, de los diferentes grupos (test,
racty zilp).
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e) Acumulacién de glucégeno almacenado.

La actividad glucogénica se determino por la reaccion de PAS, que en las fibras tipo I,
arrojé una reduccion en el grupo Ract (0.453 + 0.0168 a 0.268 + 0.009) y en el grupo
zilp (0.389 + 0.011 a 0.257 + 0.0053) (P<0.05). Siguiendo con esta tendencia las fibras
tipo lIA, mostrarén una reduccién en la acumulaciéon de glucégeno con valores (0.45 +
0.01 a 0.224+0.008) y (0.419 + 0.009 a 0.253+ 0.0049) para el grupo Ract y Zilp,
respectivamente (P<0.05). Las fibras tipo 11B, mostraron reduccién de glucégeno en el
grupo ract (0.435+ 0.0147 a 0.282 + 0.0058) y en el grupo zilp (0.386 = 0.02 a 0.231 +
0.0046) (P<0.05), como se aprecia en la grafica 9 (Cuadro 2, 3, 4y 12).
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Gréfica 9. Cantidad de glucégeno almacenado en las fibras tipo I,I1A y 1I1B, del
musculo longissimus dorsi, pre y post-tratamiento de los grupos test, ract y zilp.
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6.2 Proporcion de fibras en el musculo semitendinoso.

En este musculo el cambio en la proporcion de fibras fue mas notorio que en el longissimus
dorsi, debido a que en las fibras tipo IIA, mostraron una disminucion tanto en el grupo Ract
como en el zilp, con porcentajes de (39.09 a 29.06%) y (51.03 a 34.62%) para cada drupo
respectivamente (P<0.05). Sin embargo para las fibras glucoliticas (IIB), mostraron un
aumento de (28.18 a 53.58%) en el grupo Ract, y de (24.13 a 46.73%) en el grupo Zilp,
como puede apreciarse en la grafica 10 (14, 15, 16 y 25).
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Gréfica 10. Proporcion de las fibras tipo I, 1A y [IB del masculo
semitendinoso, en los grupos test, ract y zilp, pre y post- tratamiento.
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6.2.1. Morfologia celular.

Para evaluar la morfologia celular del musculo semitendinoso, se tomaron en cuenta
tres variables:

a) Densidad de nicleos (x10%/pm?)

b) Densidad capilar (x10°/pum?)

c) Area transversal (um?)
a) Densidad de ntcleos (x10%/um?)

La densidad de nucleos asociados a las fibras musculares, no mostraron cambios
significativos en las fibras tipo 1 y IIA, mientras que en las fibras tipo 1B, solo el grupo
zilp presentd una reduccion en la cantidad de ndcleos, que fue de (5+0.349 a

4.04+0.122) (P<0.05), como se puede ver en la grafica 11 (Cuadros 14, 15, 16 y 17).
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Grafica 11. Densidad de nucleos de las fibras tipo I, IIA y 1IB, del musculo
semitendinoso, en los grupos test, ract y zilp, pre y post tratamiento.
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b) Densidad capilar (x10°%/um?)

La cantidad de capilares en las fibras tipo I, mostré6 un aumento significativo en el
grupo Ract (3.8£0.224 a 4.89+0.289) (P<0.05), este mismo grupo presentdé cambios
significativo en la cantidad de capilares en las fibras tipo IIA con valores (4.39 £ 0.185
a 5.02+0.159). Por otro lado, el analisis de las fibras tipo IIB, el grupos ract, mostro un
aumento que fue de (4.64 + 0.319 a 5.29 + 0.0136) (P<0.05). Mientras que el grupo
zilpaterol mostrd una reduccion en esta variable (5.2 + 0.217 a 4.16+0.121) (P<0.05),

como se aprecia en la gréafica 12 (Cuadros 14, 15, 16 y 18).
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Grafica 12. Densidad capilar de las fibras tipo I, 1Ay 1IB, del masculo
semitendinoso, en los grupos test, ract y zilp, pre y post-tratamiento.
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c) Areatranversal (um?

En el area transversal no presentd cambios en el &rea transversal de los tres tipos de
fibras que se evaluaron, teniendo valores no signifcativos con respecto a los valores
del grupo testigo. (Gréfica 13, Cuadros 14, 15, 16 y 19).

Semitendinoso
3.00

2.00

1.00

AreaTransversal Normalizada (pm?)
=
[¥]
o

0.00

Test|
Testll
Ract ‘
Zilp
Test|
Test |l
Ract
Zilp
Test|
Testll
Ract
Zilp

A 1B

TIPO DE FIBRAS

Grafica 13. Area transversal de las fibras tipo I, 1A y IIB, del mdsculo semitendinoso,
pre y post-tratamiento, en los grupos test, ract y zilp.
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6.2.2. Caracteristicas Metabdlicas.

Los resultados en el muasculo semitendinoso para evaluar las caracteristicas
metabdlicas, fueron analizados a partir de los siguientes marcadores metabolicos:

a) Actividad de miosin ATPasa (mATPasa)

b) Actividad de a-glicerofosfato deshidrogenasa (a—GDPH)

c) Actividad de la succinato deshidrogenasa (SDH)

d) Degradacion de glucégeno

e) Acumulacion de glucégeno almacenado

a) Actividad de miosin ATPasa (mATPasa)

Las capacidad de contraccion miofribrilar no mostré un aumento en la actividad de los
tres tipos d fibras musculares [, IIA y 1IB, lo que se interpretaria como un cambio
minimo en la actividad ed esta enzima, que sta asociada a la capacidad de
contraccion miofibrilar y por ende a la sintesis de proteinas, estos datos pueden

apreciarse en la grafica 14 (Cuadro 14, 15, 16 y 20).
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Gréfica 14. Cantidad de ATPasa en las fibras tipo I, lIA y lIB, del misculo semitendinoso,
pre y post-tratamiento, en los grupos test, ract y zilp
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b) Actividad de a-glicerofosfato deshidrogenasa (a—GDPH)

El metabolismo glucolitico de las fibras musculares, medido6 por la accion de la enzima
aGPDH, mostré en las fibras tipo | una disminucion en la actividad en el grupo Ract
(0.727+ 0.013 a 0.49+£0.012) (P<0.05), mientras que en las fibras tipo IIB, este mismo
grupo mostré una ligera disminucion en la actividad enzimatica (0.744 + 0.007 a 0.614
+ 0.006) (P<0.05), como se puede apreciar en la gréfica 15 (Cuadro 14, 15, 16 y21).
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Grafica 15. Actividad de la enzima a-GPD en las fibras tipo I, [I1A y IIB, del musculo
semitendinoso, pre y post- tratamiento, en los grupos test, ract y zilp.
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c) Actividad de la succinato deshidrogenasa (SDH).

El metabolismo oxidativo medido por la SDH, en las fibras tipo | y las tipo IIB, no
presentaron cambios significativos en diccha actividad enzimatica, mientras que para
las fibras IIA, la actividad de de esta enzima se vio disminuida arrojandé valores
(0.0.787 £ 0.013 a 0.538 £ 0.011) para el grupo Ract y (0.693 £ 0.007 a 0.546 = 0.006)
en el grupo Zilp (P<0.05). (Gréfica 16, Cuadro 14, 15, 16 y 22).
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Gréfica 16. Actividad de la enzima SDH en las fibras tipo 1, lI1A y 1IB, del masculo
semitendinoso, pre y post-tratamiento, de los grupos test, ract y zilp.
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d) Degradacion de glucégeno

La capacidad de degradaciéon del glucégeno determinada por la tincion a_amilasa-
PAS, muestran una disminucion en las fibras tipo | tanto en el grupo Ract como en el
Zilp, (0.499 + 0.025 a 0.344 +0.008) y (0.403 = 0.008 a 0.309 * 0.003)
respectivamente (P<0.05). En el caso de las fibras tipo IIA el grupo ract mostré una
reducion (0.489 + 0.016 a 0.328 + 0.004). Por otra parte las fibras tipo 1IB arrojé
disminucién tanto en el grupo ract (0.389 + 0.007 a 0.324 + 0.002), como en el grupo
zilp (0.385 + 0.009 a 0.293 + 0.002) (P<0.05). (Gréfica 17, Cuadro 14, 15, 16 y 23).

Semitendinoso

1.2

0.8

0.6

0.4

0.2

Degradacion del Glucégeno Normalizado { Densidad Optica)

Ract
Zilp
Ract
Zilp
Ract
Zilp

] %] i %] i 7]

6] 6] 5]

= iy = iy = =
1A 1B

TIPO DE FIBRAS

Gréfica 17. Capacidad de digestién de glucdgeno en las fibras tipo I, 11A y 11B, del
musculo semitendinoso, pre y post-tratamiento, de los diferentes grupos (test, ract y zilp).
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e) Acumulacién de glucégeno almacenado.

Las cantidades de glucégeno acumuladas en las fibras tipo | menores; en el grupo
ract obtuvieron valores (0.46 + 0.03 a 0.263 + 0.011) y para el grupo zilp fueron de
(0.456x 0.012 a 0.23%£0.005). Por otro lado, las fibras tipo IIA, mostraron la misma
tendencia en ambos grupos, (0.557 + 0.031 a 0.246 + 0.008) en el grupo ract y (0.447
+ 0.01 a 0.22 + 0.003) para el grupo zilp (P<0.05). Las fibras tipo IIB, presentaron la
misma tendencia a la baja en la cantidad de glucédeno acumulado, en el grupo Ract
(0.352 + 0.006 a 0.248 + 0.006) y (0.406 = 0.01 a 0.22 + 0.003) en el grupo zilp
(P<0.05). (Géfica 18, Cuadro 14, 15, 16 y 24).
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Gréfica 18. Cantidad de glucdgeno almacenado en las fibras tipo I, 1A y 11B, del
musculo semitendinoso, pre y post-tratamiento de los grupos test, ract y zilp.
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7. DISCUSION

La administracion oral de bloqueadores de los receptores beta adrenérgicos inducen cambios
organolépticos (marmoleo, sabor, firmeza, suavidad y textura) en la canal de los bovinos
productores de carne (Tuma y col., 1962, Kirchofer y col., 2002). Para poder conocer el
efecto de estos farmacos a nivel celular, se debe realizar un analisis histolégico,
histoquimicos e inmunohistoquimicos que muestren los cambios morfolégicos, metabolicos
y de funcionamiento del muasculo esquelético. Al empezar a evaluar a los musculos,
encontramos que tienen diferente funcién y tipo de crecimiento, por lo que no todos tiene la
misma composicion en fibras musculares, estas variaciones se deben a una serie de factores
gue afectan estas poblaciones como son la raza (Johnston y col., 1981), sexo (Johnston y
col, 1975), tiempo y tipo de alimentacion (Suzuki y col., 1976), edad del animal (Cornforth y
col., 1980; Wagner y col., 2000) y la administracién de promotores del crecimiento como los
B agonistas (Vestergaard y col., 1994). Los tres tipos de fibras musculares (I, 1A y 1IB) en el
musculo bovino, han sido reportadas en varios musculos como el longissimus dorsi y el
semitendinoso (Hunt y Hedrick, 1997; Johnston y col., 1981; Manabe y col, 1988).

1) Musculo Longissimus dorsi
1.a) Proporcion de Fibras
En condiciones normales se ha observado una transicion en la proporcion de los tres tipos de
fibras a los 16 meses de edad, confirmando una transicion de fibras tipo | hacia IlA y 1B,
presentandose tanto en musculo losngissimus dorsi como en semitendinoso (Brandstetter y
col., 1998). En nuestro estudio como se muestra en la imagen 7, el grupo testigo presento la
misma tendencia en el cambio de proporcion de los tres tipos de fibras, mostrando una
decrecion en las fibras tipo | del 46% y un aumento tanto en las fibras tipo IIA y 1IB del 30%,
datos que estan acordes a los publicados por Brandstterter y col., 1998; Picard y col., 1995,
Wegner y col 2000. En presencia de la ractopamina y zilpaterol, la proporcion de las fibras
tipo | se afecto en menor grado, en el caso de ractopamina, la fibras tipo | aumentaron en su
proporcion un 20%, sin embargo el grupo zilpaterol tuvd una decrecién como el testigo, en
menor proporcion (13%). Estos resultados indican que la administracion de ractopamina tiene
un efecto directo sobre la diferenciacion de las fibras, retardando el cambio de fibras tipo |

hacia otro tipo de fibra.
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En el caso de las fibras tipo IIA, del grupo ractopamina, hay una decrecion en la proporcion
del 16%, mientras que el zilpaterol disminuyo la proporcién de estas fibras en 38%. Por otro
lado, las fibras tipo 1IB mostraron un aumento del 6% en el grupo ractopamina, pero con
respecto a las fibras tipo IIA mostaron un aumento del 22%, sin embargo el grupo zilpaterol
presento en este tipo de fibras un aumento del 134% (imagen 7). De acuerdo a lo que esta
reportado por Gonzalez y col., 2007, quienes trabajaron con en vacas que se les administro
un régimen de implantes (acetato de trembolona con estradiol) y ractopamina, encontraron
que se presenta un incremento en el numero de fibras tipo 11A y 1IB, en el que destaca que un
gran porcentaje de las fibras | se convierten a fibras 11B, llegando a ser hasta un 60% del total
de fibras tipo Il en el musculo longissimus dorsi. En el mismo sentido Vestergaard y col.,
(1994); Rajab y col., (2000) mencionan que en el ganado bovino y en ratones, esta bien
establecido que los B agonistas incrementan el porcentaje de fibras tipo IIA a expensas de
las fibras tipo I. Mientras que Brandstetter y col., (1998), quienes usaron técnicas enzimaticas
para identificar tipos de MHC, encontraron un porcentaje de fibras tipo I, IAy 1IB del 25, 25y
50% respectivamente en el masculo longissimus dorsi. Fritsche y col., (2000), reporta un
porcentaje similar con 20 a 30% de fibras clasificadas como oxidativas y aproximadamente
55% del total de las fibras presentes como fibras glucoliticas.

Efectivamente la ractopamina tiene un efecto mucho menor que zilpaterol en bovinos, debido
a que este farmaco tienen afinidad por receptores tipo 1 (Moody y col., 2000) y en el
musculo del ganado bovino hay una mayor proporcion de receptores B2 (Winterholler y col.,
2007), lo cual permite un mejor accion por parte del zilpaterol.

Por otro lado algunos experimentos indican que, la proporcion entre los diferentes tipos de
fibras musculares, se ven afectados por la aplicacion tanto de ractopamina como de zilpaterol
(Wegner y col, 2000). La edad y la raza de los bovinos, tienen un papel importante en la

proporcion de fibras presentes en cada musculo.
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1.b) Morfologia.

Densidad de Ndcleos, Capilares y Area transversal de la fibra.

En bovinos que han sido evaluados para conocer los cambios morfolégicos que suceden en
el miocito durante el crecimiento, se encuentran el aumento en el nidmero de nucleos
asociados al miocito, principalmente en la etapa de desarrollo, atribuible al efecto de
anabdlicos esteroidales e IGF-1, se demostré que hay un aumento en el numero, debido a la
proliferacion de células satélite (Pampusch y col, 2003, Kamangra-Sollo y col 2004). En
varios estudios se ha demostrado que el area transversal de las fibras, se ve aumentada

principalmente en las fibras tipo Il (Kimy col., 1987).

1.b.1) Fibras tipo |

En el presente estudio el grupo testigo en las fibras tipo | mostré en la densidad de nucleos
un aumento del 18%, ademas la densidad de capilares incremento 10%, siguiendo esta
tendencia el area transversal aumenté un 147% con respecto al grupo control, como se
puede observar en la imagen 7. Estos datos son congruentes a los reportados por los
autores antes mencionados, excepto el area tranversal, esta variable es contraria a valores
reportados por Wegner y col, 2000, quien comparéd cuatro diferentes razas Bos taurus, a
diferentes edades, ellos reportan que en todas las edades en las que fue evaluada el area
transversal, las fibras tipo | son las que presentan la menor talla, el tipo 1IB son las que
presentan la talla mas grande y las tipo IlA presentaron una talla intermedia.

Con respecto al grupo ratopamina en las fibras tipo I, arrojo una disminucion en la densidad
de nucleos del 10%, mientras que para la densidad de capilares el aumento fue del 20% vy el
area transversal se mantuvo sin cambios (imagen 7). La nula presencia de cambios en el
area transversal de las fibras tipo I, podrian atribuirse a un menor estimulo, que tiene la
ractopamina sobre el musculo esquelético de los bovinos, debido a su afinidad por
receptores B1 y B3, (Winterholler y col., 2007). Este grupo de investigadores reporta que en
novillos, a los cuales se les administro ractopamina por 28 dias, presentaron un aumento en
la cantidad de receptores B2, lo cual indica que hay un menor estimulo por parte de este
farmaco, para inducir una hipertrofia muscular y consecuentemente un aumento en el area
tranversal de la fibra. Este grupo concuerda con datos publicados por Wegner y col, 2000,
gue reporto una mayor area en fibras tipo 11B, mientras que las fibras tipo | presentaron la

menor area.
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En el grupo zilpaterol se observé una reduccion en la densidad de nacleos del 21%, pero en
la densidad capilar, hubo un aumento del 16%, mientras que en el area transversal mostro
una reduccién del 28% (imagen 7). Estos resultados muestran que las fibras tipo |, no se ven
favorecidas por la administracion de zilpaterol, lo cual causa una reduccién en el area
transversal, esto es debido a que el zilpaterol al igual que el cimaterol, son farmacos en lo
gue se comprobd que inducen un cambio hacia fibras tipo I, en las que también se observa
una hipertrofia marcada y acompafiadas de un cambio en su metabolismo (Vestergaard y
col., 1998, Beermann, 2001)

1.b.2) Fibras tipo lIA y 1IB.

Las fibras tipo IIA y 1IB, el grupo testigo mostro un aumento en la densidad de nucleos de
50% para las fibras IIA y del 30% para las fibras IIB, mientras que para el niumero de
capilares las fibras IlA aumenté un 20%, manteniéndose sin cambios las tipo 1IB, con
respecto al area transversal hubo un aumento del 96% para las fibras tipo II1A y del 74% para
las fibras tipo 11B (imagen 7).

En el caso del grupo ractopamina en las fibras IlA la densidad de nucleos se muestra sin
cambios y las fibras 1IB tuvieron una disminucién del 15%; la densidad capilar por el contrario
mostro un aumento del 28% y del 15% para las fibras 1lA y IIB respectivamente. Sin embargo
para el area transversal las fibras IIA mostraron un aumento de 32% y en las fibras |I1B fue del
30%. La ractopamina tuvo un efecto contrario al esperado, causando una reducciéon en el
area transversal de las fibras, principalmente en las fibras tipo I y IIA (imagen 7). Estudios
realizados por Aalhus y col. 1992, mencionan que en cerdos en crecimiento, a quienes se
administré ractopamina, mostraron un aumento en el area del ojo de la chuleta, esta
hipertrofia fue debido al incremento del area de fibras tipo IIA y IIB. Mientras que en la
poblacion de fibras tipo Il, en vacas a las cuales se les administro ractopamina, no
presentaron hipertrofia, sin embargo cuando se les administré cimaterol, este indujo
hipertrofia en la misma poblacion. (Vestergaard y col, 1994)

En el caso de las fibras tipo IlA y 1IB del grupo tratado con zilpaterol, la densidad de nucleos
en las fibra tipo IIB redujo en un 25%, sin embargo el area transversal de las fibras tipo 1A
mostro un aumento del 22%, pero las fibras tipo 11B mostraron una reduccion del 40%. Esta

reduccion que presenta el area transversal, es parecida a datos publicados por Fiem vy col.,
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(1993) quien encontro que la convercion de fibras IIA hacia IIB, no presentaron efectos de
hipertrofia en las fibras individuales, en un estudio realizado en toretes productores de carne.
Datos contrarios a los obtenidos fueron publicados por Vestergaard y col 1994; Gonzalez y
col., 2007, Picard y col, 1998) quienes trabajaron en ganado bovino, ovino y cerdos, en los
cuales se presento un aumento del area tranversal de las fibras tipo IIA y 1IB.

La reduccion en la densidad de nucleos, se debe a un aumento en el area de las fibras
musculares, debido a que se tiene el mismo namero de nucleos pero por una mayor cantidad
de pm?, respaldando este resultado Winterholler y col, 2007, demostraron que el aumento en
la sintesis de proteina, es precedida por un aumento en la cantidad de ARNm, mientras que
la cantidad de nucleos y capilares se mantiene constante. Datos similares fueron obtenidos
por Beermann y col., (1985) quien reporta que en un estudio realizado en corderos,
alimentados con cimaterol durante 7 semanas, obtuvo una baja concentracién de DNA (25%
menos). Kim y col, 1987, reporta que la concentracion de ADN entre el grupo control y el
grupo al cual se administro cimaterol, se redujo en el grupo tratado en un 50% en el musculo
longissimus dorsi y en un 35% en el semitendinoso.

La misma tendencia a la baja, se presento6 en la densidad capilar para las fibras tipo IIA y 1IB,
los resultados anteriores concuerdan con los publicados por Vestergaard y col., (1994) y
Terjung y Engbretson, (1988), quienes mencionan que hay una mayor cantidad de capilares
asociados a las fibras tipo | (oxidativas) seguido por las fibras tipo 1lA (oxido-glucoliticas),
mientras que las tipo 1IB son las que presentan menor irrigacion; estas diferencias en la
cantidad de capilares asociado las fibras tipo I, podria ser explicada por el metabolismo que
presentan dichas fibras, debido a que tienen una mayor exigencia de oxigeno, necesario
para mantener el metabolismo aerobio, mientras que las fibras tipo 1B por la hipertrofia que
se induce, necesitan un mayor aporte de energia y nutrientes, necesarios para la sintesis de

proteina y mantenimiento del metabolismo anabdlico que predomina en esas fibras.
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1.c) Caracteristicas Metabdlicas
Actividad de las enzimas mATPasa, a-GPDH, SDH, Acumulacion de glucégeno.
La actividad de las enzimas involucradas en el metabolismo de las fibras musculares, son
una forma de respaldar el tipo de fibras presentes en el musculo y las funciones que

realizan.

1.c.1) Fibras tipo I.

El grupo testigo en las fibras tipo |, se muestra sin cambios en la actividad enzimatica de las
enzimas mATPasa y aGDPH, mientras que la actividad de SDH aumento un 20% y se
disminuy6 la acumulacion de glucogeno en 16% (imagen 7). La actividad de la enzima
mATPasa, nos indica la cantidad y tipo de Miosina de cadena pesada (MHC) que esta
presente en la fibra muscular, lo cual permite indirectamente conocer el grado de hipertrofia
gue ha sufrido esta fibra muscular y la capacidad de contraccion que tiene la fibra (Young
OA., 1984), los cambios nulos en esta enzima, son contrarios a los publicados por
Brandstetter y col, (1998) quien menciona que a la edad de 16 meses, la cantidad de
MCH1,es mucho méas abuante en el longissimus dorsi que en el triceps brachii, también
menciona que hay una reconvercion mas rapida hacia MHC1 en este musculo. Brandstetter y
col, (1998) mencionan que la actividad glucolitica, medida por la accién de la LDH en el
musculo longissimus dorsi, a mayor edad presenta una ligera disminucion en bovinos,
ademds Schreurs y col. (2008), mencionan que no hay diferencia en la actividad entre las
diferentes razas de toretes. La actividad oxidativa que presentan las fibras es medida por la
SDH, Brandstetter y col., 1998, quienes midieron la actividad de la ICDH, en bovinos a
diferentes edades, obtuvieron que esta enzima a los 16 meses de edad en el musculo
longissimus dorsi tuvo una disminucion en su actividad, mientras que a los 24 meses no se
presentaron diferencias en los niveles de la enzima en el musculo. Schreurs y col., (2008)
midieron la actividad de la Isocitrato deshidrogenasa (ICDH) menciona que existen
diferencias en su actividad, presentando una menor actividad las razas europeas que sus
cruzas. También el nivel hormonal de los animales afecta esta acividad, siendo mayor en los
toretes que en los novillos, los datos antes mencionados, concuerdan con que se muestran
en el grupo testigo.

Los resultados arrojados por el efecto de ractopamina sobre las fibras tipo I, causé una

disminucién de la mATPas un 10%, siguiendo la misma tendencia, la SDH se redujé un 13%,
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ademas el glucogeno disminuyo 41%. Sin embargo el grupo zilpaterol, aumento la actividad
de la mATPasa en 39% y la de SDH en 40%. La reduccion de valores que se presentaron en
la actividad de la a-GPDH en 24% y en almacenamiento de glucogeno en 39% (imagen 7).

Williams y col, (1984), reportan un coeficiente de correlacion del 0.63 entre la capacidad
oxidativa definida por la actividad de la enzima SDH y la densidad de receptores B en el
musculo estriado. Mientras que Martin y col., (1989) encontré una correlacion del (0.99) entre
el porcentaje de fibras tipo | y la densidad de receptores B en el musculo esquelético;
Holloszy y col.,, (1984) indica que la capacidad oxidativa de las fibras tipo | es
aproximadamente 3 veces mayor que las fibras tipo 11B, mientras que solo es 50% mas activa

cuando se compara con las fibras tipo IIA.

1.c.2) Fibras tipo lIA y 1IB

Las fibras IIA del grupo testigo, tuvieron una reduccién en la actividad de la mATPasa del
29% al igual que la SDH mostré6 un aumento en la actividad del 20%. En el grupo
ractopamina, redujo la actividad de la mATPasa en 22%, mientras que la actividad de la SDH
disminuy6 12% y la acumulaciéon de glucoégeno siguioé la misma tendencia a reducir con un
50%. El grupo zilpaterol, mostro una mayor variabilidad en los resultados, debido a que la
actividad de la mATPasa aumento en un 76%, mientras que la actividad glucolitica mostro
una disminuciéon del 20% y la actividad oxidativa aumento en un 10%, y la capacidad para
acumular glucoégeno por parte de estas fibras se redujé un 40% (imagen 7). Los resultados
en la actividad de ATPasa, muestra que en las fibras tipo IlA hay un aumento en el grupo
zilpaterol a diferencia del ractopamina, debido a que esta reportado en la literatura, que el
zilpaterol induce un cambio bien establecido hacia fibras tipo Il (, lo cual esplicaria que hay un
mayor estimulo para la sintesis de proteinas como la MHCA/B, que causaria aumento en los
valores de la actividad de la mATPasa.

Existe evidencia de cambios en la capacidad metabolica de los musculos de ganado bovino y
avinos, que fueron tratados con B agonistas, hacia un metabolismo mas glucolitico y menos
oxidativo. (McEwan y col, 1985, Eisemann y col, 1988, Zimerli y blum, 1990). Ademas el
tratamiento con B agonistas, pueden influir tanto en las propiedades contractiles y en el

metabolismo general de energis de los musculos (Vestergaard y col. 1994)
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Sin embargo las fribras tipo IIB del grupo testigo, se redujé un 18% en la actividad de la
mATPasa, pero aumento en un 8% la actividad glucolitica y en un 15% la oxidativa, mientras
gue la acumulacion de glucégeno se mantuvo sin cambios.

En los grupos tratados se observaron mas tendecias hacia la reduccion, en el caso del grupo
ractopamina, la actividad de la mATPasa disminuyo un 27%, el metabolismo glucolitico de la
a-GDPH bajo un 9% al igual que él oxidativo (SDH) con 11% y la acumulacion de glucégeno
mostro una reduccién del 35%. Por su parte el grupo zilpaterol tuvo un aumento del 49% en
la mATPasa al igual que la actividad de la SDH con un aumento del 40%, sin embargo la
actividad de la a-GDPH redujo su actividad 15% y la acumulacion de glucogeno mostro la
misma tendecia a la baja con un 40%.

Las reducciones en la cantidad almacenada de glucégeno, concuerdan con datos publicados
por Vestergaard y col., (1994) quien en novillos alimentados con cimaterol, encontré una
reduccion en el contenido de glucogeno en aproximadamente 25%, tanto en el musculo LD
y en el ST. Datos similares fueron reportados en otros estudios, realizados en rumiantes
(Allen'y col., 1985; McEwan y col., 1895; Warriss y col., 1989). Entre los factores que pueden
modificar el metabolismo muscular, estan aquellos que pueden estar relacionados con el
manejo (Shackelford y col. 1999; Gunning y Hardeman, 1991). La cantidad de acumulacion
de glucégeno intrafibrilar, adquiere una gran importancia, debido a su intima relacién con las
caracteristicas cualitativas y cuantitativas de las canales de bovino (Lefaucheur y col., 2002).
Su importancia radica en la reduccion del pH que se presenta durante el rigor mortis, esta
reduccion se debe a que se presentara un metabolismo anaerobio en el cual se utiliza el
glucogeno almacenado en los musculos, el producto final de este metabolismo es la

presencia de acido lactico.
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Imagen 7. Resumen de resultados del misculo longissimus dorsi.

Proporcién de fibras en el misculo longissimus dorsi.
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2. Muasculo Semitendinoso
2.a) Proporcién de fibras

La proporcion de fibras que se presentan en el muasculo semitendinoso, tiene una
comportamiento parecido al longissimus dorsi, estas similitudes se basan en que ambos
musculos, son clasificados por Kirchofer y col.,, (2002) como musculos blancos, este
investigador realizé una clasificacion, la cual se basa en las proporciones de los tipos de
fibras que presenta cada musculo, y refiere en ella, que el musculo longissimus dorsi
presenta un 35 % (F. tipo 1), 21.4% (F. tipo 1lIA) y 43.2% (F. tipo 11B), mientras que el
semitendinoso presenta 24% (F. tipo 1), 26% (F. tipo 11A) y 49.7% (F. tipo 1IB). Las fibras tipo |
en el grupo testigo mostraron una decrecidbn en la propocion del 55%, el mismo
comportamiento se presentd en los grupos tratados, con una disminucion del 47% en el
grupo ractopamina y del 25% en el grupo zilpateol. En otros estudios realizados en bovinos y
ovinos, en los cuales las fibras fueron clasificadas como tipo | y tipo II, por ticiones de
ATPasa y SDH, se reporta que no hay cambios en la proporcién de fibras tipo | y Il. (Kimy
col. 1987; Miller y col, 1988. Sin embargo Beermann y col (1987), en un estudio realizado en
corderos, encontré una disminucién en la proporcion de fibra tipo | en semitendinoso, con
respecto al longissimus o semimenbranoso.

Las fibras tipo IIA, también mostraron una disminucion en los tres grupos, con 15% en el
testigo, 26% en el de ractopamina y 32% en el grupo zilpaterol. Con respecto a las fibras tipo
[IB, en los tres grupos presentaron aumentos, presentdndose un 79% en el grupo testigo,
90% en de ractopamina y un 94% en el grupo zilpaterol. Los resultados obtenidos en este
musculo, tienen un comportamiento similar al reportado en la literatura, en la cual marca un
aumento en la porporcion de fibras tipo Il a expensas de las tipo |, tanto en animales con y
sin administracion de 3 agonistas. En el caso de los cambios que presentaron los animales
del grupo testigo, Wegner y col, (2000), mencionan que el cambio en la proporcion de fibras
musculares, va a depender de la edad del animal, en el estudio que realizaron en el cual los
bovinos de 4 diferentes razas, fueron sacrificados a diferentes edades (0, 2, 4, 6, 12 y 18
meses), se encontré que de los 0 a 2 meses de edad hay un aumento significativo en la
frecuencia de fibras tipo 1IB y una disminucion en las tipo IIA en razas provenientes del Bos
taurus y de los 6 a los 24 meses, raramente ocurren cambios en la proporcién de fibras
raramente independientemente de la raza del bovino, un ejemplo de este cambio es la mayor

proporcion de fibras tipo | y 1IB que componen fundamentalmente a el masculo longissimus
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dorsi, (Wegner y col., 2000; Kirchofer y col., 2002) en comparacion al musculo semitendinoso
gue presentan una mayor variacibn en su poblacion de fibras, pero mantiene
predominantemente un cambio de fibra tipo | a tipo IIA y 1IB, lo cual causa que sea
considerado como un musculo mayoritariamente glucolitico (Vestergaard y col., 1994).
Mientras que Brandstetter y col., (1998), mencionan que a edades de 16 meses de edad, se
presentd un descenso del tipo de fibras 1IB. Renand y col, (2001) también apoya que la
proporcion de cada una de los tres diferentes tipos de fibras va a depender de la edad a la
cual sea sacrificado el bovino. En el nuestro estudio, encontramos que la proporcion de fibras
musculares puede ser afectada por la raza, peso y edad al sacrificio (Kirchofery y col., 2002;
Winterholler y col.,2007).

2.b) Morfologia.
Densidad de Nucleos, Capilares y Area transversal de la fibra.
Las caracteristicas que presenta el musculo semitendinoso en comparacion al longissimus
dorsi, es el de ser més variable en su poblacién miofibrilar (heterogéneo) y por lo tanto se
encontrarian diferencias metabdlicas e histoquimicas, presentando tendencia hacia un tipo
mas glucolitico, debido al cambio dirigido a fibras tipo 1l (Vestergaard y col., 1994; Beermann
y col (1987)

2.b.1) Fibras tipo |

Las caracteristicas morfologicas en las fibras tipo | del grupo testigo, arrojé un aumento en
los nucleos del 25% y en capilares de 18%, sin embargo el area obtuvo un aumento del
135% en comparacion al grupo control. Kim y col, (1987), como ya se refirié anteriormente,
reportan que no hay cambio en el metabolismo de fibras tipo | y tipo Il.

El grupo donde se administroé ractopamina, los nucleos se mantuvieron sin cambios, mientras
que los capilares y el area traversal, se vieron incrementadas en un 28% y 15%
respectivamente. El grupo zilpaterol mostré variabilidad tenue, debido a que la densidad de
nucleos disminuyo un 9%, la densidad capilar aumento 6% Yy el &rea tranversal se mostro sin
cambios, con respecto al grupo testigo. Estos datos concuerdan con los publicados por
Wegner y col., 2000, quien comparo cuatro diferentes razas de bovinos productores de carne
a diferentes edades y ademas hizo una comparacién entre el tamafio y el tipo de fibra, revelo

que las fibras tipo | son las que presentan una menor area, mientras que las fibras tipo 11B
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fueron las mas grandes y las fibras tipo IIA presentaron un tamafio intermedio. Con respecto
a las fibras tipo I, en el mismo sentido Jurie y col., (1999) menciona que el area trasversal de
las fibras tipo I, tiene un aumento entre los 10 y 16 meses de edad. Williams y col., (1984)
encontré una mayor densidad de receptores 3-adrenérgicos en las fibras tipo | que en las
fibras tipo 1lA o 1IB, pero esto no parece estar asociado con ninguna conversion en el tipo de
fibra o una hipertrofia selectiva en el tipo de fibras. Las fibras tipo | tienen una alta densidad
de receptores glucocorticoides (Dubois y Almon, 1984) y receptores a insulina (Lefaucheur y
col., 1986) si se comparan con las fibras tipo Il. El efecto de los B agonistas puede también
ser mediado por la concentracion, actividad o metabolismo de hormonas como la tiroxina
(Scheidegger y col., 1984), insulina (Webster y col.,, 1986; Vestergaard, 1991) vy
glucocorticoides (Dumelow y col., 1991). Gonzalez y col.,, (2007), reportan que en el
experimento realizado en vacas de carne de desecho, a las cuales se les aplicaron
tratamientos que consistian en acetato de trembolona, ractopamina y su interaccion entre
estos dos farmacos. Al evaluar los cortes provenientes del grupo de interaccion
Ractopamina/ATB presentaron un incremento significativo (P<0.05) en el area transversal y
el diametro de las fibras tipo |, mientras que para las fibras tipo IIA y IIB, no hubo un

incremento significativo para estas caracteristicas.

2.b.2) Fibras tipo IIA y 1IB

Las fibras tipo IIA mostro en el grupo testigo mostré aumentos en la densidad de nucleos,
densidad capilar y ara transversal del 19, 9 y 158% respectivamente.

El grupo al cual se administro ractopamina, en la densidad de nucleos disminuyo un 6%,
mientras que la densidad capilar aumento 14% y el area transversal aumento 20%. Con
respecto al grupo zilpaterol, aumento 13% la densidad de nucleos y el area transversal un
53%, sin embargo la densidad capilar disminuyo un 8%.

Las fibras tipo 1IB, mostraron en el grupo testigo un aumento en las tres variables (densidad
de nucleos, densidad de capilares y area transversal) con valores de 33, 8 y 159%
respectivamente, como se muestra en la imagen 8.

El grupo ractopamina mostro pequefios aumentos en las tres caracteristicas, con 13% en
densidad de nucleos, 14% en la densidad capilar y 15% en el area transversal. Sin embargo
el grupo zilpaterol, mostr6 una reduccién en las tres variables con 19% en el numero de

nucleos, 20% en la cantidad de capilares y 26% en el area tranversal (imagen 8).
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La administracion de B agonistas, inducen una hipertrofia, mediante dos vias, la primera es
disminuyendo la degradacién de proteina y la segunda es aumentando en menor grado la
sintesis proteica, resultando una mayor cantidad de tejido muscular con una disminucion en
la concentraciobn de nudcleos. (kim y col.,, 1987, Li y Jefferson, 1977). Por otro lado
Winterholler y col., (2007) menciona que el aumento en la sintesis de proteina, se atribuye a
un aumento en la sintesis de RNAm, el incremento en esta molécula, se puede deber a la
mayor produccién de AMPc que estimula la produccion de RNAm con el mismo numero de
ndcleos, con lo que se podria estar produciendo una mayor cantidad de proteina con la
misma cantidad de nucleos y al mismo tiempo disminuyendo la degradacion de la proteina,
obteniendo como resultado una hipertrofia muscular mucho mas consistente vy
consecuentemente un aumento de peso en las canales provenientes de animales
alimentados con algun B agonistas , con el mismo nimero de nucleos.

Datos publicados por Fiems y col., (1993) quienes reportna que no hubo un aumento en el
area transversal de las fibras 1IB, en un estudio realizado con toros productores de carne en
finalizacién. Maltin y col., (1990) encontré que en terneros, el clembuterol causaba una
hipertrofia en las fibras oxido-glucoliticas y glucoliticas, pero no presentaron cambios en la
proporcion de fibras. Wheeler y Koohmaraie (1992) mostraron que no hubo un cambio en la
proporcion del tipo de fibras en el masculo longissimus, en novillos después de haber sido
tratados con el farmaco L-644,969. Sin embargo, el area de las fibras oxidativas disminuyé y
el de las fibras oxidoglucoliticas y glucoliticas aumento significativamente. Sin embargo, el
incremento de ndcleos es un prerrequisito para la sintesis de proteina asociado a un
crecimiento normal. (Allen y col, 1979). Estos datos hacen suponer que los animales que
conformaron el grupo testigo podrian haber tenido dos principales variables que pudieron
afectar directamente el area transversal, estas son: la razay edad del animal. Wegner y col.,
(2000), reporta que los toros de la raza Belgian Blue, mostraron un retardo de crecimiento en
el peso del musculo semitendinoso Yy el area transversal de las fibras, de los 18 a 24 meses
de edad, seguido de una alta tasa de crecimiento. Se tiene la certeza de que el uso de los B
agonistas produce un incremento en el area transversal en las fibras tipo | y Il de diferentes
musculos (Beermann y col., 1985; 1987), pero aun no se tiene completamente detallado
hasta donde llega el efecto de estos farmacos a nivel celular y donde empiezan los efectos
de otras sustancias que se utilizan en combinaciéon con los  agonistas , como son los

productos hormonales, ya que se han realizado investigaciones en las cuales se ha
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demostrado que el aumento del area transversal al igual que la distribucion de fibras tipo [IA
y lIB, pueden estar influida por los niveles de testosterona que presentan los animales (Jurie
y col.,, 1999). Se cree que el modo de accion de la testosterona, por una parte es la
estimulacion para la secrecion de la hormona de crecimiento (HC), vy la secrecion de IGF-1,

gue estimulan la sintesis de proteina. (Vigneron y col.1989).

2.c) Caracteristicas Metabolicas

Actividad de las enzimas mATPasa, a-GPDH, SDH, Acumulacién de glucoégeno.

La actividad en casa una de las enzimas que nos permiten conocer el tipo de metabolismo de
las fibras musculares y conocer indirectamente algunos de los efectos que causa la
administracion de [ agonistas en bovinos, por ejemplo el aumento en la actividad glucolitica
y disminucién en la actividad oxidativa (Gonzalez y col, 2007), este cambio en el
metabolismo se lleva a cabo de manera natural en los bovino, pero depende mucho de la
edad y raza del animal (Wagner y col. 2000). Este cambio en el metabolismo, trae consigo
una serie de cambios inherentes como son el aumento en la actividadde la ATPasa y el
acumulo de glucogeno en la fibra muscular. (Young, OA, 1984, Vestergaard y col 1994).

2.c.1) Fibras tipo |

Las caracteristicas de las fibras tipo I, en el grupo testigo, la actividad de las enzimas
ATPasa, aGDPH y SDH, mostraron disminucion con 63, 20 y 10% respectivamente, ademas
gue la cantidad de glucogeno acumulado se redujo un 20% (imagen 8).

En el grupo ractopamina, arrojé una disminucion en la actividad de la aGDPH en 33% y de
la SDH en 17%, mientras que el glucogeno disminuy6 43%. La actividad del grupo zilpaterol
tuvd un aumento en la actividad de la ATPasa del 9%, mientras que la aGDPH y SDH
disminuyeron en un 11y 18%, ademas de que la acumulacion de glucégeno bajo 50%, como
se observa en la imagen 8. Al haber un cambio en estos dos tipos de fibras, la administracion
de AA- B también modifican el metabolismo, induciendo cambios de un metabolismo
oxidoglucolitoco (llA) hacia uno completamente glucolitico (1IB) (Miller y col., 1988; Maltin y
col., 1990; Wheeler y Koohmaraie, 1992). Los datos obtenidos en este trabajo concuerdan
con los de Jurie y col., (1999), quien reporta que la actividad de las enzimas citrato sintetasa
(CS) y L-3-hydroxyacyl-CoAdehydrogenasa (HAD) estuvieron reducidas entre 33 y 38% por

el tratamiento con cimaterol. Datos similares son reportados en novillos alimentados con
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cimaterol (Vestergaard y col., 1994), terneros (Zimmerli and Blum, 1990) y en cerdos
(Oksbjerg y col., 1994), en los cuales coinciden que hay un cambio progresivo hacia un
metabolismo glucolitico. Jurie y col., (1999) no encontrd diferencia significativa en la actividad
de isocitrato deshidrogenasa (ICDH) y se presentd una disminucion en la actividad de LDH
en musculo semitendinoso de terneros de la raza Limousin y Salers, entre los 10 y 16

meses.

2.c.2) Fibras tipo lIA y IIB.

En el grupo testigo para las fibras tipo IlA, la actividad de la mATPasa aument6é 148%, pero
los valores de la aGDPH, SDH y la acumulacién de glucogeno diminuyeron 18, 10 y 26%.

El grupo ractopamina, mostro el mismo comporamiento que el testigo, aumentando los
valores de la mATPasa un 13%, mientras que la aGDPH, SDH y la acumulacién de
glucogeno, decrecieron 20, 32 y 56% respectivamente.

Por su lado, el grupo zilpaterol mostré una baja en la aGDPH en 6%, al igual que la SDH con
un 21% y la acumulacién de glucégeno en 51%. Mientras que la mATPasa no presento
cambios (imagen 8).

Con respecto a las fibras tipo 1IB, el grupo testigo se comporto como en las fibras tipo lIA,
aumentando valores de la mATPasa en 152% y con disminucion en los valores de aGDPH
con 13%, SDH con 28% y la acumulacion del glucogeno en 24%. (imagen 8)

En el caso de la ractopamina se presentd un aumento de solo el 8% en la actividad de la
mATPasa, mientras que disminuyeron todos los valores de aGDPH en 17%, SDH en 25% vy
en la acumulaciéon de glucégeno con un 30%. (Imagen 8)

Sin embargo el grupo zilpaterol, mostro tendencia hacia la baja en todos los valores,
empezando con mATPasa en 9%, aGDPH en 11%, SDH con 20% y la acumulacién de
glucogeno redujo en 46%.

Datos publicados por Jurie y col., (1999), que mencionan que la enzima lactato
deshidrogenasa (LDH), utilizada como un indicador de la capacidad glucolitica, esta
comunmente asociada con el incremento en la proporcion de fibras de rapida contraccion
(1IB), pero en el estudio realizado por este autor, reporta que la actividad de LDH no
aumenté en el muasculo semitendinoso, siendo este musculo, donde se presentaron los

efectos menos pronunciados; mientras que para el musculo longissimus dorsi, la actividad
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fue 22% mayor. McEwan y col., (1985), reportan que en carneros alimentados con cimaterol,
se presentd un aumento en la actividad de LDH del musculo semitendinoso (anaerobio) y en
el diafragma (aerobio), esto se ve reforzado por datos publicados por Zimmerli y Blum.,
(1990) quienes mencionan que el clembuterol aumento la actividad de LDH en el masculo
semitendinoso de terneros.

Sin embargo, las variaciones en la concentracion de glucégeno intrafibrilar se han
relacionado con el manejo que reciben los animales antes del sacrificio, privacion de
alimento, transporte, y/o métodos de sacrificio, o cual se debe muy probablemente a una
accion catecolaminérgica y del cortisol, que aumenta debido al manejo (estrés) al que son
expuestos los animales, el cual estimula una glucogenolisis en el musculo e higado (Essén-
Gustavsson, B. 1985; Fernandez y col, 1995, 2002; Monin, 1992).

Algunas caracteristicas que se pueden ver alteradas por la cantidad de glucégeno intrafibrilar
almacenado en el musculo es el almacenamiento de agua a nivel muscular (Lefaucheur y col.
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 (1 y 1)
provocando este hecho la deplecion de glucdégeno afectando de manera secuencial a las
fibras I, 1A y 1IB (Essén-Gustavsson, 1992; Fernandez y col., 1995).

Asimismo, la gran densidad de receptores B, en las fibras tipo | pueden mejorar la
disponibilidad carbohidratos en estas fibras durante el trabajo muscular esquelético intenso
cuando los niveles de catecolaminas son elevados y las fuentes tradicionales de sustratos
utilizados por fibras para el metabolismo aerdbico son insuficientes durante el ejercicio
(Essén-Gustavsson, 1992; Fernandez y col., 1995).

Ante estos antecedentes, el comportamiento de las diferentes caracteristicas de las fibras
musculares evaluadas en este trabajo, permite asegurar que la administracion de 3 agonistas
en toretes implantados, modifican la proporcion, metabolismo y morfologia, pero estas se ven
directamente influidas por variantes como la raza, edad y estrés causado por el manejo que
reciben los animales durante su estancia en la engorda. Asi mismo es necesario revisar
periodicamente la aportacion de carbohidratos en la dieta, asi como las ganacias diarias de

peso que tiene cada raza de aniamles tratados.
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Imagen 8. Resumen de resultados del misculo semitendinoso.
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8. CONCLUSION

Los resultados obtenidos en el presente trabajo, indican que el tipo de B agonista que sea
administrado a toretes implantados y su afinidad hacia el tipo de receptores que presentan
las fibras musculares en su membrana, inducen cambios en el metabolismo de las fibras (I,

lIA, 1IB), influyendo directamente en la proporcion y morfologia.

La densidad de nuacleos y capilares asociados a la fibra, no fueron afectadas por la
administracion de B agonistas, respaldando la teoria de que estos farmacos inducen una
mayor produccion de ARNm y reduccién en la lisis de proteina muscular. Sin embargo no se
logré demostrar el aumento reportado en la literatura, del area transversal de las fibras tipo
IIA y IIB de los grupos tratados con respecto al grupo testigo, esto puede atribuirse al nulo

control sobre la raza, edad y peso al sacrificio de los animales que conformaron los grupos.

La actividad de las enzimas relacionadas con el metabolismo glucolitico (a-GDPH) y
oxidativo (SDH), indican que el cambio metabdlico de las fibras, esta acorde con la
modificacion de otras caracteristicas como son el area transversal y proporcion de fibras,
debido a la afinidad que presentan los 3 agonistas por ciertos receptores y la redireccion de

glucosa vy triglicéridos hacia la sintesis de proteina.

La disminucion de la acumulacion de glucogeno en las fibras musculares, se atribuye al
aumento en la sintesis de proteina inducida por los § agonistas. Otro factor que contribuye a
la reduccion del glucégeno almacenado es el estrés provocado por un mal manejo

zootécnico de los animales.

Los datos obtenidos en la presente investigacion servirdn como base para futuros trabajos,
en los cuales se correlacionaran las caracteristicas metabdlicas y morfolégicas, con el
principal objetivo de conocer hasta donde se ve comprometida la calidad de la carne de
animales alimentados con 3 agosnistas y obtener el maximo rendimiento en canal, con un

alto grado de excelencia, volviendo redituable la produccion de ganado bovino de carne.
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9. PROSPECTIVAS.

En el presente trabajo, algunos resultados obtenidos de la evaluacion de fibras musculares
de bovinos que fueron tratados con beta agonistas, muestran discrepancia con otros
previamente reportados en la literatura. De tal manera que se propone establecer controles

MAs rigurosos en variables tales como: raza, edad y manejo zootécnico.

Por otro lado, es necesario modificar los protocolos, tanto de alimentacion como en la

administracion de farmacos (dosis y tiempo de administracion).

Una vez que se logren controlar estas variables en lo posible, se obtendran datos mas
fehacientes, que ayuden a entender de una mejor manera, el comportamiento de las fibras

musculares.
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10. ANEXO.

Cuadro 2. Caracteristicas contractiles, metabdlicas y morfoldgicas, en el fenotipo fibrilar del musculo longissimus dorsi,
de bovinos productores de carne del grupo testigo, del primer y segundo muestreo.

Tipo de fibra | A 1]

Tincién/ caracteristica ler. Muestreo 20. Muestreo ler. Muestreo 20. Muestreo ler. Muestreo 20. Muestreo
Proporcion (%) 38.06 20.61 25.56 33.19 36.36 46.20
Nucleos (#/10%/um?) 453 +0.239 5.38 +0.229 * 4 $0.294 5.96 +0.203 475 +0.297 538 +0.181
Capilares (#/103/um?) 45 +0.231 492 +0.192 4.1 +0.280 495 +0.149 475 0.3 477 +0.138
Area transversal (um?) 927.06 +71.26 2296.58 +139.96 *| 134511 +103.45 2648.87 +100.26 1778.1 +£100.62 | 3091.45 +100.48
mATPasa (D.O) 0.245 +0.0075 0.256 +0.0114 0.417 +0.0108 0.3 +0.0184 0.598 +0.0193 0.491 +0.0260
aGPDH (D.O) 0.469 +0.0112 0.465 +0.0116 0.511 +0.0191 0.494 +0.0101 0.49 +0.0153 0.53 +0.0091
SDH (D.O) 0.459 +0.0072 0.555 +0.0102 * 0.501 +0.013 0.599 +0.0094 0.498 +0.0124 0.571 +0.0058
aPAS (D.O) 0.345 +0.0086 0.333 +0.00436 0.267 +0.0117 0.337 +0.0036 0.297 +0.0111 0.326 +0.0025
PAS (D.O) 0.316 +0.0070 0.266 +0.0084 * 0.31 +0.0111 0.314 +0.0055 0.303 +0.0081 0.321 +0.0055

Valores del segundo muestreo con asterisco, presenta diferencia significativa (P<0.05). n= 450 fibras por tratamiento
(D.O) Densidad dptica, a mayor valor, mayor actividad de la enzima o presencia del sustrato.
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Cuadro 3. Efectos de la administracion de ractopamina, en el fenotipo fibrilar del musculo longissimus dorsi de bovinos productores de

carne.
Tipo de fibra | A 1B

Tincién/caracteristica ler. Muestreo 20. Muestreo ler. Muestreo 20. Muestreo ler. Muestreo 20. Muestreo
Proporcion (%) 23.31 27.88 42.60 35.84 34.08 36.28
Nucleos (#/10%/um?) 6.05 +0.377 5.65 +0.239 6.36 +0.289 6.4 +0.289 6.39 +0.352 54 +0.211
Capilares (#/103/um?) 4.44 +0.213 534 +£0231 * 4.69 +0.185 5.98 +0.209 481 +0.176 539 $0.172
Area transversal (um?) 125404 +128.48 | 1352.84 +66.02 1342.91 +100.77 | 1779.31 +77.40 1458.44 +129.77 | 1891.73 +66.52
mATPasa (D.O) 0.271 +0.0158 0.244 +0.0128 0.519 +0.0124 0.408 +0.0.151 0.776 +0.0.115 0.57 +0.0172
aGPDH (D.O) 0.515 +0.0335 0.497 +0.0138 0.575 +0.0214 0.592 +0.0127 0.599 +0.0223 0.546 +0.0097
SDH (D.O) 0.683 +0.0194 0.596 +0.0099 * 0.612 +0.0183 0.538 +0.0087 0.617 +0.0206 0.552 +0.0088
aPAS (D.O) 0.43 +0.0095 0.353 +0.0063 * 0.403 +0.0057 0.349 +0.0037 0.408 +0.0073 0.335 +0.0049
PAS (D.O) 0.453 +0.0168 0.268 +0.009  * 0.45 +0.0107 0.224 +0.0083 0.435 +0.0147 0.282 +0.0058

Valores del segundo muestreo con asterisco, presenta diferencia significativa (P<0.05). n= 450 fibras por tratamiento
(D.O) Densidad dptica, a mayor valor, mayor actividad de la enzima o presencia del sustrato.

Cuadro 4. Efectos de la administracion de zilpaterol, en el fenotipo fibrilar del musculo longissimus dorsi de bovinos productores de carne.

Tipo de fibra | A 1B
Tincién/caracterl’stica ler. Muestreo 20. Muestreo ler. Muestreo 20. Muestreo ler. Muestreo 20. Muestreo

Proporcion (%) 36.00 31.28 47.33 29.57 16.67 39.15
Nucleos (#/103/um?) 5.44 +0.424 429 +0.173 * 4.46 +0.233 41 +0.177 5.12 +0.397 3.85 +0.13 *
Capilares (#/103/um?) 455 +0.248 5.3 +0.168 * 487 +0.21 5.22 +0.177 416 +0.176 476 +0.134
Area transversal (um?) 247134 +23432 | 177837 +81.186  *| 2206.11 +248.005 | 2831.53 +164.70 4477.95 +511.65 | 2673.09 +124.04 *
mATPasa (D.O) 0.201 +0.0063 0.28 +0.0079  * 0.309 +0.0082 0.545 +0.0079 0.457 +0.0265 0.682 +0.0068 *
aGPDH (D.O) 0.57 +0.0171 0.436 +0.0119 * 0.632 +0.0127 0.511 +0.013 0.57 +0.0108 0.485 +0.0107 *
SDH (D.O) 0.424 +0.0189 0.576 +0.0134 * 0.499 +0.0150 0.589 +0.0135 0.427 +0.0186 0.601 +0.0128 *
aPAS (D.O) 0.439 +0.0157 0.321 +0.00684 * 0.432 £0.0116 0.324 +0.0058 0.53 +0.0215 0.32 +0.0055 *
PAS (D.O) 0.389 +0.0114 0.257 +0.0053 * 0.419 +0.0097 0.253 +0.0049 0.386 +0.0204 0.231 +0.0046 *

Valores del segundo muestreo con asterisco, presenta diferencia significativa (P<0.05). n= 450 fibras por tratamiento
(D.O) Densidad dptica, a mayor valor, mayor actividad de la enzima o presencia del sustrato.
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Cuadro 5. Efecto de la aplicacion de ractopamina y zilpaterol en la densidad de nicleos (x103/um2),
en el musculo longissimus dorsi, del segundo muestreo.

n=450/Tratamiento

Testigo 2 Ractopamina 2 Zilpaterol 2
Caracteristica Fibra Error Error

Media Estandar Media Estandar Media Error Estandar

Nucleo (#/10°/um?) 1B 5.38 £0.181 a 54 £0.211 a 3.85 +0.13 b
Nucleo (#/103/um?) 1A 5.96 +0.203 a 6.4 +0.289 a 4.1 +0.177 b
Nucleo (#/10%°/um?) | 5.38 +0.229 a 5.65 +0.239 a 4.29 +0.173 b

A letras diferentes entre columnas, presentan diferencia significativa (P< 0.05).

Cuadro 6. Efecto de la administracién de ractopamina y zilpaterol en la densidad capilar (x10%/um2),
en el musculo longissimus dorsi, del segundo muestreo.

n=450/Tratamiento
Testigo 2 Ractopamina 2 Zilpaterol 2
Caracteristica Fibra Error Error
Media Estandar Media Estandar Media | Error Estandar
Capilares (#/103/um?) B 477 +0.138 a 539 +0.172 b 476 +0.134 a
Capilares (#/10%/um?) A 495 +0.149 a 598 +0.209 b 522 +0.177 a
Capilares (#/103/um?) 1 492 +0.192 a 534 +0.231 a 53 +0.168 a

A letras diferentes entre columnas, presentan diferencia significativa (P< 0.05).

Cuadro 7. Efecto de la aplicacion de ractopamina y zilpaterol en el area transversal de las fibras
musculares (um2), en el masculo longissimus dorsi, del segundo muestreo.

n=450/Tratamiento
Testigo 2 Ractopamina 2 Zilpaterol 2
Caracteristica Fibra Error Error
Media Estandar Media Estandar Media Error Estandar
Area Transversal (um?) 11B 3091.45 +100.48 a| 1891.73 +66.52 b| 2673.09 +124.04 <
Area Transversal (um?) 1A 2648.87 +100.26 a| 1779.31 +77.40 b| 283153 +164.70 a
Area Transversal (um?) | 2296.58 +139.96 a| 1352.84 +66.02 b| 177837 +81.186 ¢

A letras diferentes entre columnas, presentan diferencia significativa (P< 0.05).

Cuadro 8. Efecto de la aplicacion de ractopamina y zilpaterol en la actividad de la ATPasa, en el
musculo longissimus dorsi, del segundo muestreo.

n=450/Tratamiento
Caracteristica Fibra Testigo 2 Ractopamina 2 Zilpaterol 2
Media | Error Estandar | Media | Error Estandar | Media | Error Estandar
M ATPasa (D.O) 11B 0.491 +0.0260 a 0.57 +0.0172 b 0.682 +0.0068 c
M ATPasa (D.O) 1A 0.3 +0.0184 a 0.408 +0.0.151 b 0.545 +0.0079 c
M ATPasa (D.O) | 0.256 +0.0114 ab 0.244 +0.0128 a 0.28 +0.0079 b

A letras diferentes entre columnas, presentan diferencia significativa (P< 0.05).
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Cuadro 9. Efecto de la administracion de ractopamina y zilpaterol en la actividad de la enzima aGPD, en
el masculo longissimus dorsi, del segundo muestreo.

n=450/Tratamiento

L. i Testigo 2 Ractopamina 2 Zilpaterol 2
Caracteristica Fibra
Media Error Estandar Media Error Estandar Media Error Estandar
GPDH (D.O.) 11B 0.53 +0.0091 a 0.546 +0.0097 a 0.485 +0.0107 b
GPDH (D.O.) 1A 0.494 +0.0101 a 0.592 +0.0127 b 0.511 +£0.013 a
GPDH (D.O.) | 0.465 +0.0116 ab 0.497 +0.0138 a 0.436 +0.0119 b

A letras diferentes entre columnas, presentan diferencia significativa (P< 0.05).

Cuadro 10. Efecto de la administracion de zilpaterol y ractopamina, en la actividad enzimatica de la
SDH, en el musculo longissimus dorsi, del segundo muestreo.

n=450/Tratamiento

L. ) Testigo 2 Ractopamina 2 Zilpaterol 2
Caracteristica Fibra
Media Error Estandar Media Error Estandar Media Error Estandar
SDH (D.O.) 1]:] 0.571 +0.0058 ab 0.552 +0.0088 a 0.601 +0.0128 b
SDH (D.O.) 1A 0.599 +0.0094 a 0.538 +0.0087 b 0.589 +0.0135 a
SDH (D.O.) | 0.555 +0.0102 a 0.596 +0.0099 a 0.576 +0.0134 a

A letras diferentes entre columnas, presentan diferencia significativa (P< 0.05).

Cuadro 11. Efecto de la administracion de zilpaterol y ractopamina, en la digestion del glucégeno, en
el musculo longissimus dorsi, del segundo muestreo.

n=450/Tratamiento

Lo X Testigo 2 Ractopamina 2 Zilpaterol 2
Caracteristica Fibra
Media Error Estandar Media | Error Estandar | Media Error Estandar
aPAS (D.O.) 11B 0.326 +0.0025 a 0.335 +0.0049 a 0.32 +0.0055 a
aPAS (D.O.) 1A 0.337 +0.0036 ab 0.349 +0.0037 a 0.324 +0.0058 b
aPAS (D.O.) | 0.333 +£0.00436 ab 0.353 +0.0063 a 0.321 +0.00684 b

A letras diferentes entre columnas, presentan diferencia significativa (P< 0.05).

Cuadro 12. Efecto de la administracion de zilpaterol y ractopamina, en la cantidad de glucégeno

almacenado por las fibras musculares, en el musculo longissimus dorsi, del segundo muestreo.

n=450/Tratamiento

. . Testigo 2 Ractopamina 2 Zilpaterol 2
Caracteristica Fibra
Media Error Estandar Media Error Estandar Media Error Estandar
PAS (D.O.) [1]:] 0.321 +0.0055 a 0.282 +0.0058 b 0.231 +0.0046 c
PAS (D.O.) 1A 0.314 +0.0055 a 0.224 +0.0083 b 0.253 +0.0049 ¢
PAS (D.O.) | 0.266 +0.0084 a 0.268 +0.009 a 0.257 +0.0053 a

A letras diferentes entre columnas, presentan diferencia significativa (P< 0.05).

Cuadro 13. Efecto de la administracion de zilpaterol y ractopamina, en la proporcion del tipo de fibras,
en el musculo longissimus dorsi, del segundo muestreo.

Caracteristica Fibra Testigo 2 Ractopamina 2 Zilpaterol 2
% de Fibras 11B 46.20 a 36.28 b 39.15 b
% de Fibras 1A 33.19 ab 35.84 b 29.57 a
% de Fibras | 20.61 a 27.88 b 31.28 b

A letras diferentes entre columnas, presentan diferencia significativa (P< 0.05).

64



Cuadro 14. Caracteristicas contractiles, metabdlicas y morfoldgicas, en el fenotipo fibrilar del musculo semitendinoso, de bovinos
productores de carne del grupo testigo del primer y segundo muestreo.

Tipo de fibra I A 1IB
Tincién/caracteristica ler. Muestreo 20. Muestreo ler. Muestreo 20. Muestreo ler. Muestreo 20. Muestreo
Proporcion (%) 37.34 16.85 * 30.66 26.16 32.00 56.98 *
Nucleos (#/103/um?) 5.02 +0.305 6.27 +0.270 * 5.16 +0.472 6.16 +0.242 4.16 +0.288 556 +0.178 *

Capilares (#/10%/um?) 478 +0.264 563 +0.227 * 456 +0.261 495 +0.223 4.75 +0.374 5.11 +0.144

Area transversal (um?) 1038.19 +110.46 | 2442.68 +154.38 *| 1121.82 +127.01 | 2897.74 +138.71 1370.83 +190.99 | 3555.29 +100.12 *
mATPasa (D.O) 0.69 +0.0061 0.254 +0.0068 * 0.171 +0.0045 0.425 +0.0131 0.281 +0.0092 0.709 +0.0146 *
aGPDH (D.O) 0.656 +0.0119 0.525 +0.0115 * 0.64 +0.0147 0.525 +0.0086 0.659 +0.0117 0.572 +0.0066 *
SDH (D.O) 0.643 +0.0079 0.539 +0.0117 * 0.637 +0.0109 0.572 +0.0105 0.665 +0.0063 0.477 +0.0074 *
aPAS (D.O) 0.371 +0.0064 0.357 +0.0059 0.358 +0.0065 0.316 +0.0041 0.342 +0.0033 0.307 +0.0035 *
PAS (D.O) 0.4 +0.0077 0.319 +0.0119 * 0.386 +0.0074 0.285 +0.0078 0.377 +0.0048 0.285 +0.0068 *

Valores del segundo muestreo con asterisco, presenta diferencia significativa (P<0.05). n= 450 fibras por tratamiento
(D.0) Densidad 6ptica, a mayor valor, mayor actividad de la enzima o presencia del sustrato.

Cuadro 15. Efectos de la administracidon de ractopamina, en el fenotipo fibrilar del misculo semitendinoso
de bovinos productores de carne

Tipo de fibra | A 1]
Tincién/caracteristica ler. Muestreo 20. Muestreo ler. Muestreo 20. Muestreo ler. Muestreo 20. Muestreo
Proporcion (%) 32.72 17.36 * 39.09 29.06 * 28.18 53.58 *

Nucleos (#/103/um?) 5.05 +0.349 5.16 +0.271 5.27 +0.334 5.06 +0.201 435 +0.329 491 +0.145
Capilares (#/103/um?) 3.8 +0.224 489 +0.283 * 439 +0.185 5.02 +0.159 * 4.64 +0.319 5.29 +0.136
Area transversal (um?) 1182.3 +92.14 1364.46 +81.913 1267.75 +141.22 | 1523.46 +68.34 1478.02 +112.02 | 17055 +49.31
mATPasa (D.O) 0.202 +0.0.106 0.193 +0.0107 0.365 +0.012 0.414 +0.0074 * 0.553 +0.014 0.598 +0.0066 *
aGPDH (D.O) 0.727 +0.0136 049 +0.0122 * 0.738 +0.0135 0.589 +0.0092 * 0.744 +0.0076 0.614 +0.006 *
SDH (D.O) 0.744 +0.0140 0.621 +0.0110 * 0.787 +0.0134 0.533 +0.0116 * 0.702 +0.0083 0.523 +0.0086 *
aPAS (D.O) 0.499 +0.0258 0.344 +0.008 * 0.489 +0.0163 0.328 +0.0049 * 0.389 +0.0075 0.324 +0.0027 *
PAS (D.O) 0.46 +0.03 0.263 +0.0111 * 0.557 +0.0316 0.246 +0.0083 * 0.352 +0.0066 0.248 +0.0065 *

Valores del segundo muestreo con asterisco, presenta diferencia significativa (P<0.05).

n= 450 fibras por tratamiento
(D.O) Densidad optica, a mayor valor, mayor actividad de la enzima o presencia del sustrato.
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Cuadro 16. Efectos de la administracion de zilpaterol, en el fenotipo fibrilar del musculo semitendinoso de bovinos de carne.

Tipo de fibra A 1]
Tincién/caracteristica ler. Muestreo 20. Muestreo ler. Muestreo 20. Muestreo ler. Muestreo 20. Muestreo
Proporcion (%) 24.82 18.65 51.03 34.62 24.13 46.73 *
Nucleos (#/103/um?) 45 +0.301 411 +0.206 3.69 +0.168 4.16 +0.158 5 +0.349 404 +0.122 *
Capilares (#/10%/um?) 461 +0.187 434 +0.173 445 +0.129 411 +0.133 5.2 +0.217 416 +0.121 *
Area transversal (um?) 1820.41 +210.64 | 1866.23 +109.25 1804.33 +102.82 | 2756.54 +128.96 3411.03 +349.5 | 2520.62 +88.054 *
mATPasa (D.O) 0.26 +0.0147 0.283 +0.0147 0.464 +0.0117 0.456 +0.0105 0.646 +0.0187 0.587 +0.011 *

aGPDH (D.O) 0.659 +0.0097 0.589 +0.0078 0.673 +0.0073 0.633 +0.0062 0.658 +0.0119 0.587 +0.0062 *
SDH (D.O) 0.674 +0.0109 0.554 +0.0084 0.693 +0.0072 0.546 +0.0064 0.669 +0.0122 0.537 +0.0066 *
aPAS (D.O) 0.403 +0.0081 0.309 +0.0036 0.374 +0.0061 0.32 +0.0032 0.385 +0.0096 0.293 +0.0028 *
PAS (D.O) 0.456 +0.0122 0.23 +0.0057 0.447 +0.0101 0.22 +0.0035 0.406 +0.0103 0.22 £0.0032 *

Valores del segundo muestreo con asterisco, presenta diferencia significativa (P<0.05). n= 450 fibras por tratamiento
(D.O) Densidad optica, a mayor valor, mayor actividad de la enzima o presencia del sustrato.
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Cuadro 17. Efecto de la aplicacién de ractopamina y zilpaterol en la densidad de ndcleos (x10%um?2), en el masculo
semitendinoso, del segundo muestreo.

n=450/Tratamiento
Testigo 2 Ractopamina 2 Zilpaterol 2
Caracteristica Fibra Error Error Error
Media Estandar Media Estandar Media Estandar
Nucleo (#/10%/um?) 11B 5.56 +0.178 a 491 +0.145 b 4.04 +0.122 C
Nucleo (#/10%/um?) A 6.16 *+0.242 a 5.06 +0.201 b 4,16 +0.158 C
Nucleo (#/10%/um?) | 6.27 +0.270 a 5.16 +0.271 b 4,11 +0.206 C

A letras diferentes entre columnas, presentan diferencia significativa (P< 0.05).

Cuadro 18. Efecto de la administracién de ractopamina y zilpaterol en la densidad capilar (x10%/pum?), en el misculo
semitendinoso, del segundo muestreo.

n=450/Tratamiento

Testigo 2 Ractopamina 2 Zilpaterol 2
Caracteristica Fibra Error Error
Media Estandar Media | Error Estandar | Media Estandar
Capilares (#/10%/um?) B 5.11 +0.144 a 5.29 +0.136 a 416 +0.121 b
Capilares (#/10%/um?) 1A 495 +0.223 a 5.02 +0.159 a 4,11 +0.133 b
Capilares (#/10%/um?) | 5.63 +0.227 a 4.89 +0.283 ab 434 +0.173 b

A letras diferentes entre columnas, presentan diferencia significativa (P< 0.05).

Cuadro 19. Efecto de la aplicacion de ractopamina y zilpaterol en el area transversal de las fibras musculares (um2), en
el musculo semitendinoso del segundo muestreo.

n=450/Tratamiento

Testigo 2 Ractopamina 2 Zilpaterol 2
Caracteristica Fibra Error Error
Media Estandar Media | Error Estandar | Media Estandar
Area Transversal (um?) 1B 3555.29 +100.12 a 1705.5 +49.31 b 2520.62 +88.054 c
Area Transversal (um?) 1A 2897.74 +138.71 a 1523.46 +68.34 b 2756.54 +128.96 a
Area Transversal (um?) | 2442.68 +154.38 a 1364.46 +81.913 b 1866.23 +109.25 C

A letras diferentes entre columnas, presentan diferencia significativa (P< 0.05).

Cuadro 20. Efecto de la aplicacion de ractopamina y zilpaterol en la actividad de la ATPasa, en el misculo
semitendinoso del segundo muestreo.

n=450/Tratamiento

L. . Testigo 2 Ractopamina 2 Zilpaterol 2
Caracteristica Fibra
Media Error Estandar Media Error Estandar Media Error Estandar
M ATPasa (D.O) 11B 0.709 +0.0146 a 0.598 +0.0066 b 0.587 +0.011 b
M ATPasa (D.O) 1A 0.425 +0.0131 ab 0.414 +0.0074 a 0.456 +0.0105 b
M ATPasa (D.O) | 0.254 +0.0068 a 0.193 +0.0107 b 0.283 +0.0147 a

A letras diferentes entre columnas, presentan diferencia significativa (P< 0.05).
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Cuadro 21. Efecto de la administracion de ractopamina y zilpaterol en la actividad de la enzima aGPD, en el mdsculo
semitendinoso, del segundo muestreo.

n=450/Tratamiento

L. ) Testigo 2 Ractopamina 2 Zilpaterol 2
Caracteristica Fibra
Media Error Estandar Media Error Estandar Media Error Estandar
GPDH (D.O.) 1B 0.572 +0.0066 a 0.614 +0.006 b 0.587 +0.0062 a
GPDH (D.O.) 1A 0.525 +0.0086 a 0.589 +0.0092 b 0.633 +0.0062 c
GPDH (D.O.) | 0.525 +0.0115 a 0.49 +0.0122 a 0.589 +0.0078 b

A letras diferentes entre columnas, presentan diferencia significativa (P< 0.05).

Cuadro 22. Efecto de la administracion de zilpaterol y ractopamina, en la actividad enzimatica de la SDH, en el masculo
semitendinoso del segundo muestreo.

n=450/Tratamiento

L. ) Testigo 2 Ractopamina 2 Zilpaterol 2
Caracteristica Fibra
Media Error Estandar Media Error Estandar Media Error Estandar
SDH (D.O.) ]3] 0.477 +£0.0074 a 0.523 +0.0086 b 0.537 +0.0066 b
SDH (D.O.) 1A 0.572 +0.0105 a 0.533 +0.0116 b 0.546 +0.0064 ab
SDH (D.O.) | 0.539 +0.0117 a 0.621 +0.0110 b 0.554 +0.0084 a

A letras diferentes entre columnas, presentan diferencia significativa (P< 0.05).

Cuadro 23. Efecto de la administracion de zilpaterol y ractopamina, en la digestién del glucégeno, en el musculo
semitendinoso, del segundo muestreo.

n=450/Tratamiento

L. ) Testigo 2 Ractopamina 2 Zilpaterol 2
Caracteristica Fibra
Media Error Estandar Media Error Estandar Media Error Estandar
aPAS (D.O.) 1] 0.307 +0.0035 a 0.324 +0.0027 b 0.293 +0.0028 c
aPAS (D.O.) 1A 0.316 +0.0041 a 0.328 +0.0049 a 0.32 +0.0032 a
aPAS (D.O.) | 0.357 +0.0059 a 0.344 +0.008 a 0.309 +0.0036 b

A letras diferentes entre columnas, presentan diferencia significativa (P< 0.05).

Cuadro 24. Efecto de la administracion de zilpaterol y ractopamina, en la cantidad de glucégeno almacenado por las fibras

musculares, en el misculo semitendinoso, del segundo muestreo.

n=450/Tratamiento

L. . Testigo 2 Ractopamina 2 Zilpaterol 2
Caracteristica Fibra
Media Error Estandar Media Error Estandar Media Error Estandar
PAS (D.O.) 1B 0.285 +0.0068 a 0.248 +0.0065 b 0.22 +0.0032 ¢
PAS (D.O.) IA 0.285 +0.0078 a 0.246 +0.0083 b 0.22 +0.0035 c
PAS (D.O.) | 0.319 +0.0119 a 0.263 +0.0111 b 0.23 +0.0057 o

A letras diferentes entre columnas, presentan diferencia significativa (P< 0.05).

Cuadro 25. Efecto de la administracion de zilpaterol y ractopamina, en la proporcién del tipo de fibras, en el misculo
semitendinoso, del segundo muestreo.

Testigo 2 Ractopamina 2 Zilpaterol 2
% de Fibras 11B 56.98 a 53.58 a 46.73
% de Fibras 1A 26.16 a 29.06 a 34.62
% de Fibras | 16.85 a 17.36 a 18.65 a

A letras diferentes entre columnas, presentan diferencia significativa (P< 0.05).
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