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RESUMEN

El efecto de agonistas adrenérgicos-p como promotores de crecimiento en ovinos es aun
inconsistente y existe escasa evidencia sobre los mecanismos a nivel celular que ocurren al
suplementar estas moléculas en esta especie. Ademas, se han propuesto nuevas alternativas
naturales como el acido ferdlico (AF), al cual se le ha encontrado un efecto promotor de crecimiento
en animales similar a los agonistas adrenérgicos- (AA-B). Sin embargo, la respuesta de AF a nivel
productivo y fisiologico en ovinos aun es inconsistente. El objetivo del presente estudio fue evaluar
el comportamiento productivo, las caracteristicas de la canal, el tipo y morfometria de las fibras
musculares y la expresion génica en tejido muscular de corderos de pelo suplementados con AF y
clorhidrato de zilpaterol (CZ). Se utilizaron 32 corderos de pelo, machos, cruzas Dorper x Pelibuey
(peso inicial 24 £ 3 kg) bajo un disefio en bloques completos al azar. Se alojaron dos corderos por
corral (n =4) y se les asignaron uno de cuatro tratamientos experimentales durante 32 dias: 1) dieta
basal sin aditivo (Testigo); 2) 300 mg/d de acido ferulico (AF300); 3) 600 mg/d de acido ferulico
(AF600); 4) 6 mg/d de CZ. Los resultados del comportamiento productivo mostraron diferencias
en el peso final y la ganancia diaria de peso con un aumento de 6.4% y 25.5%, respectivamente
con los tratamientos AF300, AF600 y CZ respecto al testigo (P < 0.05). En las caracteristicas de la
canal, el &rea del masculo LT fue 13% mayor en CZ respecto a AF (P < 0.05). La suplementacion
con AF o CZ no afecto los porcentajes de fibras musculares (P > 0.05), pero el area de seccién
transversal (AST) en las fibras oxidativas incrementd entre 800 y 1000 um? en animales
suplementaos con AF y CZ, respecto al testigo (P < 0.05). Los andlisis de expresion de genes
arrojaron una mayor abundancia de ARNm para el receptor 2 en CZ, respecto a los demas
tratamientos (P < 0.05). La expresion del gen MHC-1 mostr6 que AF300, AF600 y CZ
incrementaron los niveles de ARNm de 2 a 4 veces mas respecto al testigo (P < 0.05); mientras que
la expresion de MHC-I1X fue hasta 4 veces mayor en CZ respecto a los demas tratamientos (P <
0.05). Con base en lo anterior, consideramos que AF y CZ promueven una mejora en las variables
en corral, mediante un aumento en la expresién de MHC-I, lo cual provocé fibras oxidativas mas
gruesas. Sin embargo, se concluy6 que el mecanismo B-agonista solamente ocurrio con CZ debido
al incremento en el contenido de ARNm para el receptor 2.

Palabras clave: Corderos de pelo, acido ferdlico, clorhidrato de zilpaterol, comportamiento
productivo, fibra muscular, expresion génica.
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ABSTRACT

Studies of B-adrenergic agonists as growth promoters in lambs are still inconsistent and there is
scarce evidence about their mode of action. Moreover, new natural alternatives for growth
promoters have been proposed, such as ferulic acid (FA), which is a molecule that recently have
shown evidence as growth promoter in animals similar to f-adrenergic agonists. However, FA’s
effect on productive performance parameters and mode of action in lambs are unknown. The aim
of the present study was to evaluate growth performance, carcass characteristics, type and
morphometric characteristics of muscle fibers and specific genes expression in lambs
supplemented with FA and zilpaterol hydrochloride (CZ). Thirty-two male Dorper x Pelibuey
crossbred lambs (initial weight 24 + 3 kg) were used under a randomized complete block design.
Two lambs were allocated per pen (n = 4) and assigned to one of four experimental treatments: 1)
basal diet without additive (Control); 2) 300 mg/day of ferulic acid (FA300); 3) 600 mg/day of
ferulic acid (FA600); 4) 6 mg/day of zilpaterol hydrochloride (CZ). The period of supplementation
was for 32 days and growth performance, carcass characteristics, and histomorphometry of
Longissimus thoracis (LT) fibers and gene expression were evaluated. Results of growth
performance showed differences for final weight and daily weight gain with an increase of 6.4%
and 25.5%, respectively with FA or CZ supplementation in comparison to control (P < 0.05). In
carcass characteristics, the LT muscle area was 13% higher in CZ than FA (P < 0.05).
Supplementation of FA or CZ increased cross-sectional area of oxidative fibers between 800 and
1000 um? in comparison to control (P < 0.05). Gene expression tests showed a higher levels of
mRNA for B2 receptors in CZ in comparison with all other treatments (P < 0.05); the expression
for MHC-I showed that FA doses and CZ increased their mRNA levels, which were 2 to 4 fold
higher than control (P < 0.05), the expression of MHC-11X was 4 fold higher in CZ in comparison
to the other treatments (P < 0.05). We concluded that FA and CZ generated an improvement in
growth performance parameters through an increase in the expression of MHC-I, that promoted
larger oxidative fibers; however, it was concluded that only CZ possessed a f-agonist mechanism

due to the increase in abundance of B2 receptor.

Keywords: Hair lambs, ferulic acid, zilpaterol hydrochloride, feedlot performance, muscle fiber,
gene expression.
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1. INTRODUCCION

En México, la explotacion de ganado ovino posee un impacto econémico que va en
crecimiento dentro del sector pecuario solo por debajo de especies como aves, bovinos y cerdos,
en donde a través de los afios y con el apoyo del sector gubernamental, la produccion de esta especie
ha incrementado. En el afio 2003 la produccion era de aproximadamente 40 mil toneladas en canal,
actualmente se producen cerca de 60 mil toneladas de carne en canal (SIAP-SAGARPA, 2015).
Esta produccion se destina principalmente a la zona centro y sur de México, debido a la diversidad
de platillos en la que este tipo de carne se utiliza; sin embargo, la demanda no se cubre en su
totalidad y requiere buscar mercados extranjeros para la importacion, estimandose que 30% de esta
carne proviene de paises como Nueva Zelanda, Estados Unidos y Australia (SIAP, 2012).

En este sentido, en algunos estados como Sonora, Sinaloa y Baja California, se trabaja en la
explotacion de esta especie mediante diferentes estrategias tecnoldgicas que ayudan a mejorar la
produccion, como son la manipulacion genética y mejoras en el sistema de alimentacion. Dentro
de ésta Ultima se encuentra el uso de compuestos promotores de crecimiento como implantes
hormonales o compuestos agonistas adrenérgicos- (AA-B) (Macias-Cruz et al., 2010). Los AA-B
se consideran analogos de las hormonas enddgenas catecolaminas y su efecto se caracteriza por
una accion anabolizante, donde se incrementa la acrecion de musculo y disminucion en la sintesis
de grasa (Mersmann, 2002; Pringle et al., 1993). El clorhidrato de zilpaterol (CZ) y clorhidrato de
ractopamina (CR) son los Unicos aprobados para su uso en México, Estados Unidos, Sudafrica y
otros paises, y se implementan rutinariamente para promover el crecimiento en ganado bovino y
porcino en etapas de finalizacion. La aplicacion de estos dos compuestos genera mayor ganancia
de peso, mejora la eficiencia alimenticia y se logra con esto una reduccion de los costos productivos
ademas de incrementar el rendimiento en carne (Strydom et al., 2009).

Como se menciond anteriormente, en México estd permitido el uso del compuesto AA-f
clorhidrato de zilpaterol en rumiantes; sin embargo, a pesar que se sugieren dosis similares tanto
en ovinos como en bovinos, los resultados en ovinos son inconsistentes. Algunos estudios reportan
un efecto promotor en corral y mayores rendimientos en canal y carne, mientras que otros no
observan cambios, esto debido a las diferentes variables como la especie, sexo, edad, raza,
condiciones climéticas que pueden afectar la efectividad de estos compuestos (Davila-Ramirez et
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al., 2014; Estrada-Angulo et al., 2008; Lopez-Carlos et al., 2010; Macias-Cruz et al., 2010; Salinas-
Chavira et al., 2004).

A pesar de los beneficios que se obtienen por el uso de anabdlicos sintéticos, se ha buscado
implementar otras moléculas principalmente de origen natural provenientes de fuentes vegetales
(fitoquimicos) que potencialmente presentan resultados similares. Esto debido al rechazo de carne
con aditivos sintéticos por parte de paises europeos y asiaticos. Ademas, en México se han
reportado casos de intoxicacién por consumo de visceras y carne contaminada con un AA-B
prohibido (clembuterol), lo que abre las puertas al uso alternativo de compuestos naturales como
una estrategia favorable para mejorar el crecimiento animal y sin provocar riesgo al consumidor
(Chaves et al., 2008; Sumano et al., 2002).

El fitoquimico acido feralico (AF, acido 4-hidroxi-3-metoxicinamico) es un acido hidroxicinamico
presente en una amplia gama de fuentes vegetales, tales como los cereales, granos y frutas (Kumar
y Kanwar, 2011). En México, el AF se obtiene a partir de los residuos del proceso de
nixtamalizacion del maiz (nejayote) y mediante procesos alcalinos y enzimaticos es posible obtener
este compuesto de forma aislada con un alto grado de pureza (Asaff et al., 2004). La forma aislada
de AF reporta diferentes propiedades bioactivas a nivel fisiolégico y en la calidad de alimentos
(Kikuzaki et al., 2002; Ou y Kwok, 2004). Dentro de estas propiedades se encuentra el efecto
promotor de crecimiento mediante un posible mecanismo de tipo anabolizante. Un estudio previo
in vitro con células satélite de bovino mostrd que el AF incrementa los niveles de ARNm del
receptor B2 y de la cadena pesada de miosina similar al AA-B zilpaterol (Platt et al., 2012). Al ser
adicionado en dietas de monogastricos y bovinos en etapa de finalizacion, se provocé un efecto
promotor de crecimiento (Valenzuela-Grijalva, 2017; Pefia-Torres, 2014; Gonzélez-Rios et al.,
2013). Por tanto, el presente proyecto propone evaluar la inclusion de AF y CZ en la dieta de
corderos y evaluar los efectos a nivel productivo, histolégico y celular asociados a la ruta de accién

anabolizante.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Promotores de Crecimiento Implementados en Produccion Animal

Se les Ilama promotores de crecimiento (PC) a los aditivos que forman parte de la racion o

bien se suministran via subcutanea en animales con la finalidad de aumentar el peso diario en un
menor tiempo y ademas mejorar la conversion de alimento consumido (Mora, 2007). Los
promotores de crecimiento (iondforos, prebidticos, agonistas adrenérgicos-p o implantes
anabdlicos) se utilizan comunmente en el sector pecuario desde hace mas de tres décadas, con el
objetivo de lograr mayor rendimiento econdémico y productivo (Heitzman, 1979; Mersmann, 1998).
El modo de accion de los PC es dependiente de la especie animal al cual se le suministra. En el
caso de los aditivos como iondforos, enzimas, probidticos o prebidticos pueden influir sobre las
poblaciones microbianas en rumen y/o estobmago e impedir la infeccion de microorganismos
patogenos, lo que provoca una resistencia de los animales a enfermedades que perjudican la salud
y el rendimiento (Mora, 2007). Para los rumiantes, los ion6foros ejercen cambios a nivel poblacion
ruminal, donde se modifican los patrones de acidos grasos volatiles y se reduce la metanogénesis
0 se incrementa la proteina microbiana; ademas, dan lugar a una mayor eficiencia y uso de la
energia disponible en la dieta por parte del animal (Flachowsky y Lebzien, 2012; Garcia-Gonzélez
et al., 2006).
Por su parte, los compuestos anabolizantes pueden ser implantes subcutaneos o aditivos en el
alimento con un efecto a nivel hormonal como los AA-B, estos compuestos modifican el
metabolismo a través de una mayor sintesis de hormonas responsables del crecimiento. Estas
moléculas pueden ser de origen natural o sintético y ejercen efectos metabolicos en células diana;
tales compuestos se caracterizan por aumentar la sintesis de proteinas y/o promover la lipdlisis
(Araujo-Febres y Pietrosemoli, 1991; Stryer, 1996).
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2.2 Agonistas Adrenérgicos-8

En el caso de los AA-B, son moléculas sintéticas andlogas a las catecolaminas (epinefrina y
norepinefrina) dentro de los que se encuentran el clorhidrato de clembuterol, cimaterol, clorhidrato
de zilpaterol y clorhidrato de ractopamina con un mecanismo de tipo hormonal y solo estos dos
ultimos se permite su uso en en etapas de finalizacion en animales de engorda. La finalidad es
incrementar el anabolismo hacia la sintesis de masa muscular mediante el aprovechamiento de
nutrientes y energia proveniente del tejido adiposo. Estos compuestos provocan mayores
rendimientos tanto en corral como en la carne, lo que resulta favorable a nivel productivo y
econdémico para el productor (Anderson et al., 2004).

El uso de estas moléculas en rumiantes es una estrategia ampliamente utilizada en corrales de
engorda. De acuerdo a las dosis recomendadas (0.15mg/kg de PV/dia) se puede incrementar la
ganancia diaria de peso hasta un 25% y la conversién alimenticia entre un 10 a 30% respecto a
animales sin suplemento y manteniendose similares consumos de alimento (Estrada-Angulo, 2008;
Avendafio-Reyes et al., 2006; Strydom et al., 2009). Las caracteristicas de la canal también se ven
mejoradas al implementar AA-f, se han demostrado resultados positivos en el peso de las canales
de bovinos para carne, las cuales aumentan hasta 12 kg, los rendimientos en la canal se incrementan
desde 3 al 7%, el area del Longissimus dorsi hasta un 5% mayor y un 15% de reduccion en la grasa
dorsal (Moloney et al., 1990; Mohammadi et al., 2006).

No obstante, los resultados de la implementacion de AA-B en corderos no muestran una evidencia
consistente sobre su efecto en corral y caracteristicas de la canal bajo las dosis de 6 y 10 mg/d de
CZ Por un lado, se ha reportado en ovinos un incremento de hasta 25% en la ganancia de peso, una
mejora de conversion alimenticia del 30% y mayores rendimientos en la canal, sin encontrar
cambios significativos en el area de Longissimus dorsi y grasa dorsal (Estrada-Angulo et al., 2008;
Lépez-Carlos et al., 2010; Avendafio-Reyes et al., 2011). Contrariamente, Davila-Ramirez (2014)
solo encontré un cambio significativo en rendimiento de canal (2%) y un incremento de 8% en el
area de musculo Longissimus thoracis. Por su parte, Macias-Cruz (2016) no encontro diferencias
en corral ni en la canal al suplementar 6 mg/d de CZ en corderos. Por lo tanto, es necesario mayor
informacion en ovinos que respalde los cambios que ocurren en corral mediante el estudio de los

eventos a nivel celular e intracelular.
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2.2.1 Modo de Accion de los AA-p a Nivel Fisioldgico y Celular

Los AA-B son sustancias que actian de manera similar a las hormonas naturales catecolaminas e
influyen en la transformacion de reservas energéticas (glucogeno y grasa) que son aprovechadas
para la sintesis de proteinas musculares. Estas acciones ocasionan un cambio en la composicién
del mdsculo y grasa dorsal e intramuscular en el animal, lo que genera una carne mayormente
magra (Karg, 1989; Mersmann, 2002).

Los AA-fB se administran como parte de la racién alimenticia, atraviesan las paredes estomacales
y se absorben en el sistema portal, posteriormente circula a través del torrente sanguineo para ser
reconocidos en células diana. Como se observa en la Figura 1, el AA-B es reconocido por los
receptores B1 o f2 en membrana de celulas satélite muscular. Se forma el complejo agonista-
receptor y esto activa la proteina G (proteina unida al nucleétido guanina), esta proteina G libera
una subunidad proteica que activa a la enzima adenilato ciclasa, la cual es la responsable de la
sintesis de AMPc (adenosina de monofosfato ciclico) a partir de ATP (adenosina de trifosfato). El
AMPc es un segundo mensajero y el principal responsable de efectos posteriores dentro de la
célula. La proteina cinasa A (PKA) se traslada hacia el nucleo en donde se libera la subunidad
catalitica de esta cinasa la cual fosforila y activa la proteina CREB (CAMP response element-
binding, por sus siglas en inglés). Esta proteina CREB se une a una region de otra proteina llamada
CBP (proteina de union a CREB; CREB-binding protein, por sus siglas en inglés), lo que aumenta
o inhibe factores de transcripcién y genes involucrados en el crecimiento celular, diferenciacion y
regulacién de la masa muscular (Joassard et al., 2013).

Otra proteina que puede activar la PKA es la fosfoinositidina cinasa 3 (PI3K), la cual se sugiere
como la principal iniciadora de la activacion de la cinasa mTOR (mammalian target of rapamycin,
en inglés). Esta proteina es clave en la regulacion del crecimiento celular, ya que interviene en la
integracion de sefiales para factores de crecimiento, nutrientes y disponibilidad de energia para
sintesis de proteina (Hay y Sonenberg, 2004; Teleman et al., 2008). Adicionalmente el mTOR
participa en la regulacion del tamafio del masculo esquelético mediante la procesos de traduccion
del ADN (&cido desoxirribonucleico) (Glass, 2005).
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Figura 1. Mecanismo de conversion de la sefial del receptor adrenérgico-p (Adaptado de Anderson
etal., 2004).
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En este sentido, los mecanismos mencionados provocan un efecto de hipertrofia de las células
musculares después del tratamiento con AA-pB. Esto se debe a un incremento en la transcripcion de
ARNM para la cadena pesada de miosina (MHC, por sus siglas en inglés), el ARNm de la B-actina
y la enzima calpastatina, lo que conlleva a un incremento del tamafio de la fibra muscular. Cabe
indicar que la miosina es la proteina de mayor abundancia y es responsable del efecto de
contraccion-relajacion del musculo esquelético, mientras que la calpastatina se caracteriza por
inhibir la degradacion de las proteinas mediante la inhibicion de calpainas que son enzimas
proteoliticas presente en el masculo. También puede ocurrir una transicion en el tipo de fibras
musculares a causa de modificaciones metabolicas que suceden cuando se presenta una hipertrofia
muscular (Miller et al., 2012; Santiago, 1995; Yang y McElligott, 1989).

Cuando hay un reconocimiento celular de los AA-p en el tejido adiposo, estos compuestos inhiben
o reducen la deposicion de grasa en el animal mediante la activacion de proteina quinasa A, la que

a su vez fosforila a la hormona sensible a la lipasa, la cual es la iniciadora de la lipolisis (inhibicién
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de sintesis de &cidos grasos). Finalmente, los acidos grasos se dirigen del adipocito hacia otros
Organos para ser una fuente de energia, por lo que se ve afectado la cantidad de grasa almacenada
en el animal (Mersmann, 2002; Mersmann, 1998).

En funcion de lo anterior, un estudio realizado por Baxa et al. (2010) reportan un efecto promotor
en novillos suplementados con CZ, ya que se observo un incremento en la abundancia de ARNm
que codifica a B2 y de cadena pesada de miosina I1X (MHC-I1X, por sus siglas en inglés), 10 veces
mayor en presencia del aditivo. Otro estudio en cerdos suplementados con ractopamina mostré una
sobreexpresion de 3 veces en los transcritos de 2 y factor de crecimiento insulinico-1 (IGF-I, por
sus siglas en inglés) (Valenzuela-Grijalva, 2017). Estudios en corderos también muestran que al
inducir la hipertrofia muscular con cimaterol se presenta un incremento en el contenido celular de
ARN total hasta 35% mayor y una reduccion en el contenido de ADN del 22%, lo que arroja
mejores relaciones ARN: ADN que indican un mayor aprovechamiento en los procesos de
trascripcion y traduccion celular (Beerman et al., 1987).

Por otro lado, ademas de proporcionar efectos favorables en el metabolismo de las proteinas, la
suplementacion de AA-pB por largos periodos de tiempo puede promover la desensibilizacion y la
baja regulacion de los receptores B (Rothwell et al., 1987; Ryall et al., 2004; Wallukat, 2002). Lo
cual provoca cambios negativos a nivel comportamiento productivo y rendimientos en canal, como
menor GDP, bajo consumo de alimento, menores rendimientos en canal y en AOC (Beerman,
2002). El descenso de regulacion se define como una disminucion en el nimero total de receptores
debido a una sobreexposicion de algin compuesto, lo que genera la desensibilizacion mediante
fosforilaciones en la cola C-terminal de los receptores por la proteina G acoplada a proteina cinasa
(Finney et al., 2001; Wallukat, 2002).

Esta desensibilizacién celular causada por los AA-f es dependiente de factores como cinética del
compuesto, magnitud o duracion del estimulo, lo que puede afectar los procesos de post-
transcripcion, formacion del endosoma o resensibilizacion. Como se ha reportado previamente, la
activacion de CREB mediante la PKA, esta relacionada con la transcripcion del ARNm que
codifica al receptor adrenérgico 3, este transcrito puede ser degradado de manera espontanea o por
la proteina ligada al receptor  (B-ARBP) mediante degradacion (Hadcock et al., 1989; Mak et al.,
1995). En funcion de lo anterior, la baja regulacion de los receptores  de la membrana influye en

los procesos tanto de traduccion y transcripcion de ARN. Sin embargo, es necesaria mayor
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investigacion sobre los procesos de transcripcion, asi como el estudio de estabilidad de ARNm para

elucidar completamente este proceso (Sato et al., 2008).

2.2.2 Mecanismos Indirectos de los AA-B que Promueven el Crecimiento

Como se describi6 anteriormente, los compuestos AA-B promueven la acrecion muscular debido a
un aumento en la sintesis de proteinas como miosina y actina, a través de toda una cascada de
sefializaciones que ocurre desde la membrana celular hasta el ndcleo. Sin embargo, existen efectos
indirectos que suceden en el organismo animal al utilizar AA-p y que ayudan a coadyuvar la
hipertrofia muscular, tales como el aumento en la circulacion sanguinea hacia muasculo esquelético
donde se mejora la entrega de sustratos y fuentes de energia para la sintesis de proteina muscular
(Dominguez-Vara et al., 2009). De la misma forma, el aumento de flujo sanguineo al tejido adiposo
provoca que los &cidos grasos no esterificados (NEFA) se dirijan hacia afuera del tejido, lo que
conlleva a mejorar el proceso de lipélisis (Mersmann, 1998).

Los AA-f incrementan la sintesis de la proteina IGF-1 la cual esta involucrada directamente en un
efecto anabdlico y por otro lado en la activacion de mTOR mediada por proteinas cinasas (Akt).
Esta proteina es responsable de la inhibicidn de factores de transcripcion como Muscle atrophy F-
box (MAFbx, por sus siglas en inglés) y Muscle Ring Finger-1 (MuRF1, por sus siglas en inglés)
causantes de un deficit de crecimiento muscular (Coleman et al., 1995; Musaro et al., 2001). Otro
efecto indirecto del uso de compuestos AA-B, es la modulacion de la concentracion de sustancias
endocrinas, como el incremento de insulina y hormonas tiroideas en plasma. Sin embargo, el efecto
puede ser variado dependiendo de la especie animal y el tiempo de administracion del compuesto.
Estudios previos han reportado un incremento significativo en la concentracion de insulina en
bovinos, sin embargo, en ovejas no existe tal efecto; contrariamente, la administracion crénica de
AA-B aumenta las hormonas tiroideas en el plasma de corderos, pero no de forma significativa en
ganado bovino (Walker et al., 2007; Beermann et al., 1987; Zimmerli y Blum, 1990).
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2.2.3 Modificaciones en la Morfometria del Musculo Esquelético

Una de las respuestas fisioldgicas después de la suplementacion con AA-B en animales, es el
incremento del tamafio de la fibra muscular, ya que estos compuestos son responsables del aumento
de la sintesis de proteinas formadoras de fibras glicoliticas (tipo 11X) o fibras oxidativas (tipo I) en
musculo esquelético. A diferencia de las hormonas naturales como la del crecimiento (GH), donde
se genera un aumento de la deposicidn de proteinas en varios érganos, los AA-f inducen tal efecto
solamente en musculo esquelético, lo que conlleva a una hipertrofia muscular debido al incremento
en la transcripcion de proteinas de las cadenas pesadas de miosina. Lo que finalmente activa un
redireccionamiento de sustratos y fuentes de energia para la sintesis de proteina (Koohmaraie et
al., 1991; Miller et al., 2012; Santiago, 1995).

Ademas, el suministro de compuestos anabolicos 0 AA-B genera un aumento o transicion en las
fibras glicoliticas u oxidativas. Debido al uso de compuestos promotores de crecimiento, la
proporcion de fibras tienden a incrementarse, estableciendo que no solamente el tipo de fibras
puede variar dependiendo de la actividad fisica, sino que el uso de anabdlicos puede ejercer un
efecto significativo ya que en estado de reposo se tienden a generar sefializaciones que estimulan
la acrecion de un tipo de fibras en especifico (te Pas et al., 2004).

Las isoformas de MHC se consideran como parte medular en la caracterizacion y funcionalidad
del musculo esquelético y una sobreexpresion de esta proteina se considera una de las alteraciones
que ocurren con el uso de AA-B, lo cual causa un aumento en el AST. Asi mismo, se conoce que
las modificaciones gque se inducen por estos compuestos son transiciones de fibras lentas a rapidas
0 Tipo I-IIA—IIX (Gonzalez et al., 2010; te Pas et al., 2004). Al utilizar promotores de
crecimiento de tipo AA-B se tienden a modificar las proporciones de fibras y 10s tamafios, debido
al fendbmeno de hipertrofia muscular, y mediante ensayos de expresion génica se puede identificar
y cuantificar los cambios a nivel molecular que ocurren con las isoformas de MHC. En este sentido,
algunos reportes donde se evalué CZ en animales de engorda, muestran mayores cambios en
expresion de MHC- 1A, 11X y 1IB aunado al efecto promotor encontrado en corral y en las canales,
con un ligero cambio en la expresion de MHC-I (Baxa et al., 2010; Miller et al., 2012; Rathmann
et al., 2009).

Existen un reporte donde se han evaluado los cambios en las proporciones de fibras musculares de

novillos suplementados con AA-B, los cuales indican que existe una transicion aproximadamente
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de 21% de fibras tipo | hacia IlA (Gonzalez et al., 2010). Ademas diferentes estudios aseveran que
existe un incremento en el tamafio o area de seccidn transversal en fibras tipo lentas, intermedias y
rapidas que oscila desde el 25 hasta un 50% en especies como bovino y corderos suplementados
con clembuterol, ractopamina y cimaterol (Kim et al., 1987; Strydom et al., 2009). El incremento
en el tamafio de la fibra es mas recurrente en las fibras tipo 1A (intermedias) o 11X (rapidas), ya
que el mecanismo de accion de los AA- tiende a sintetizar mayormente proteinas que se dirigen
a fibras con metabolismo glicolitico. En este sentido, Beermann et al. (1987) reportaron una mayor
area de seccion transversal (AST) en corderos suplementados con cimaterol, en donde estos
aditivos incrementaron un 32% el tamafio de la fibra tipo-11 en el masculo LT, y 29% las fibras

tipo-11 en el musculo semitendinosus.

2.2.4 Consecuencias Negativas en Calidad de la Carne y Rechazo del Consumidor al Uso de
AA-B

A pesar de los beneficios que ofrecen los AA-B en cuanto a productividad en corral, se ha reportado
gue pueden presentarse repercusiones negativas en la calidad de la carne. Ejemplo de ello, es el
incremento en la dureza debido a un déficit en los procesos enzimaticos postmortem del musculo
y reduccidn en la cantidad de grasa intramuscular los cuales son factores importantes al momento
de la percepcidn de la terneza por parte del consumidor (Wheeler y Koohmaraie, 1992). En este
sentido, se han reportado valores de esfuerzo al corte en el musculo Longissimus dorsi de hasta 4
kg superiores respecto a la carne de los animales sin AA-B (Avendafio et al., 2006; Morén-
Fuenmayor et al., 2002).

De igual forma, la suplementacion de AA-f en animales causa una reduccion en el depdsito de
glucogeno muscular, lo que afecta el descenso del pH que normalmente ocurre postmortem debido
al metabolismo anaerobico, lo que provoca una carne con un color oscuro indeseable. También, la
miosina, la cual es susceptible a la desnaturalizacién, incrementa las posibilidades de una menor
retencion de agua y favorece las pérdidas por goteo. Inclusive como ya se indico arriba, los AA-B

tienden a reducir la cantidad de grasa, sobre todo la intramuscular o0 marmoleo. Estos cambios
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pueden llevar a pérdidas econdmicas ya que existe un mercado donde se cotiza y es preferida una
carne con mayor grado de marmoleo (Errecalde et al., 2003).

Adicionalmente, es necesario sefialar, que dependiendo del tipo de AA-B, la dosis utilizada, la
estabilidad de la molécula y la sobreexposicion de estos al animal, se puede generar cierta
residualidad en el musculo y visceras, lo que constituye un riesgo para la salud de los consumidores,
ya que pueden provocar cierta toxicidad aguda o cronica, efectos mutagénicos, reacciones alérgicas
y diferentes malestares. Asi, el riesgo de intoxicacion es el principal motivo del rechazo de carne
y subproductos provenientes de animales alimentados con AA-B (Fajardo-Zapata et al., 2011). Se
han presentado reportes de intoxicaciones principalmente por el consumo de visceras con residuos
de clembuterol, en un 70% de éstos casos las intoxicaciones fueron por consumo de higado (Lozano
y Arias, 2009; Vallejos et al., 2007).

A pesar de lo anterior, en Estados Unidos y México el uso de clorhidrato de ractopamina y
zilpaterol estd permitido. Estos compuestos cuando se usan adecuadamente en la produccion
animal, no representan riesgo de intoxicacion ya que debido a su estructura quimica el organismo
lo degrada rapidamente. Ademas de acuerdo a las recomendaciones del proveedor, se recomienda
un tiempo de retiro 2 a 3 dias antes del sacrificio de los animales. Sin embargo, es recomendable
controlar su uso ya que investigaciones con rumiantes (ovinos y bovinos), han detectado niveles
de residuos variables lo cual puede resultar riesgoso para la salud del consumidor, lo que
posteriormente provoca pérdidas econdmicas para las empresas debido al rechazo (Brambilla et
al., 2000; Errecalde et al., 2003). En base a lo anterior, es necesaria la basqueda de compuestos

naturales menos agresivos como alternativa en produccion animal.

2.3 Los Acidos Hidroxicinamicos como Alternativa al Uso de Promotores de Crecimiento

Sintéticos en Producciéon Animal

Los acidos hidroxicindmicos (AH) se derivan del acido cinamico que normalmente esta presente
en plantas y frutas en forma de éster de acidos organicos, glucosidos o inclusive unidos a proteinas
y otras moléculas de la pared celular como celulosa, xilanos y lignina (Chen y Ho, 1997; Nifio-
Medina et al., 2009). Dentro de los AH, los mas recurrentes en las fuentes vegetales son el &cido
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cafeico, ferulico, sinaptico, p-cumarico y clorogénico, estas moléculas se denominan
hidroxicinamicos por el grupo hidroxilo (-OH) adyacente al anillo aromético, ademéas poseen un
grupo alifatico y un acido carboxilico a su extremo (Chen y Ho, 1997) (Figura 2).

Los AH son productos secundarios del metabolismo en plantas, sintetizados mediante la via del
shikimato y el aminoacido fenilalanina es el precursor de los AH en esta ruta. Se sabe que estos
compuestos son usados por las plantas como defensa ante patdgenos e insectos (Lopez-Romero et
al.,, 2016; Maeda y Dudareva, 2012). Recientemente se han estudiado sus posibles efectos
bioactivos y beneficios en humanos y animales cuando son utilizados como suplementos
alimenticios, estas propiedades bioactivas incluyen su efecto antioxidante, antimicrobiano,
preventivo de enfermedades crénicas como el cancer, arterosclerosis y ultimamente se ha indagado
su efecto como promotor de crecimiento con fines zootécnicos (Kroon y Williamson, 1999;
Razzaghi-Asl et al., 2013; Windisch et al., 2008).

Los AH son considerados como una alternativa al uso de antibidticos o promotores de crecimiento.
Contrario a lo que sucede con los aditivos sintéticos, los cuales se usan por un tiempo definido (al
final del periodo de engorda), los AH pueden ser administrados en la dieta durante todo el periodo
de crecimiento del animal. Los efectos de estos fitogenicos en la salud animal pueden ser diferentes
y dependientes de la estructura del AH. Entre los efectos que pueden ejercer son antioxidante,
mejorador de la palatabilidad del alimento del animal, antimicrobiano (efecto en patdgenos o
cambios en la flora bacteriana) y como promotor de crecimiento (Benchaar et al., 2008; Garcia-
Gonzalez et al., 2006; Windisch et al., 2008).

El principal atributo de los AH es su actividad antioxidante, debido a los grupos hidroxilo presentes
en el anillo aromatico (Razzaghi-Asl et al., 2013). Esta capacidad se ha demostrado en algunos
modelos tanto in vivo como in vitro donde se han utilizado ratones o lineas celulares con la finalidad
de prevenir o tratar diferentes enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo como cancer,
diabetes, alteraciones cardiovasculares y enfermedades inflamatorias (Alam et al., 2016; Cai et al.,
2004; Chen y Ho, 1997; Rocha et al., 2012). Recientemente, el efecto como antimicrobiano ha
tomado interés por su capacidad de inactivar o eliminar bacterias patdgenas, inclusive modificar la
microflora intestinal con el objetivo de mejorar el aprovechamiento de nutrientes, ademés de
reducir la incidencia a enfermedades mediante un Optimo funcionamiento del sistema inmune
(Hong et al., 2012; Valenzuela-Grijalva et al., 2017; Zhao y Moghadasian, 2010). Con base en lo

anterior, se sugiere que existe un amplio campo de posibilidades prometedoras para la utilizacién
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de fitoquimicos con la finalidad de sustituir a las moléculas sintéticas y segundo con la posibilidad
de aprovechar sus diferentes propiedades bioactivas.

Cabe senalar que los estudios sobre inclusion de AH de forma aislada en la dieta de animales de
engorda son limitados y no hay pruebas suficientes que sustenten un beneficio productivo en
animales (Liu, 2003; Meskin et al., 2002). En este sentido, se ha reportado que el acido ferdlico
suplementado en vaquillas incrementd la sintesis de hormonas enddgenas entre las cuales se
encuentra la prolactina y la hormona del crecimiento, lo que se puede traducir en una mayor
deposicion de musculo mediante un posible mecanismo anabodlico (Gorewit, 1983). Por su parte,
el &cido cinamico en su forma pura ain no ha sido estudiado in vivo con animales de engorda; sin
embargo, in vitro se demostrd que el acido cindmico es reconocido por las células 3T3-L1 de los
adipocitos y que estimula la activacion de la AMPk y mejora la sensibilidad a la insulina lo que

causa una alteracion en el perfil de &cidos grasos (Kopp et al., 2014).
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Figura 2. Principales &cidos hidroxicindmicos y su estructura quimica.
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El cinamaldehido es un compuesto sintetizado a partir de acido cinamico y se ha reportado que al
suplementar cinamaldehido (400 y 800 mg/dia) en novillos durante 28 dias, la ganancia diaria de
peso se mejora (2.18 y 2.08 kg/d vs 1.97 kg/d en el grupo testigo) y el area de ojo de costilla se
incrementa un 3.7% respecto al testigo (Yang et al., 2010). Los mecanismos por los cuales se
producen estos beneficios ain no han sido completamente elucidados. Sin embargo, se ha
hipotetizado que se modifican las poblaciones microbianas, el perfil de acidos grasos volatiles, lo
que provoca una mejor digestibilidad de nutrientes, que se redireccionan hacia el crecimiento
muscular. Por otro lado, se ha reportado que una dosis elevada de cinamaldehido (1600 mg/d)
puede disminuir la poblacion ruminal y de esta forma reducir la disponibilidad de proteina
microbiana o alimento y asi causar un detrimento en la nutriciéon del animal (Cardozo et al., 2006).
En algunos estudios se ha planteado la hipétesis de que en los rumiantes, los compuestos fenolicos
como los acidos cindmico, p-cumarico y feralico, presentes en el forraje se pueden liberar y
absorber en el tracto gastrointestinal, y posiblemente provocan cambios benéficos en el animal
(Borneman et al., 1986; Jung et al., 1983). Ademas, estudios in vivo suplementando &cido ferdlico
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en ratones, muestran posibles actividades reductoras de grasa, debido a una disfuncion de los
adipocitos, lo que involucra un menor crecimiento de preadipocitos, asi como detrimento de los
acidos grasos y colesterol en higado y plasma (Adam et al., 2002; Zhao y Moghadasian, 2008). Por
su parte, el &cido cafeico y acido clorogénico muestran una inhibicion de enzimas responsables de
la sintesis de &cidos grasos tales como la &cido graso sintasa y 3-hidroxi-3-metilglutaril CoA (Li et
al., 2010; Olthof et al., 2001).

Con base en lo anterior, la suplementacion de los AH en animales de engorda puede tener efectos
favorables para promover el crecimiento, por lo que es necesario realizar méas estudios para

confirmar la existencia de esta actividad promotora.

2.4 Acido Fer(lico y sus Propiedades

El nombre quimico del AF es &cido 4-hidroxi-3-metoxicinamico, y es uno de los acidos fenolicos
con mayor abundancia en las plantas, frutas, hierbas y cereales. EI AF se encuentra usualmente
ligado a los polisacéridos de la pared celular como arabinoxilanos, pectinas y xiloglucanos. No
obstante, rara vez este acido se encuentra en su forma libre, por lo que se utilizan técnicas analiticas
para su obtencion y purificacion, como lo son: extraccion alcalina y fermentacion microbiana. Esta
molécula es implementada en un amplio ramo de areas, como cosmeéticos, elaboracion de bebidas,
preservativo en alimentos, coadyuvante en la formacién de geles y con fines farmacéuticos (Li et
al., 2015; Ou y Kwok, 2004).

El &cido ferulico presenta una importante capacidad de inhibir la generacion de productos de la
oxidacion como peroxidos, radicales hidroxilos y radicales libres de didxido de nitrégeno. Esta
actividad antioxidante ademas de proteger el deterioro de las grasas, puede prevenir enfermedades
inducidas por radicales libres, como el cancer y arterioesclerosis e inclusive la degeneracion por la
edad, por lo cual, algunos autores sugieren que posiblemente el AF puede actuar sobre estos
padecimientos (Kikuzaki et al., 2002; Ou y Kwok, 2004).

Adicionalmente, el AF posee una actividad antimicrobiana de amplio espectro, que puede abarcar
su efecto en bacterias gram positivas, gram negativas y levaduras. EI AF inhibe el crecimiento de
algunas bacterias y patdgenos que crecen en el tracto gastrointestinal como los son Escherichia
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coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter aerogenes, Citrobacter koseri, Pseudomonas
aeruginosa, Helicobacter pylori y Shigella sonnei (Lo y Chung, 1998; Tsou et al., 1999).

El AF se encuentra como un conjugado soluble en el citosol y en formas esterificadas en la pared
celular de plantas. Su forma conjugada es soluble en agua y facilita su traslado en el sistema
digestivo para posteriormente ser absorbido en sistema portal y dirigido hacia tejidos diana. En
1993, Chang et al., investigaron la farmacocinética del &cido ferulico libre en ratas hembras y
concluyeron que este no entro en la circulacion enterohepatica. De lo anterior se concluyo que el
efecto quimiopreventivo de AF en la carcinogenesis de colon obedece en gran medida de la
ingestion de AF unido en la pared celular de los vegetales, donde llega a colon y se libera
parcialmente por accion de los microorganismos del mismo. EI AF que se absorbe esta presente en
la circulacion en forma glicosilada y es excretado por la orina o bilis (Ou y Kwok, 2004).

Es importante enfatizar que el AF ligado a los polisacaridos de la pared celular de vegetales no
puede ser absorbido directamente por el tracto gastrointestinal, por lo tanto, es necesaria la
presencia de esterasas microbianas que provoquen la liberacion de AF y otros compuestos
hidroxicinamicos, y asi posteriormente poder llegar al sistema circulatorio (Bourne y Rice-Evans,
1998; Kroon et al., 1997; Virgili et al., 2000). Finalmente se puede afirmar que el AF se absorbe
en el tracto digestivo y se metaboliza de diferentes formas. La variedad de metabolitos y sus
proporciones seran dependientes de factores como, dosis, la via de administracion y de las especies

animales.

2.5 Investigaciones Previas con AF como Aditivo en Animales de Engorda

Como primeros hallazgos, existen dos patentes donde reportan que el AF tiene un efecto aditivo en
bovinos (Gonzalez-Rios et al., 2012) y en cerdos (Herrera et al., 2009); ambas patentes sugieren
que el AF podria estar involucrado un mecanismo anabdlico similar a AA-B. Ademas se demostro
in vitro en células satélite de bovino, que el AF tiene reconocimiento en el receptor adrenérgico 32
de la membrana celular y genera una sobreexpresion del ARNm de igual forma que el AA-B
zilpaterol (Platt et al., 2012).

29



El 4cido ferulico al ser un compuesto hidrosoluble, se sugiere que podria ser transportado en el
torrente sanguineo a tejidos periféricos y actuar en los receptores de tejido muscular o bien, en el
rumen mediante la modificacion de los patrones de fermentacion y aprovechamiento de energia
(Soberon, Cherney, Liu, et al., 2012). Sin embargo, el modo de accion del AF no esta
completamente elucidado y los estudios sobre el efecto promotor de crecimiento de AF en animales
de engorda son limitados. Dos estudios previos en bovinos suplementados con AF reportaron que
a bajas dosis (2250 mg/dia) durante 30 dias, se mejora la ganancia diaria de peso y rendimientos
en la canal, ademas de mantener la calidad de la carne a través del tiempo, lo que se atribuye al
posible efecto antioxidante (Pefia-Torres, 2014; Serna, 2012).

Recientemente, Valenzuela-Grijalva (2017) observé un incremento en la ganancia diaria de peso y
en el area de ojo de costilla de cerdos en finalizacion que fueron suplementados con 25 mg de
AF/kg de alimento. Estos beneficios asociados a un efecto promotor del crecimiento, fueron
evidenciados también mediante los cambios en la fibra muscular, ya que ocurrié una hipertrofia
muscular en las fibras glicoliticas, debido a sobreexpresion de los transcritos para el receptor 2 de
membrana, cadena pesada de miosina e IGF-I.

En contraparte, la suplementacion en la dieta de 300 mg/d de AF en corderos, no modificé el
crecimiento en corral, la calidad de canal y los metabolitos en sangre (Macias-Cruz et al., 2014);
asimismo otros autores no encontraron efecto de AF en las variables de corral y metabolitos en
plasma en borregos y cerdos (Li et al., 2015; Soberon, Cherney, y Cherney, 2012). En el estudio
realizado por Li et al. (2015), a pesar de no encontrar un efecto promotor de crecimiento al
suplementar AF (100 mg/d) en cerdos, observaron que se mejor6 la calidad de la carne debido a
una actividad antioxidante. Los autores indicaron que ésta respuesta se generd debido a un
incremento en actividad de enzimas enddgenas como glutation peroxidasa (GSH-Px, por sus siglas
en ingles) y glutation (GSH, por sus siglas en inglés). Otro efecto bioactivo se encontrd en ratas
diabéticas sometidas a alto estrés oxidativo, ya que AF (15 mg/100 g PV) logré estabilizar los
niveles de glucosa e insulina en sangre (Yoo et al., 2012).

En funcion de lo revisado en este apartado, es de interés realizar investigaciones sobre los efectos
del AF y CZ anivel productivo y celular en ovinos. En el caso de la suplementacion de AF, ademas
de evaluar la dosis que ya ha sido utilizada en estudio previo con ovinos, se propone evaluar una
dosis mas alta, con la finalidad de buscar efectos contundentes sobre el comportamiento
productivo, y que estos sean también corroborados a través de los cambios en la expresion génica
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de proteinas involucradas en la deposicion muscular y en la morfometria de las fibras musculares,
a fin de poder confirmar si existe 0 no un efecto promotor de tipo anabdlico tal como sucede con
los AA-B.
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3. HIPOTESIS

El efecto promotor de crecimiento del acido ferulico y el clorhidrato de zilpaterol
suplementados en corderos en finalizacion es similar y ocasionado por un efecto anabolico que es
evidenciado a nivel celular, por la expresion de genes relacionados con la deposicion de musculo

y por los cambios morfomeétricos en las fibras musculares.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

Realizar un estudio comparativo sobre pardmetros relacionados con el mecanismo de
accion anabolizante del acido ferulico y el clorhidrato de zilpaterol dietarios en corderos en etapa

de finalizacion.

4.2 Objetivos Particulares

e Realizar una prueba de alimentacién con la suplementacion de acido ferulico y clorhidrato de
zilpaterol, para evaluar el efecto sobre el comportamiento productivo y caracteristicas de la

canal de corderos en finalizacién.

e Determinar el efecto de la suplementacion de acido ferulico y clorhidrato de zilpaterol sobre
las proporciones y caracteristicas morfometricas del musculo LT mediante tinciones

histoenzimaticas.
e Evaluar el efecto de la inclusion de ambos compuestos sobre la respuesta del metabolismo

proteico en el tejido muscular (LT), a través de la evaluacion del contenido de proteina, &cidos

nucleicos y sus relaciones, y la expresion de genes relacionados con la acrecion muscular.
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5. MATERIALES Y METODOS

Los procedimientos de manejo y sacrificio de los corderos se llevaron a cabo bajo los
lineamientos de las Normas Oficiales Mexicanas correspondientes al cuidado, manejo y sacrificio
animal (NOM-033-Z00, 1995; NOM-051-Z00, 1995).

5.1 Sitio Experimental, Animales y Tratamientos

La prueba experimental se llevo a cabo durante la temporada de primavera en una granja comercial
localizada en EIl Valle del Yaqui (100° N, 27° W), situada en el Estado de Sonora al noroeste de
México. Las condiciones climaticas del sitio experimental durante la prueba de alimentacion fueron
de una temperatura minima promedio de 17° y maximade 37 °C y humedad relativa (RH) promedio
de 30.5 %. El indice de temperatura-humedad (ITH) se calculé de acuerdo a la ecuacion descrita
por Hahn (1999) ITH = 0.81xTe + RH/100 (Te - 14.40) + 46.40, donde Te es temperatura promedio
y RH humedad relativa promedio. De acuerdo a los valores de ITH las condiciones climatoldgicas
se consideraron termoneutrales (ITH < 74) para la primera repeticion (bloque 1) (Te=20.68 £ 2.17
°C, RH=42 £ 9.58%, ITH= 65.72 £ 2.55 unidades) y la segunda repeticién del estudio (bloque 2)
(Te=25+2.19 °C, RH=32.59 + 9.66%, ITH= 70.14 + 2.58 unidades).

Treinta y dos corderos machos de cruzas Dorper x Pelibuey (peso inicial 24 + 3 kg) fueron
agrupados en 2 bloques completos al azar de 16 animales por bloque; donde el criterio de bloqueo
fue la disponibilidad de los animales. La prueba de alimentacion para el primer bloque se realizo
entre febrero y marzo de 2017, y entre los meses de abril y mayo para el segundo bloque de
animales. Dentro de cada blogue se asignaron 2 corrales por tratamiento y cada corral alojaba 2
animales, obteniéndose en total 4 corrales/tratamiento. Todos los animales fueron sometidos a un
periodo de adaptacion a la dieta y alojamiento (10 d). La dieta basal (cuadro 1) fue formulada de
acuerdo a las recomendaciones del NRC (2007). Ademas, previo al inicio del experimento, los

corderos recibieron una dosis de vitaminas A, D, y E (Vigantol; Bayer, Cd. México, México; 1
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mL/animal) y fueron desparasitados (lvermectina; Laboratorios Sanfer, Cd. México, México; 0.5
mL/animal).

Al final del periodo de adaptacion, los animales fueron pesados individualmente y asignados al
azar en corrales equipados con alimento y agua. Los tratamientos fueron los siguientes: 1) Dieta
basal sin aditivo (Testigo); 2) 300 mg/d de acido ferulico (AF300) (Laboratorios Minkab SA, de
CV, Guadalajara, Jalisco, México); 3) 600 mg/d de &cido ferulico (AF600); 4) 6 mg/d de
clorhidrato de zilpaterol (CZ) (Grofactor ®, Laboratorios Virbac, México, dosis recomendada). El
periodo experimental de la alimentacion en cada bloque fue de 32 dias.

Para asegurar el consumo del AF y CZ, cada aditivo fue pesado con una balanza analitica y
mezclado en 50 g de la dieta, esta mezcla se ofrecié de manera individual para cada animal previo
a la racion experimental de la mafiana. El agua se ofrecio a libre acceso y el alimento fue
proporcionado diariamente a las 08 y 16 h. Adicionalmente, se monitoreo el estado de salud de los
animales durante todo el periodo de la prueba. De acuerdo a las recomendaciones del proveedor,
el clorhidrato de zilpaterol fue retirado 72 h antes del sacrificio de los animales.

5.2 Evaluacion del Comportamiento Productivo

Durante la prueba de alimentacion de los corderos, se evaluaron las siguientes variables en corral:
peso vivo inicial y final individual por animal (Béascula Electrénica Colgante Rhino BAC-500-
Gris), consumo de alimento diario en kg, el cual se estimd por la diferencia entre la cantidad de
alimento ofrecido y rechazado. La ganancia diaria de peso (GDP) fue calculada mediante la
diferencia del peso vivo final y el inicial y dividido entre los dias de alimentacion. Ademas, se
calculo la conversién alimenticia mediante la relacion de la media de consumo de alimento por

corral/ganancia diaria de peso por corral.
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Cuadro 1. Composicion porcentual de la racidon experimental para corderos de pelo en finalizacion.

Ingredientes, % MS

Maiz en grano 55.5
Alfalfa 22.5
Paja de Trigo 2.1
Harinolina 13.16
Pasta de soya 4
Melaza de cafia 1.23
Carbonato de calico 0.46
Sal comdn 0.46
Minerales 0.46
EM Mcal/kg 2.88
Proteina Cruda 15.56

Calculado de acuerdo a la base de valores de energia para los ingredientes individualmente (NCR, 2007).
Acido fertlico fue suplementado a 300 y 600 mg/dia por animal (Laboratorios Minkab, Guadalajara,
México; clorhidrato de zilpaterol suplementado a 6 mg/dia por animal (Grofactor ®). EM= Energia
metabolizable.

5.3 Sacrificio, Evaluacion de las Caracteristicas de la Canal y Recoleccién de las Muestras

Finalizada la prueba de alimentacion, los animales fueron trasladados al rastro municipal de
Bacum, Sonora, para ser sacrificados (NOM-033-Z0O0-1995), y evaluar las caracteristicas de la
canal y tomar muestras de musculo. Se evaluo el peso de la canal caliente (Bascula Electronica
Colgante Rhino BAC-500-Gris), el pH a 45 miny 24 h (potenciémetro portatil HANNA HI 99163),
el espesor de la grasa dorsal (mm) con un vernier y area de ojo de la costilla en cm? (plantilla
cuadriculada con cuadrantes de 1 cm?) en el Longissimus thoracis (LT) a nivel del 12avo espacio
intercostal. Ademas, se calculd el rendimiento de la canal caliente mediante la relacion del peso de

la canal caliente entre el peso vivo al sacrificio x 100. Para los analisis de tincion histoenzimética
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en musculo y expresién de genes se tomaron muestras dentro de los primeros 45 minutos
postmortem del musculo LT (a nivel de la 8va vertebra toracica) de cuatro animales por tratamiento
los cuales fueron seleccionados aleatoriamente. De cada canal seleccionada, se tomaron tres
muestras de musculo aproximadamente 1 x 1 x 0.5 cm de tamafio para el aislamiento de &cidos
nucleicos y de 1.5 x 1.5 x 2 cm para las tinciones histoenziméticas, las cuales fueron
inmediatamente crioconservadas en isopentano previamente enfriado con nitrégeno liquido y
después colocadas en viales identificados y almacenados en un tangque con nitrogeno liquido (-196
°C), para su transportacion y almacenamiento (-80 °C) en las instalaciones del Laboratorio de
Ciencia y Tecnologia de la Carne, en el Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo
(CIAD), en Hermosillo, Sonora, México.

5.4 Caracterizacion de la Fibra Muscular de Longissimus thoracis Mediante Tincion

Histoenzimatica

A partir de las muestras congeladas del musculo LT obtenidas durante el sacrificio, se realizaron 5
cortes transversales por unidad experimental (10 um de grosor) en un criostato a —20 °C (CM-
1100; Leica Microsystems, Nussloch, Germany), los cuales fueron montados en portaobjetos para
las subsecuentes tinciones por NADH-TR (nicotinamida adenina dinucledtido tetrazolio reductasa)
y ATPasa alcalina.

La tincibn NADH-TR determina el tipo de metabolismo de la fibra y se realiz6 siguiendo la
metodologia de Nachlas et al. (1958). Para esta evaluacion, los cortes transversales montados en el
cubreobjetos se incubaron en jarras Coplin por 1 h a 37 °C con la solucion NBT 1:1 (v/v [1.2 mM
nitro-blue tetrazolio] Sigma—Aldrich, St. Louis, MO, USA) y nicotinamida adenina dinucledtida
(NADH; Sigma—Aldrich, USA) a 2.25 mM. Posteriormente, se realizaron tres lavados con agua
desionizada. El exceso de solucion NBT-NADH fue removido mediante lavados con acetona al 30,
60 y 90%.

La técnica ATPasa alcalina (pH 9.4) determina el tipo de fibra de acuerdo a la tonalidad de la
tincion que presenta cada fibra (ver més adelante figura 3) en funcién de la velocidad de
contraccion del musculo influida por el aprovechamiento de adenosin trifosfato (ATP). Esta técnica
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se realizé de acuerdo a la metodologia de Guth y Samaha (1970). Las secciones transversales de
musculo fueron colocadas en cubreobjetos y montadas en jarras Coplin con una solucién de pre-
incubacion (Tris base 10 mM [BioRad, USA] y cloruro de calcio 18 mM [J.T. Baker, México], pH
10.3) por 15 min. Subsecuentemente, los portaobjetos se lavaron tres veces con agua desionizada
y se incubaron por 1 ha 37 °C en la solucion Tris Buffer con adenosin 5'-trifosfato (Sigma-Aldrich,
USA) a pH 9.4. Después, los cortes fueron lavados en cloruro de calcio (200 mM) por 3 min,
cloruro de cobalto al 2% (Sigma-Aldrich, UK) por 3 min, sulfuro de amonio al 10% (SigmaAldrich,
USA) 3 min y agua desionizada.

Las tinciones de musculo para ambas técnicas fueron observadas mediante un microscopio 6ptico
(Nikon Eclipse E600, Tokyo, Japan). Se tomaron fotografias a una amplificacion de 10X con una
camara digital acoplada al microscopio (Olympus C-5060 digital camera, Tokyo, Japan).

Las imagenes de cada musculo fueron reconstruidas en el programa Image J version 1.45s (NIH,
Bethesda, MD, USA), y los cortes que mostraron mejor integridad fueron seleccionados para
determinar las variables histomorfométricas. El tipo de fibra fue clasificada de acuerdo al siguiente
criterio: para la tincion NADH-TR, las fibras de color obscuro o negro se identificaron como
oxidativas (O) y las de color blanco o claro como glicoliticas (G). Con la tincion de ATPasa se
determinaron 3 tipos de fibras, ello de acuerdo a la tonalidad que presentan: fibras lentas-tonalidad
blanca o transparente (tipo I); fibras intermedias-tonalidad grisacea (tipo I1A) y fibras rapidas-
tonalidad obscura o negra (11B) (ver la Figura 4 de la seccion de Resultados y Discusion).

A partir de lo anterior y con la ayuda del programa Image J version 1.45s, se contabilizaron las
fibras presentes en cada corte de musculo tefiido y se determind el porcentaje de los tipos de fibra
para cada técnica, ademas se calcul6 el area de seccion transversal (AST, um?) y perimetro (um)
de la fibra. Adicionalmente, se determind la densidad de cada tipo de fibra muscular mediante el
conteo de cada tipo de fibra en un area de 50 000 pm? por corte del musculo y subsecuentemente,
se estimo el numero total de fibras en el masculo con respecto a la media del area de ojo de costilla

LT (cm?), evaluada al sacrificio de los animales.
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5.5 Evaluacion de la Expresion Génica en el Masculo Longissimus thoracis

5.5.1 Preparacion de Muestra y la Extraccion del ARN Total

El proceso de extraccion de ARN total para musculo se realizé de acuerdo a la metodologia de
Baxa et al. (2010) con modificaciones en los tiempos de homogenizacion y la cantidad de solvente.
Se pesaron 200 mg de muestra en tubos de 2 mL (Lysing Matrix A tubes) y se afiadieron 0.6 mL
de Trizol® (Life Technologies Corporation, Carlsbad CA, USA). La muestra fue homogenizada
durante 60s (FastPrep-24-5G, MP Biomedicals) y se incubd por 1 min a 2 °C. Posteriormente se
agregaron 0.4 mL de Trizol, se agité e incub6 5 min a4 °C y centrifugadas a 12,000 x g durante 10
min. EL sobrenadante fue transferido a un nuevo microtubo se adicionaron 0.3 mL de cloroformo,
y se incub6 3 mina 2 °C y se centrifug6 a 12,000 x g durante 15 min. La fase superior se recupero
y se adicionaron 0.3 mL de cloroformo, se centrifugé nuevamente a 12,000 x g durante 15 min.
Después, se tomd la fase acuosa donde se adicionaron 0.5 mL de Trizol, se agitd e incubd 5 min a
2 °C, se agregaron 0.3 mL de cloroformo y se agit6 por 15 s. La muestra fue incubada 3 min a 4
°C y centrifugada a 12,000 x g durante 15 min. Se recolecté la fase acuosa y adicioné isopropanol
(0.5 mL), se dejo incubar 1 noche y para el dia siguiente se centrifugd a 12,000 x g durante 15 min.
Finalmente, el isopropanol se removid y el pellet de ARN se lavo con 1 mL de alcohol etilico al
75%, se centrifugd a 7,500 x g durante 5 min, el pellet se dejé secar y fue suspendido en 30 pl de
agua DEPC (Dietilpirocarbonato).

La cantidad de ARN total se evalu6 en un espectrofotometro NanoDrop (NanoDrop, ND-1000
spectrophotometer) a una longitud de onda de 260/280 nm, estableciendo radios éptimos de 1.6 a
1.8 para muestras libres de contaminantes. La integridad del ARN total se evaluo por electroforesis
(65V, 40 min) en gel de agarosa al 2% (agarosa, Sigma Aldrich). El pellet de ARN total fue tratado
con el kit DNAse 1 Recombinante-RNAase-free (Roche Life Science) para remover ADN
genémico presente en el pellet. La limpieza del ARN total se confirm6 mediante un PCR
convencional con primers del gen RSP9 que codifica al ADN gendmico y por electroforesis en un
gel de agarosa al 2%, donde la ausencia de bandas en el gel confirma la ausencia de ADN

contaminante en las muestras de ARN total de los animales experimentales.
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5.5.2 Disefio de Primers y Sondas

Los genes cuya expresion fue evaluada en este estudio fueron: receptor adrenérgico B2, cadena
pesada de miosina I (MHC-I), cadena pesada de miosina 11X (MHC-11X), factor de crecimiento
insulinico (IGF-1) y proteina ribosomal S9 (RSP9, por sus siglas en inglés) como normalizador de
la expresion. Las secuencias especificas de los primers y sondas se disefiaron mediante el programa
Primer3Plus de la base de datos de nucleétidos de GenBank! (Cuadro 2). Las secuencias de cada
gen fueron sintetizadas en un solo tubo por Applied Biosystems Integrated DNA Technologies,
con el fluor6foro FAM al extremo 5" y IABLKFQ al extremo 3.

Uhttp//:-www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi.
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Cuadro 2. Secuencias de primers y sonda Tagman de corderos para PCR en tiempo real.

Gen

Secuencia

No. de acceso GENBANK

Adrenoreceptor p2

Forward
Reverse
Tagman probe

Myosin heavy chain-I

Forward
Reverse
Tagman probe

Myosin heavy chain-2X

Forward
Reverse
Tagman probe

IGF-I

Forward
Reverse
Tagman probe

RSP9

Forward
Reverse
Tagman probe

5-TGCAGACGGTCACCAACTAC-3
3-ACGTCAGTCAAGTGGAGCAG-5
5-FAM-CCGGGCCAGCCACAAGGAAG-IABLKFQ-3"

5-GACGTCTTTGTGCCTGATGA-3"
3’-ACAGAGCATGGCAAGACAG-5’
5-FAM-AAGAGGAGTTCGTCAAGGCCACAA-
IABLKFQ-3"

5 -GATTGGGCTGCCATCAATAAC-3’
3-TTTCAGACTTTCGGAGGTAAGG-5’

5 -FAM-TTCCTGGTCTGAACTCATGGCTGC-
IABLKFQ-3

5-TCCCATCTCCCTGGATTTCT-3"
3"-AATCAGCAGTCTTCCAACCC-5
5-FAM-CAGACTTTGCACTTCAGAAGCAATGGG-
IABLKFQ-3"

5 -CTGACGCTGGATGAGAAAGA-3’
3-CTTCAGGCCCAGGATGTAAT-5

5 -FAM-TGCTGGACGAGGGCAAGATGAAG-
IABLKFQ-3

NM_001130154.1

AB058898.1

AB058897.1

NM_001009774.3

XM_015100112.1
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5.5.3 Expresion Geénica Mediante PCR en Tiempo Real

Se realizd un RT-PCR (Reverse transcription polymerase chain reaction, por sus siglas en inglés)
cuantitativo en tiempo real para evaluar los cambios en la expresion génica del masculo de los
animales experimentales.

El ARN aislado de tejido de musculo esquelético se utilizdé como templado para evaluar la
expresion genica, la retrotranscripcion del ARN a ADNc y la amplificacion se llevaron a cabo
durante cada reaccion de PCR en tiempo real con el reactivo 2X One-Step Brillant Il QRT-PCR
Low Rox Master Mix (Agilent Technologies, EE. UU.) y la enzima transcriptasa reversa. Cada
reaccion de RT-PCR en tiempo real se conformo de los siguientes componentes: 12.5 pl de 2X
One-Step Brillant I QRT-PCR Low Rox Master Mix, 1 pl de enzima transcriptasa reversa, 1 ul de
primer (primer y sonda incluida en un solo tubo), 0.8 pl de templado (400 ng de ARN) y agua libre
de nucleasas hasta un volumen final de 25 pl. Todas las muestras se evaluaron por triplicado y se
incluyeron controles negativos sin templado.

Se utilizo el equipo de PCR en tiempo real StepOne™ Applied Biosystems (Applied Byosistems)
y las condiciones en las cuales se llevd a cabo cada reaccion de PCR en tiempo real fueron las
indicadas por el fabricante: 1 ciclo de 30 min a 50 °C, 1 ciclo 10 min a 95 °C, 40 ciclos de 15
segundos a 95 °C y 40 ciclos de 1 min a 60 °C. La expresion génica relativa se calculd utilizando
el método 2 -AACt (Livak y Schmittgen, 2001) y se tomd como referencia el gen endogeno RSP9,

los datos se expresaron como unidades relativas.

5.6 Cuantificacion y Relaciones de ADN, ARN y Proteina

A partir de las muestras experimentales de musculo se realizaron las extracciones de ADN
genémico y ARN total por triplicado para cada unidad experimental mediante el protocolo
recomendado por el proveedor (DNAzol ®, Life Technologies, USA) y la metodologia de Baxa et

al., (2010), la cuantificacion de proteina se realiz6 mediante la técnica de Gornall et al. (1949). Los
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datos de ADN y ARN fueron expresados en ng/mg de tejido y proteina en pg/mg de tejido y se
calcularon las relaciones entre los datos obtenidos.

5.6 Andlisis Estadistico

El analisis estadistico de los datos de comportamiento productivo, caracteristicas de la canal y
caracterizacion de la fibra muscular, se realiz6 mediante un ANOVA-GLM para un disefio en
bloques completos al azar. EI modelo incluyé el efecto aleatorio del bloque, efecto fijo de los
tratamientos y el peso de los animales como covariable. Se estimaron significancias a un nivel de
P < 0.05. Cuando se encontraron diferencias significativas, se realizaron comparaciones de medias
por contrastes ortogonales. Los siguientes contrastes fueron probados: contraste 1= Testigo vs
AF300 + AF600 + CZ; contraste 2= AF300 + AF600 vs CZ; contraste 3= AF300 vs AF600. Los
datos de expresion de genes y contenido de ADN, ARN Yy proteina se analizaron mediante un
ANOVA de una via, con una prueba de comparacion de medias por Tukey-Kramer a un nivel de
significancia P < 0.05. Todos los datos fueron procesados en el paquete estadistico NCSS versién
2007.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Comportamiento Productivo

Los resultados de las variables de comportamiento productivo se presentan en el cuadro 3.
El peso vivo inicial no presentd diferencias entre tratamientos (P > 0.05), los valores oscilaron
entre 23 y 24 kg, lo que indica una correcta aleatorizacion de los animales al inicio de la prueba.
Los pesos finales fluctuaron entre 30 y 32 kg y presentaron diferencias entre tratamientos (P <
0.05), el peso final de los animales suplementados fue 7% mayor respecto al Testigo (contraste 1);
dentro de esta misma variable en el contraste 2, no se encontraron diferencias significativas entre
las dosis de AF respecto a CZ lo cual sugiere un similar comportamiento entre el promotor sintético
y AF (P > 0.05).
Respecto a la ganancia diaria de peso se encontraron diferencias significativas entre los
tratamientos (P < 0.05). Los animales suplementados mejoraron en 25.5% la GDP respecto al grupo
testigo (efecto de contraste C1, P < 0.05); sin embargo, los contrastes C2 y C3 no fueron
significativos (P > 0.05), lo cual indicé que la GDP de ambas dosis de AF fue similar a la obtenida
para CZ, y no hubo efecto de la dosis de AF. EI consumo de alimento no se modificé por los
tratamientos (P > 0.05), los animales consumieron en promedio 1 kg. Por su parte, la conversion
alimenticia no fue afectada por los tratamientos (P > 0.05); a pesar de ello, los animales
suplementados fueron 14% mas eficientes respecto a los no suplementados (contraste 1), esto
significa que fue necesario 14% menos alimento para ganar 1 kg de peso en el animal, esta

disminucion tiene un impacto favorable en la reduccién de los costos de alimentacion.

44



Cuadro 3. Comportamiento productivo y caracteristicas de la canal de corderos de pelo suplementados con acido ferulico y clorhidrato
de zilpaterol durante 32 dias.

Tratamientos Significancia del contraste
Testigo AF300 AF600 Ccz EEM C1 C2 C3

Peso inicial, kg 23.55 24.80 23.77 23.98 1.746 0.75 0.89 0.68
Peso final, kg 30.27 32.56 32.54 31.94 0.567 <0.05 0.40 0.97
GDP, kg 0.195 0.265 0.265 0.258 0.016 <0.05 0.43 0.99
Consumo de alimento, kg/d 1.10 1.204 1.263 1.262 0.060 0.07 0.71 0.51
Conversidn alimenticia, kg 5.63 4.60 4.86 491 0.413 0.10 0.72 0.66
Peso de canal caliente, kg 15.02 15.53 15.45 15.31 0.34 0.28 0.64 0.86
Rendimiento canal, % 48.24 48.01 47.61 48.54 0.72 0.83 0.44 0.74
AOC, cm? 14.40 14.40 13.68 16.18 0.42 0.67 <0.05 0.47
Grasa dorsal, mm 1.80 2.78 2.03 2.85 0.44 0.19 0.42 0.26
pH 45 min 6.48 6.44 6.38 6.39 0.06 0.27 0.76 0.49
pH 24 h 5.59 5.58 5.71 5.59 0.03 0.42 0.24 0.13

Tratamientos: Testigo (sin aditivo); AF300, corderos alimentados con 300 mg de AF/d; AF600, 600 mg de AF/d; clorhidrato de zilpaterol (CZ) a 6
mag/d.

Valores de probabilidad de los contrastes ortogonales: C1= Testigo vs AF300 + AF600 + CZ; C2= AF300 + AF600 vs CZ; C3= AF300 vs AF600.
(P <0.05).

EEM= Error estandar de la media, n= 8.

GDP= Ganancia diaria de peso

AOC= Area de ojo de costilla
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Los resultados de GDP con AF y CZ en comportamiento productivo fueron similares a otros
estudios con CZ en corderos en finalizacion (Estrada-Angulo et al., 2008; Avendario-Reyes et al.,
2011; Lopez-Carlos et al., 2011), quienes han reportado hasta 0.062 kg de diferencia en la ganancia
al dia respecto a animales sin suplemento y conversiones alimenticias de 24% mejores. Estas
modificaciones en el rendimiento del crecimiento estan bien documentadas como un efecto de
reparticion causado por los AA-B (Johnson et al., 2014). Sin embargo, otros estudios en corderos
muestran resultados diferentes. Davila-Ramirez et al. (2014) y Macias-Cruz et al. (2013) evaluaron
las caracteristicas productivas en corderos de pelo macho y hembra con CZ a 10 mg/d y no
observaron cambios en GDP y conversion alimenticia. Estas diferencias se pueden deber a factores
ambientales de los sitios experimentales. Macias-Cruz et al. (2013) reportaron que el CZ actla
mejor en corderos bajo condiciones termoneutrales debido a que el estrés por calor o frio afecta
directamente el metabolismo animal. Las condiciones climaticas del presente estudio fueron
favorables con temperaturas bajo condiciones termoneutrales (primavera), lo que contribuye a que
la energia proveniente del alimento se dirija en mayor proporcion hacia la sintesis muscular
(Bernabucci et al., 2009).

Por su parte, estudios relacionados con el efecto de la suplementacion de AF en especies
productivas son limitados. Los resultados del presente estudio concuerdan con un reporte previo
en vaquillas de finalizacion suplementadas con AF (2250 o0 4500 mg/dia) y se observé un aumento
del 24% en GDP, respecto a animales no suplementados (Pefia-Torres, 2014). Ademas, en cerdos
suplementados con AF a 25 ppm/kg de alimento, se mejord en 15% la GDP (Valenzuela-Grijalva,
2017), lo anterior atribuido a un efecto promotor de AF tanto en rumiantes como en monogastricos.
Tal efecto promotor podria estar ligado a la activacion de hormonas responsables de la acrecion
muscular como la somatotropina, tal como ocurrié en un estudio previo, realizado en vacas
lactantes que recibieron una infusion de AF y los niveles de esta hormona en sangre aumentaron
significativamente (Gorewit, 1983).

De manera contraria, en un estudio de Macias-Cruz (2014) observaron que la suplementacion AF
no modificd las variables productivas en corderas. Tales diferencias pueden deberse a las
condiciones experimentales implementadas, especie, sexo, entre otros. Por su parte, en ese estudio
se utilizaron hembras lo cual se conoce que el metabolismo y la deposicion de musculo es menor
respecto a machos lo cual puede ser un factor importante en la actividad de la molécula (te Pas,
2004). Por otro lado, se ha reportado que en corderas suplementadas con 300 mg/d de AF se ejercid
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un efecto sobre aspectos reproductivos, ya que se incrementd el tamafio de los ovocitos y se mejord
la funcionalidad del sistema glucosa-insulina (Macias-Cruz et al., 2018). Por lo que posiblemente
AF pueda tener una respuesta en la liberacion estrogenos en hembras y en el caso de machos
promover un estimulo de crecimiento mediante la liberacion de hormonas androgénicas como
testosterona.

En la basqueda de la posible explicacién de porqué AF tuvo un efecto favorable sobre el
comportamiento productivo de los corderos, y de acuerdo a esto se proponen dos hipdtesis. La
primera asocia a un mecanismo anabolico similar al descrito para AA-B, debido a que su estructura
molecular es semejante a la de las catecolaminas y el reconocimiento a nivel de receptores 3 de
células satélite y tejido muscular (Gorewit, 1983; Valenzuela-Grijalva, 2017). Por otro lado, otra
posible ruta de accidn es mediante la modificacion del ecosistema microbiano del sistema digestivo
debido a la naturaleza antimicrobiana de estos compuestos. Existen algunos estudios realizados
con fitogénicos, en los cuales los resultados se inclinan hacia un posible mecanismo ligado a la
modificacion de la fermentacién ruminal. Por ejemplo, en estudios previos donde se realizaron
pruebas de fermentacion microbiana y se probaron compuestos fitoquimicos, los resultados
muestran cambios en las poblaciones microbianas provenientes del rumen y modificaciones en la
proporcion de &cidos grasos volatiles y reduccion de metano. En este sentido, puede resultar
favorable para el aprovechamiento de energia dirigida hacia el crecimiento y deposicion del

musculo (Busquet et al., 2006; Garcia-Gonzalez et al., 2006).

6.2 Caracteristicas de la Canal

El cuadro 3 muestra los datos de las caracteristicas de la canal, donde el peso de la canal caliente
no fue modificado por los tratamientos (P > 0.05). De igual forma, el porcentaje de rendimiento de
las canales no fue afectado por la suplementacion de AF o CZ (P > 0.05), donde los datos fluctuaron
entre 47 y 48%. El area de ojo de costilla presentd diferencias significativas debido a los
tratamientos (P < 0.05), donde se observd un aumento del 14% en las canales de animales
suplementados con CZ respecto a los animales suplementados con AF (contraste 3). El espesor de
la grasa dorsal, el pH 45min y 24 h no fueron modificados por los tratamientos (P > 0.05).
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Respecto a las caracteristicas de la canal, el pH fue similar para todos los tratamientos y dentro de
lo normal para las carnes frescas de corderos (Mach et al., 2008). Solo CZ mostré6 un aumento
significativo en el area del masculo LT, lo cual coincide con lo observado previamente en otros
estudios de corderos (Avendafio-Reyes et al., 2011; Vahedi, 2014). ElI aumento del area del
musculo LT con zilpaterol, lo que daria lugar a un mayor volumen de cortes para su venta, lo cual
puede ser debido a una regulacion positiva de la proteina muscular causada por la activacion de las
células satélite, que redirige la energia de la grasa y el alimento hacia el crecimiento muscular
(Beermann, 2002). A pesar de los importantes beneficios del AF en las variables en corral, las
caracteristicas de canal fueron semejantes al Testigo. Resultados similares fueron reportados por
Macias-Cruz et al. (2014) al suplementar 300 mg/d de AF en corderas, ya que no observaron
cambios de las variables en canal ni rendimiento en cortes. De manera contraria, en otro estudio
con cerdos suplementados con AF a 25 ppm/kg de alimento, el espesor de la grasa dorsal se redujo
por encima del 50% Yy el area de ojo de costilla se incrementd un 16%, lo que se atribuy6 a una
accion anabdlica de AF (Valenzuela-Grijalva, 2017).

Una posible explicacion del efecto promotor encontrado en corral y la ausencia de diferencias con
AF, CZ vy el testigo en las caracteristicas de la canal, podria ser que se presentd un crecimiento
compensatorio por la dieta alta en energia. Esta demostrado que en ovinos sometidos a dietas altas
en energia después de una restriccién alimenticia ocurre una ganancia de peso compensatoria con
duracion de hasta de 56 dias (Quintero et al., 1988). Lo anterior debido a que se mejora la
utilizacion de energia mediante una disminucion en el requerimiento energético para
mantenimiento de peso y una mayor disposicion de energia para crecimiento. Por lo que estas
condiciones pueden ser determinantes durante el desarrollo y crecimiento de animales con fines
productivos indistintamente al uso de promotores como implantes de tipo hormonal o AA-B (te Pas
et al. 2004). En el presente estudio a pesar de uniformizar los pesos iniciales en los corderos, se
desconocia si existia algun déficit alimenticio previo en los animales.

Ademas, es necesario mencionar que, como limitante en el presente estudio debido a las
condiciones logisticas del experimento, no fue posible medir el peso de los 6rganos y los
componentes no pertenecientes a la canal. La literatura indica una reduccion en el peso de higado,
intestino o piel debido a la redireccidn de nutrientes de drganos para el desarrollo muscular, lo que
es una caracteristica del modo de accion de los AA-B (Reeds y Mersmann, 1991; Montgomery,

2009). Este estudio mostr6 una mejora en el rendimiento en corral, sin embargo, solo un ligero
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aumento en el peso de las canales con los tratamientos experimentales (500 g aproximadamente)
posiblemente por lo mencionado anteriormente.

El leve cambio en las caracteristicas de la canal, también podria atribuirse a cambios en el
ecosistema microbiano del rumen. Estudios in vitro con microbiota del rumen muestran que dosis
altas de fitoquimicos provocan un efecto antimicrobiano mediante el rompimiento de la pared
celular de bacterias celuloliticas y protozoos, lo que puede limitar la produccién de acidos grasos
volatiles, la digestibilidad de la fibra proveniente del forraje y la concentracion de proteina
microbiana se reducen (Akin, 1982; Borneman et al., 1986). Los hallazgos del presente estudio
mostraron una mejora en la ganancia diaria de peso con AF y CZ, sin embargo solo con zilpaterol
se encontraron incrementos en el AOC, por lo que la evaluacion de cambios histomorfométricos y
de expresion génica pueden ayudar a confirmar si estos compuestos ejercen 0 no un mecanismo de

tipo anabdlico.

6.3 Caracterizacién de la Fibra Muscular por Tincion Histoenzimatica

Las secciones transversales de masculo tefiidos mediante la técnica NADH-TR muestran el tipo de
fibras de acuerdo con el tipo de metabolismo (oxidativo o glicolitico) (Figura 3). Por su parte, la
tincién ATPasa categorizo las fibras segun sus caracteristicas contractiles, ya sea fibras lentas o de
tipo I (color blanco), intermedia o 1A (color gris) y fibras rapidas o 1B (color negro) (Figura 4).
Con base en las fotografias obtenidas, se realizaron los andlisis de porcentaje e histomorfométricos

del musculo LT (ver Cuadros 4, 5y 6 de esta seccion).

6.3.1 Tincién de Musculo por NADH-TR

Bajo esta técnica, los porcentajes de fibras oxidativas y glicoliticas no presentaron diferencias
significativas entre tratamientos (P > 0.05; cuadro 4). Sin embargo, las fibras musculares con los

tratamientos experimentales presentaron mayor AST y perimetro respecto a los no suplementados
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(efecto de contraste C1; P < 0.05), en donde se observa un aumento del doble en el AST de la fibra
ya sea con AF o CZ (Cuadro 4). El contraste 2 no fue significativo, por lo tanto, las AST de las
fibras oxidativas con AF fueron similares al tratamiento CZ (P > 0.05), lo que indica un tamarfio
similar de las fibras con el tratamiento AF respecto a CZ. Los perimetros de las fibras oxidativas
de muestras tratadas con los aditivos fueron 37% mayores que las del testigo (P < 0.05). En cambio,
el AST y perimetro de las fibras glicoliticas, no mostraron diferencias significativas los contrastes
(P >0.05).

Es importante sefialar, que debido a limitaciones del estudio solo fue posible contar con 4 unidades
experimentales por tratamiento (n=4), situacion por la cual posiblemente no se encontraron
diferencias en las fibras glicoliticas con el tratamiento CZ y AF300. Estos tratamientos presentaron
fibras glicoliticas hasta 39% mas grandes respecto al testigo, sin embargo por esta limitante no
fueron estadisticamente diferentes. Ademas los hallazgos en los tamarios de la fibra con CZ pueden
estar directamente asociados con el area del musculo LT en canal, y se puede atribuir a un posible

efecto de hipertrofia muscular.
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Figura 3. Seccidn transversal del masculo Longissimus thoracis de corderos bajo la técnica
NADH-TR. Los tratamientos fueron: Testigo (T), acido feralico 300 mg/d (AF300), acido ferulico
600 mg/d (AF600) y clorhidrato de zilpaterol (CZ). G= fibras glicoliticas, O= fibras oxidativas.
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Figura 4. Seccién transversal del musculo Longissimus thoracis de corderos bajo la técnica
ATPasa. Los tratamientos fueron: testigo (T), acido feralico 300 mg/d (AF300), acido ferulico 600
mg/d (AF600) y clorhidrato de zilpaterol (CZ). L= lentas o tipo I, I= intermedias o tipo A, R=
rapidas o tipo 11B.
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6.3.2 Tincién de Musculo por ATPasa

Los porcentajes de tipos de fibra diferenciados por el método de tincién ATPasa fueron similares
para los cuatro tratamientos (P > 0.05; Cuadro 5). Tanto el AST y perimetro de las fibras lentas,
intermedias y rapidas no se vieron afectadas por los tratamientos (Cuadro 5; P > 0.05). A pesar de
este resultado, el AST de las fibras intermedias con CZ mostraron una tendencia mayor que el
tratamiento con AF (Contraste 2, P = 0.089) y el perimetro en fibras lentas mostro una tendencia
mayor en el contraste 1 (P = 0.07). EI mismo escenario se observo para fibras rapidas, donde CZ

fue hasta 56% mayor que AF en el &rea de seccion transversal (Contraste 2, P = 0.058).

6.3.3 Densidad y Numero Estimado Total de Fibras en el Masculo Longissimus thoracis

La densidad representa la cantidad de fibras en un area muscular determinada. Los tratamientos
experimentales no afectaron la densidad de la fibra (P > 0.05). A pesar de no presentar diferencias,
los tratamientos con AF300 y CZ fueron 23% y 12% menores en la densidad respecto al Testigo,
lo cuales indican un menor nimero de fibras por area evaluada y esto coincide con el incremento
de AST y perimetro en las fibras oxidativas. Ademas, se observo una tendencia en el contraste 3
(P =0.051) donde el tratamiento la dosis alta de AF presento valores menores de densidad respecto
a la dosis baja. Por su parte, el numero total de fibras no fue afectado por los tratamientos

experimentales (P > 0.05; Cuadro 6).
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Cuadro 4. Porcentaje, area de seccion transversal y perimetro de las fibras del masculo Longissimus thoracis con la técnica NADH-TR.

Tratamientos Significancia del contraste

Testigo AF300 AF600 Ccz EEM C1 C2 C3
Tincion NADH-TR
Porcentaje de fibra (%)
Oxidativas 42.61 41.56 41.10 42.49 2.84 0.796 0.760 0.916
Glicoliticas 57.35 58.43 58.89 57.50 2.84 0.797 0.760 0.916
AST (um?)
Oxidativas 1077.32 2081.12 1836.20 2073.81 157.78 <0.05 0.563 0.295
Glicoliticas 1619.28 2255.15 1738.53 2229.93 267.71 0.168 0.491 0.199
Perimetro (um)
Oxidativas 122.21 172.43 160.06 172.67 7.35 <0.05 0.490 0.258
Glicoliticas 147.64 178.23 155.47 177.06 13.09 0.162 0537 0.244

Tratamientos: dieta basal sin aditivo (Testigo); dieta basal mas 300 mg de AF/dia (AF300); dieta basal mas 600 mg de AF/dia (AF600); dieta basal
mas clorhidrato de zilpaterol 6 mg/dia (CZ). n=4.

Valores de probabilidad asociados a los contrastes ortogonales: C1= Control vs AF300 + AF600 + CZ; C2= AF300 + AF600 vs CZ; C3= AF300 vs
AF600; P <0.05.

AST: area de seccion transversal (um2).

EEM: error estandar de la media.
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Cuadro 5. Porcentaje, area de seccion transversal y perimetro de las fibras del musculo Longissimus thoracis con la técnica ATPasa
alcalina.

Tratamientos Significancia del contraste

Testigo  AF300 AF600 cz EEM? C1 C2 C3
Tincion ATPasa
Porcentaje de tipo de fibra (%)
Lentas 12.34 9.19 10.72 12.23 1.61 0.553 0.254 0.529
Intermedias 36.53 41.52 33.65 37.84 7.42 0.902 0.981 0.479
Rapidas 51.11 49.28 55.62 49.91 6.89 0.785 0.801 0.537
AST (um?)
Lentas 2349.97  2448.37 2303.84 323448 306.41 0.396 0.420 0.745
Intermedias 1760.86  1748.81 1350.51 2362.17  355.91 0.887 0.089 0.445
Répidas 1477.01  1526.05 1512.52 2377.83  332.77 0.410 0.058 0.977
Perimetro (um)
Lentas 179.52 180.60 171.77 205.88 12.13 0.648 0.070 0.617
Intermedias 157.12 154.11 127.12 175.97 19.09 0.844 0.163 0.354
Rapidas 144.16 145.06 146.26 175.93 14.73 0.509 0.121 0.955

Tratamientos: dieta basal sin aditivo (Testigo); dieta basal mas 300 mg de AF/dia (AF300); dieta basal mas 600 mg de AF/dia (AF600); dieta basal
mas clorhidrato de zilpaterol 6 mg/dia (CZ). n=4.

Valores de probabilidad asociados a los contrastes ortogonales: C1= Control vs AF300 + AF600 + CZ; C2= AF300 + AF600 vs CZ; C3= AF300 vs
AF600; P <0.05.

AST: area de seccion transversal (um2).

EEM: error estandar de la media.
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Los hallazgos en el area de seccidn transversal en la fibra muscular encontrados en el presente
estudio son similares a lo reportado por Valenzuela-Grijalva (2017), pues se encontré un aumento
del 14% en el AST de las fibras oxidativas en cerdos en finalizacion con 50 mg/d de AF, el cual se
atribuyd a una sobreexpresion de los genes de las cadenas pesadas de miosina. Se ha propuesto que
los AH presentan un mecanismo de reconocimiento en células satélite, ya que una evaluacién in
vitro en mioblastos con acido clorogénico (10 ng/ml) provocé una sobrerregulacién de miogenina
y factor potenciador especifico de miocitos 2D (MEF2D, por sus siglas en inglés), posiblemente a
través de un anclaje a receptores de membrana Sema3A, lo que generd un incremento en la sintesis
de MHC-1 (Anderson et al., 2016).

Otro mecanismo de sefializacion por el cual pueden actuar los fitoquimicos es mediante la
fosforilacion de IGF-I1, se ha probado en modelos murinos que el acido ursélico (0.27%) en dieta
tiende a aumentar el diametro de la fibra muscular mediante el aumento de sintesis proteica por
fosforilacion de IGF-1. Adicionalmente se inhibieron factores asociados a la atrofia muscular,

reduccidon de adipocitos, colesterol y triglicéridos (Kunkel et al., 2011).

Los hallazgos encontrados con CZ en el presente estudio muestran un similar comportamiento con
otras moléculas AA-B como el cimaterol, el cual al ser suministrado en corderos no provoco
cambios en las proporciones de fibras oxidativas o glicoliticas pero increment6 el AST de las fibras

glicoliticas hasta un 50% respecto al testigo (Kim et al., 1987).

A pesar de no encontrar diferencias estadisticas en el presente estudio posiblemente por el nimero
de muestra utilizado, CZ incremento el tamafio de las fibras lentas y rapidas hasta 38%. Un reporte
muestra similares resultados en vaquillas suplementadas con CZ (6 mg/kg PV/dia), donde
observaron que el AST del Longissimus lumborum fue 15% mayor en las fibras lentas y rapidas
comparadas con los animales no suplementados (Ebarb et al., 2016). Asimismo este efecto se
encontrd en novillos suplementados con CZ en el musculo LT (Kellermeier et al., 2009; Strydom
et al., 2009).
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Cuadro 6. Densidad y numero total de fibras estimado del musculo Longissimus thoracis de corderos suplementados con acido feralico
y clorhidrato de zilpaterol (tincion NADH-TR).

Tratamientos Significancia del contraste

Testigo AF300 AF600 Ccz EEM C1l C2 C3
Densidad (50,000 um?) 23.14 17.77 26.02 20.15 2.67 0.566 0.604 0.051
NUmero de fibras 668027.8  511540.3 711799.3.6 651370.6 81184  0.654 0.681 0.093

Tratamientos: dieta basal sin aditivo (Testigo); dieta basal mas 300 mg de AF/dia (AF300); dieta basal mas 600 mg de AF/dia (AF600); dieta basal
mas clorhidrato de zilpaterol 6 mg/dia (CZ). n=4.

Valores de probabilidad asociados a los contrastes ortogonales: C1= Control vs AF300 + AF600 + CZ; C2= AF300 + AF600 vs CZ; C3= AF300 vs
AF600; P <0.05.

EEM: error estandar de la media.
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No obstante, estos reportes sugieren que el aumento de las AST en las fibras se debe a una
sobreexpresion de genes que codifican para cadenas pesadas de miosina y receptores adrenérgicos-
B, y asi generar un mayor desarrollo muscular. En este sentido, Valenzuela-Grijalva (2007)
encontré un aumento de tamafio en las fibras glicoliticas y oxidativas del masculo LT de cerdos
suplementados con el AA-B ractopamina y una sobreexpresién en receptor adrenérgico-p e
isoformas de miosina. Ademas de lo mencionado anteriormente, el modo de accién de los AA-f se
caracteriza por ocasionar una mayor retencion de proteina a través de alteraciones en el sistema
calpaina-calpastatina, el cual actda de forma crucial en el tamafio de la fibra y recambio proteico;
por lo que todos estos eventos sefialados tienen un papel importante en la acrecion muscular
(Koohmaraie et al., 1991).

Un estudio realizado por Mizunoya et al. (2017) en ratones de 12 semanas de edad y suplementados
con 0.5% de polifenoles de manzana por 8 semanas muestran una actividad similar a lo encontrado
en nuestro estudio. Los resultados que obtuvieron estos investigadores mostraron un incremento
en la resistencia a la fatiga muscular, la cual esta mediada un incremento en la sintesis de proteina
para fibras lentas lo que incremento su tamario. Sin embargo, a diferencia de nuestro estudio, estos
autores encontraron de mayores proporciones de fibras tipo rapidas respecto a las intermedias, lo
cual atribuyen a cambios a nivel hormonal en ratones.

En apartados anteriores se ha expresado que las moléculas anabdlicas tienden a incrementar
principalmente el tamafio de las fibras glicoliticas. Sin embargo, la respuesta en el crecimiento de
las fibras encontrada con AF en el presente estudio es diferente. Cuando se suplementan AA-B, se
generan transiciones de fibras lentas hacia intermedias o rapidas, ademéas de mayores tamafios en
el AST en las fibras, debido a que estos compuestos estimulan mayormente la sintesis proteica
hacia los diferentes tipos de fibras por activacion de células satélite musculares (Kellermeier et al.,
2009; Strydom et al., 2009). Contrario a lo anterior, Gonzalez et al. (2010) argumentan que durante
la hipertrofia muscular puede existir una limitacion en la capacidad de sintesis de proteina dirigida
hacia las fibras glicoliticas. Por lo tanto, las moléculas con efecto de tipo anabdlico pueden
redireccionar o estimular la sintesis de proteina hacia las fibras oxidativas lo cual incrementa su

tamano respecto a las glicoliticas, situacion que al parecer ocurrio con el tratamiento con AF.
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6.4 Expresion Génica Relativa de Indicadores Miogénicos en el Masculo Longissimus thoracis

6.4.1 Abundancia relativa en receptor adrenérgico p2

Los resultados de la evaluacion en expresion génica en musculo de corderos se muestran en la
figura 5, 6, 7 y 8. En lo que respecta al receptor adrenérgico 2, se encontré una expresion cinco
veces mayor en los niveles del ARNm para el tratamiento CZ respecto al testigo (Figura 5; P <
0.05). Por su parte, ambas dosis de AF mostraron una expresion similar en el receptor 2 respecto
al testigo (P > 0.05).

Los hallazgos del presente estudio respecto a la expresion del receptor 32 en ovinos, corresponden
con estudios previos donde han evaluado la abundancia de ARNm en receptores B1 y B2 en tejido
muscular de novillos en fase de finalizacion suplementados con CZ. Se ha encontrado que la
expresion génica para el receptor B2 se incrementa el doble respecto a animales sin tratamiento,
por su parte en el receptor f1 no mostré6 cambios significativos debido a los tratamientos, esto
indica que tal estimulo en bovinos sucede predominantemente en el subtipo B2 (Baxa et al., 2010;
Rathmann et al., 2009). Este reconocimiento evaluado a través de la expresion génica en tiempo
real del receptor B indica que estas moléculas adrenérgicas tienen como caracteristica anclarse a
los receptores B de membrana celular y producir una serie de sefializaciones. Lo que da por
consecuencia un aumento en la transcripcion y traduccion celular e incremento en la sintesis de
proteina muscular. Adicionalmente, esté reportado en rumiantes, que el subtipo de receptor B2 tiene
mayor afinidad a los AA-B y se encuentra en mayor abundancia en muasculo esquelético respecto
al B1 (Beermann, 2002).
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Figura 5. Abundancia relativa del ARNm del receptor adrenérgico -2 en el masculo Longissimus
thoracis de corderos suplementados con &cido ferulico y clorhidrato de zilpaterol (Media £tEEM,
expresado en unidades relativas). 2Barras con distinta literal, indican diferencia (P < 0.05).

4 P <0.05
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Tratamientos

Los resultados de la expresion del receptor B2 en los corderos tratados con AF no coinciden con lo
reportado por Platt et al., (2012) y Valenzuela-Grijalva (2017), pues ambos estudios mostraron
altos niveles de abundancia relativa en receptores 1 con AF tanto en células satélite de bovino y
en tejido muscular de cerdos respectivamente. Estas diferencias en la expresion pueden sugerir que
AF suplementado en corderos puede tener un efecto menor en los receptores f 0 una ausencia de
anclaje (Sissom et al., 2007). Sin embargo, debido a las mejoras que se encontraron en
comportamiento productivo y morfologia de las fibras, podemos sugerir que el AF tiene un efecto
promotor mediante un mecanismo diferente, ya sea mediante su anclaje a los receptores B1,
modulacién de la microbiota ruminal, o bien, un mecanismo indirecto mediante la activacion de

hormonas enddgenas como la hormona de crecimiento (Garcia-Gonzalez et al., 2006; Gorewit,
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1983). Para aceptar o rechazar estos Ultimos supuestos, es necesario realizar mayor investigacion
donde se considere la evaluacion de estas variables y sus relaciones.

6.4.2 Abundancia relativa en MHC-I

Para el gen que codifica para MHC-I, los resultados mostraron que niveles del ARNm fueron de 3
a 5 veces mayores en los animales suplementados con AF300, AF600 y CZ respecto al testigo (P
<0.05), en el cual las unidades relativas fluctuaron entre 3 y 6 para los tratamientos experimentales;
asimismo las unidades relativas en las dosis de AF se consideran similares respecto al tratamiento
CZ (Figura 6; P > 0.05).

En el presente estudio el efecto producido por el AFy el CZ a nivel de tamafio de las fibras lentas
coincide con lo encontrado en la expresion de MHC-I. Sin embargo, de forma contraria una
evaluacion en cerdos suplementados con AF y ractopamina indicaron una baja regulacion en la
expresion de MHC-I a pesar de incrementar el AST en las fibras lentas (Valenzuela-Grijalva,
2017). Lo anterior se pueden deber a la diferencias entre especies y la afinidad de la molécula con
el receptor, ya que ractopamina tiene mayor afinidad a los receptores Bl y que provoca una

sobreexpresion en MHC-11X (Beermann, 2002).
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Figura 6. Abundancia relativa del ARNm de MHC-I en el masculo Longissimus thoracis de
corderos suplementados con acido ferulico y clorhidrato de zilpaterol (Media +tEEM, expresado en
unidades relativas). ®Barras con distinta literal, indican diferencia (P < 0.05).
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Similar a nuestro estudio, un reporte en cerdos suplementados con ractopamina generd cambios
favorables en corral y un mayor tamafo de fibras lentas (Aalhus et al., 1992); de igual forma otro
estudio en cerdos con ractopamina exhibio una sobreexpresion mayor en MHC-I respecto a las
otras isoformas (Lefaucheur et al., 2004). En vacas suplementadas con una combinacion de
ractopamina y acetato de trembolona se encontraron mayores tamafios del AST (32%) en fibras
lentas para el muasculo Longissimus thoracis (Gonzalez et al., 2007). EI AA-B cimaterol
suplementado a 10 ppm en corderos también presenté un comportamiento similar en fibras tipo I,
donde el tamafio de la fibra se incremento hasta un 30% respecto al testigo. Lo anterior indica que

a pesar de no ser habitual, existe un aumento en la expresion de MHC-I al suplementar AA-B lo
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cual también genera una hipertrofia muscular en las fibras lentas debido al anclaje agonista-
receptor (Beermann et al., 1987).

Hasta el momento existe escasa informacion sobre la expresion genica de indicadores de
deposicion muscular como MHC en animales suplementados con fitoquimicos. Ya que debido a
su naturaleza antioxidante, en animales con fines de produccion de carne se ha evaluado la
expresion génica de indicadores mejoradores del estatus de salud como enzimas antioxidantes
incluyendo la glutatién peroxidasa y la catalasa y del sistema inmune como citocinas pro-
inflamatorias (Lee et al., 2017; Li et al., 2015; Paraskeuas et al., 2017).

6.4.3 Abundancia relativa en MHC-11X

La expresion génica de MHC-11X, mostré solamente cambios en el tratamiento con CZ, pues el
compuesto AA-B aumentd la expresion aproximadamente 3.7 veces respecto a los tratamientos
testigo, AF300 y AF600 (Figura 7; P < 0.05). Por su parte los tratamientos AF300, AF600 y testigo
fueron similares (P > 0.05).

La sobreexpresion del ARNm de MHC-IIX encontrada en los organismos tratados con CZ es
consistente con un reporte en novillos suplementados con CZ durante 30 dias, el cual la abundancia
de ARNm en MHC-1IX se incrementé (Baxa et al., 2010). Lo anterior, evidencia que los
promotores de crecimiento se caracterizan por estimular la sintesis de proteina en el masculo

esquelético en mayor forma que reducir la degradacion proteica.
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Figura 7. Abundancia relativa del ARNm de MHC-11X en el musculo Longissimus thoracis de
corderos suplementados con acido ferulico y clorhidrato de zilpaterol (Media +tEEM, expresado en
unidades relativas). 2Barras con distinta literal, indican diferencia (P < 0.05).
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El efecto de hipertrofia muscular encontrado en nuestro estudio es debido al incremento en la
expresion del gen MHC-11X. Sin embargo, otra variable que puede ser evaluada para confirmar
dicho efecto es la expresion de cadenas ligeras de miosina. Smith et al. (1989) encontr6 un
incremento en la cantidad cadenas ligeras de miosina (MLC-1/3, por sus siglas en inglés) mediante
la evaluacion de la cantidad de ARNm de novillos suplementados con ractopamina. Estos autores
argumentan que estos eventos estan ligados a una respuesta de tipo anabodlica en el musculo
mediante una mayor transcripcion de MLC-1/3, lo que proporciona una mejor estabilidad en las
fibras glicoliticas.

En el presente estudio no se modific la expresion de MHC-11X al suplementar AF, lo cual coincide
con las nulas diferencias encontradas en el AST de las fibras rapidas, esto puede ser explicado en
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funcién que AF no actu6 como un AA-B ya que la expresion génica en receptor fue similar al
control, por lo que el efecto promotor solo se dirigié hacia la sobreexpresion del gen MHC-I,
posiblemente mediante cambios a nivel poblaciones del rumen donde se mejora la relacion
propionato-acetato, reduccion de metanogénesis, aumento de la proteina microbiana, entre otros
(Garcia-Gonzélez et al., 2006).

Las fibras del masculo esquelético tienen la cualidad de modificar su composicién y tamafio de la
siguiente manera: Tipo l—IIA <IIX <IIB a través del estimulo de factores como la actividad
fisica, alimentacion, perfil hormonal o uso de promotores (te Pas et al., 2004). En nuestro estudio
los corrales fueron de un espacio mas amplio ya que alojaban a dos corderos, por lo que la actividad
fisica era mayor respecto a jaulas individuales lo que posiblemente contribuyé con los tratamientos
experimentales para estimular el crecimiento de fibras mas resistentes a la fatiga (Tipo 1).
Asimismo, la capilaridad de las fibras musculares influye directamente en la morfologia de la fibra
ya que estas necesitan un suministro de sangre suficiente donde se provea de nutrientes como
carbohidratos, acidos grasos, aminoacidos necesarios para el crecimiento, desarrollo y
mantenimiento de la fibra. Los capilares rodean a la fibra y se conoce que el nimero de capilares
es mayor en las fibras tipo | (oxidativas) respecto al tipo Il (glicoliticas) lo que el suministro de
nutrientes y energia puede dirigirse mayormente a las primeras (Karlstréom et al., 1991), que el
aumento en la expresion génica de MHC-I demostrada con AF y CZ pudo ser coadyuvada por esta

caracteristica.

6.4.4 Abundancia relativa en IGF-I

En la figura 8, se muestra la expresion génica para IGF-I, donde los tratamientos experimentales
no ocasionaron cambios en la abundancia del ARNm y los valores oscilaron entre 1 y 2 unidades
relativas para todos los tratamientos (P > 0.05).

Los resultados en la expresion de IGF-1 mostraron que los tratamientos no modificaron la
abundancia de ARNm que codifica para esta proteina; esto contrasta con el estudio de Valenzuela-
Grijalva (2017) ya que reportd un incremento de un 77% en la expresion de IGF-1 en cerdos
suplementados con AF.
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De igual forma, Awede et al. (2002) evaluaron el efecto de clembuterol en ratas tratadas y
observaron una expresion 4 veces mayor de IGF-I con este tratamiento, ademas de reportar
transiciones en los tipo de fibra y mayor concentracion de IGF en plasma. Este comportamiento lo
responden como un estimulo local de factores de crecimiento como hormona de crecimiento,
testosterona, insulina causada por el anclaje de clembuterol en receptores y el incremento en la
masa muscular.

No obstante, existen reportes que se asemejan a lo encontrado en el presente estudio con los
tratamientos CZ y AF, donde no se reportan cambios significativos en la abundancia o
concentracion del ARNm de IGF-1 utilizando AA-B. En un estudio in vitro con células satélite de
bovino donde utilizaron CZ no encontraron efecto significativo en la abundancia relativa de IGF-1
a las 192 h (Miller et al., 2012). Marple et al. (1989) probo una dosis de clembuterol (1.87
mg/kgPV) en corderos tampoco reportaron cambios. De igual manera en corderos macho
suplementados con 10ppm de cimaterol no se reportaron modificaciones en las concentraciones de
IGF-I; estos autores indican que al suministrar AA-B en corderos, a pesar de encontrar mejoras en
la deposicion muscular, las alteraciones a nivel sistema enddcrino que ocurren son bajas o nulas
(O"Connor et al., 1991).
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Figura 8. Abundancia relativa del ARNm de IGF-1 en el musculo Longissimus thoracis de
corderos suplementados con acido ferulico y clorhidrato de zilpaterol (Media +tEEM, expresado en
unidades relativas).
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6.5 Concentracion y relaciones ADN, ARN y proteina

El Cuadro 7 describe las concentraciones de acidos nucleicos, proteina y sus relaciones. La
suplementacion de AF y CZ no mostraron diferencias significativas en el contenido de ADN, ARN
y proteina (P > 0.05). Asimismo, las relaciones ARN:ADN, proteina:ARN y proteina:ADN, no
fueron afectadas por los tratamientos (P > 0.05).

Los AA-B generan diferentes cambios metabolicos a nivel celular, los cuales estan ligados a la
hipertrofia muscular y no a una multiplicacion de las fibras. Rehfeldt et al. (1994), evaluaron las

relaciones ADN:Proteina, ARN:Proteinay ARN:ADN en ratas tratadas con clembuterol, en el cual
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encontrd una disminucién del 17% en la relacion ADN:Proteina y un aumento en ARN:ADN de
22%. Por su parte, Beermann et al. (1987), encontraron un incremento de 35% en la cantidad de
ARN en musculo de corderos suplementados con cimaterol, aunado también a mayores tamafios
de musculo. En el estudio de O'Connor et al. (1991) probaron una dosis de 10 mg/dia de cimaterol
en corderos machos durante seis semanas, el musculo evaluado fue el semitendinosus y las
concentraciones de ADN se incrementaron un 25%, ARN 12% vy la relacion ARN: ADN aumento
52%.

En nuestro estudio no se observaron diferencias significativas por los tratamientos experimentales,
sin embargo, en CZ se muestra una diferencia respecto al testigo de 11% en la relacién
Proteina:ADN y 26% en ARN:ADN, posiblemente las diferencias se deben al tipo de estructura de
los compuestos, ya que AA-B como cimaterol y clembuterol son de accidon mas potente, ya que
incrementan la masa muscular y provocan un impacto en la proliferacion de material genético de

las células satélite hacia las fibras musculares (O'Connor et al., 1991).
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Cuadro 7. Cuantificacion y relacion de ADN, ARN total y proteina en el muasculo Longissimus thoracis de
corderos de pelo suplementados con &cido ferulico y clorhidrato de zilpaterol.

Control AF300 AF600 Ccz EEM Valor de P
ADN, ng/mg 8240.37 8937.87 7917.6 5735.75 1226.15 0.32
ARN, ng/mg 1825.53 1778.55 2077.19 2637.85 453.55 0.53
Proteina, pg/mg 224.06 210.56 213.94 210.97 7.61 0.57
ARN:ADN 0.24 0.20 0.34 0.50 0.12 0.35
Proteina:ARN 7.97 8.42 9.75 12.61 2.05 0.41
Proteina:ADN 36.81 4291 36.85 27.42 5.93 0.36

Tratamientos: dieta basal sin aditivo (Testigo); dieta basal mas 300 mg de AF/dia (AF300); dieta basal mas 600 mg
de AF/dia (AF600); dieta basal mas clorhidrato de zilpaterol 6 mg/dia (CZ). n=4.

Nivel de significancia P < 0.05.

EEM: error estandar de la media.



7. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Los resultados de este estudio muestran que la suplementacion con AF en ambas dosis en
corderos presentaron un impacto similar en la ganancia de peso al AA-B clorhidrato de zilpaterol,
y a pesar de no resultar significativa la conversion alimenticia, los tratamientos con AF y CZ la
redujeron en un 14%, lo cual tiene un beneficio directo sobre los costos de alimentacion. Sin
embargo, solo CZ causé un aumento en el area del musculo LT en canal, lo que implica un mayor
volumen en cortes.

Respecto a las determinaciones morfométricas de las fibras, los resultados coincidieron con el
efecto promotor encontrado en la ganancia diaria de peso, donde los tratamientos AF y CZ causaron
incrementos similares en el area de seccion transversal de las fibras oxidativas, lo anterior se
considera como una hipertrofia muscular.

Con base a los resultados de expresion génica en el masculo, se establece que los cambios a nivel
productivo e histomorfométrico ocasionados por el CZ, son ocasionados por un reconocimiento de
ésta molécula por los receptores B2, lo cual activa el anabolismo en el animal. Por su parte, el efecto
promotor encontrado con AF posiblemente no se debe a un mecanismo de tipo AA-B, ya que la
abundancia en receptores 32 tuvo una respuesta similar al Testigo. No obstante, se encontrd una
mayor cantidad de ARNm en MHC-I, situacion por la cual puede sugerirse un efecto de hipertrofia
muscular, ya sea mediante otros mecanismos como la activacion de hormonas o anclaje en otros
receptores.

En funcidon de lo anterior, se puede concluir que la inclusion dietaria de AF en corderos de pelo
puede ser una alternativa favorable para promover el crecimiento, sin causar detrimento en las
caracteristicas de la canal. No obstante, se recomienda realizar estudios mas amplios con AF a nivel
celular que incluyan por ejemplo, la evaluacion del tipo de anclaje y activacion de receptores 1,
activacion de metabolitos secundarios y factores de transcripcion. Esto con la finalidad de
proporcionar mayores respuestas sobre el modo de accion y los cambios que ocurrieron con &cido

feralico a nivel productivo, fibras musculares y expresion génica.
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