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RESUMEN

El conocimiento de la estructura de un musculo dado, tiene interés tanto en
el estudio de la funcién muscular como para obtener un producto de calidad en la
transformaciéon del musculo en carne. La determinacion final del crecimiento del
musculo estard en funcion de la acumulacién de las proteinas musculares,
asociada a procesos moleculares finamente regulados por genes especificos del
musculo. La abundancia del RNA mensajero que codifica la isoforma tipo IIB se ha
empleado como indicador de crecimiento muscular. Es necesario identificar el
musculo en el que la abundancia del RNA mensajero de la isoforma IIB de la
cadena pesada de miosina refleje mejor el crecimiento muscular del cerdo. Los
objetivos fueron cuantificar la expresion del RNA mensajero que codifica la
sintesis de los musculos Biceps Femoris, Gluteus Medius, Semimembranosus,
Semitendinosus, Tensor Fasciae Latae y establecer su relacién con el crecimiento
de estos en cerdos con pesos livianos, medios y pesados e identificar el misculo
que mejor se relacione con la expresion de miosina. Se utilizaron 19 cerdos
hibridos (Landrace x Hampshire x Duroc). Los cerdos se distribuyeron en tres
grupos basados en su peso corporal inicial clasificados como ligeros (5 animales,
15.2 kg), medios (7 animales, 18.2 kg) y pesados (7 animales, 21.3 kg) alojados
en grupos de 2 animales por jaulas metabdlicas (1.2 x 1.2 m). Después de
permanecer 15 dias en experimento los cerdos se pesaron Yy sacrificaron

semanalmente, esto para calcular ganancia diaria de peso (GDP) y consumo



diario de alimento (CDA). La ganancia de peso fue mayor a medida que aumento
el peso de los animales. Los muasculos BF Y SMT estuvieron mejor
correlacionados con la ganancia diaria y el de peso de los animales. Ademas, el
peso vivo y la ganancia diaria de peso de los animales se correlacionaron mejor
con la expresién de miosina en el musculo BF y LD. Por tanto, se puede concluir
que BF y LD son los musculos cuyo crecimiento estd mejor asociado a la

expresion de miosina.

Palabras clave: Cerdos, expresion de miosina, RNA mensajero, musculos



l. INTRODUCCION

El cerdo es uno de los animales mas eficientes en la produccion de carne,
su gran capacidad transformadora de nutrientes lo convierte en una fuente
importante de alimentos para la poblacion en México y el mundo. La produccion de
carne de porcino en México ha crecido a una tasa anual de 1.1% durante el
periodo 2001-2011, por lo que en este Ultimo afio la produccién se ubicoé en 1.18
millones de toneladas (SAGARPA, 2012). Debido a la demanda y a la alta
produccion de carne de porcino; es necesario que se realice con sistemas de
produccion eficientes.

La eficiencia productiva de los cerdos depende principalmente de su
velocidad de crecimiento muscular y eficiencia para convertir los nutrientes del
alimento en tejido muscular. El crecimiento muscular depende del balance entre la
sintesis y degradacion de proteina muscular; ocurre crecimiento muscular neto
cuando el balance es positivo pero cuando este balance es negativo el resultado
es la pérdida de peso muscular (Layne and Donald., 2006). Ademas, la velocidad
de crecimiento muscular es diferente entre los diversos tipos de musculos del
animal. El crecimiento es un fendmeno multifactorial, dinAmico, y altamente
complejo que involucra el proceso de miogénesis, hipertrofia asi como el nimero y
tamafio de fibras musculares. La determinacion final del crecimiento del masculo
estara en funcion de la acumulacién de las proteinas musculares, asociada a
procesos moleculares finamente regulados por genes especificos del masculo.

El tejido muscular esta formado por células contractiles especializadas en

realizar trabajo mecanico por la accion concertada de las proteinas actina y



miosina. Desde el punto de vista productivo y nutricional, miosina es la proteina
mas importante debido a que es la mas abundante en tejido muscular. En musculo
esquelético esta integrado por cuatro tipos de fibras; I, 1l1A, y IIB y un cuarto tipo 11X
gue aparece en aquellos animales en crecimiento, las cuales corresponden a las
cuatro isoformas de la cadena pesada de miosina. Estas cuatro isoformas son
expresadas en musculo esquelético de cerdos (Lefaucheur and Gerrard, 2000), sin
embargo se ha visto que el tipo de fibra mas abundante es el tipo IIB. El
porcentaje de los tipos de fibras musculares se ve influenciado por factores
ambientales (Andersen and Henriksson, 1977; Petersen et al., 1997a), genéticos,
nutricionales, entre otros (Petersen et al., 1998). La abundancia del mRNA que
codifica la isoforma tipo IIB se ha empleado como indicador de crecimiento
muscular en diversos estudios nutricionales, sin embargo la respuesta es
consistentemente variable entre musculos (Garcia-Villalobos et al., 2012; Morales
et al.,, 2013). Es necesario identificar el musculo en el que la abundancia del
MRNA de la isoforma IIB de la cadena pesada de miosina refleje mejor el
crecimiento muscular del cerdo. El conocimiento de la estructura de un mdusculo
dado, tiene interés tanto en el estudio de la funcibn muscular como en las
aptitudes para obtener un producto de calidad en la transformacion del musculo
en carne. Por tanto el objetivo del presente estudio consisti6 en cuantificar la
expresion de miosina en diferentes musculos de la pierna y su relacion con el

crecimiento muscular de cerdos en diferentes etapas de crecimiento.



ll. ANTECEDENTES

2.1 TEJIDO MUSCULAR DEL CERDO

El tejido muscular tiene como finalidad darle forma al cuerpo del animal, del
cual existen tres tipos:
1) Tejido estriado o voluntario.
2) Tejido liso o involuntario.
3) Tejido muscular involuntario o cardiaco

Los musculos esqueléticos o voluntarios constan de fibras largas de unos
10 cm, parecidas a pelos finos, que a su vez estan constituidos por fibrillas las
cuales por su disposicion confieren a la fibra el aspecto estriado (Frandson et al.,
2006). Por su regular funcionamiento, los mudsculos se hacen mas voluminosos,
obscuros, compactos y eficientes; mientras que por la inercia los musculos quedan
mas flacidos y mas palidos; debido a lo anterior la carne de los animales jévenes
es mas palida y gracil (Monge., 2006).

Alrededor de la fibra muscular se encuentra el tejido conectivo a través del
cual corren los vasos y los nervios, en esta masa conectiva se depositan gran
cantidad de grasa. Los musculos pueden insertarse directamente en los huesos
correspondientes, mediante fibras musculares o adherirse por medio de tendones.
El tejido muscular se caracteriza por presentar células especializadas en la
contraccion. Cada una de estas células o fibras esta compuesta por filamentos
gruesos y finos. Los filamentos gruesos se componen de una proteina
denominada miosina; existe miosina de cadena pesada y miosina de cadena

liviana. Los filamentos finos consisten de varias proteinas: actina, troponina y



tropomiosina. El corte transversal de la fibra muscular, permite ver que cada
filamento grueso se encuentra en el centro de un hexagono de filamentos finos
(Graziotti et al., 2000).

La contraccion muscular se fundamenta en la interaccién de los filamentos
finos y gruesos, de manera que los primeros se mueven hacia los segundos. En
cada filamento grueso debe mencionarse la existencia de una dilatacion o cabeza
formada por miosina de cadena pesada, la cual al desencadenarse el estimulo
nervioso y en presencia de calcio, se flexiona y proyecta hacia afuera, para formar
enlaces cruzados que se unen y mueven al filamento de actina, durante la
contraccion muscular. En ausencia de calcio la tropomiosina y troponina forman un
complejo que impide el enlace entre la cabeza de miosina y la actina. La flexién de
la cabeza de miosina requiere energia que es aportada por el adenosintrifosfato

(ATP) (Graziotti et al., 2000).
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Figura 1. Estructura y mecanismo de contraccion de las fibras musculares.

2.2 CLASIFICACION DEL TEJIDO MUSCULAR

De acuerdo con Frandson et al., 2006, los tres tipos de musculo son
esqueléticos, lisos y cardiacos. El mayor de los mdusculos en el cuerpo es el
esquelético, este es responsable de la produccion de movimientos voluntarios de
las extremidades, tronco y cabeza. Este tejido muscular es también en mayor
proporcion de carne en los animales domeésticos.

Las células musculares del tejido esquelético (fibras) son agrupadas dentro
de distintos 6rganos de talla variable denominado musculos. Estos musculos

generalmente se unen a los huesos del esqueleto y estan bajo control voluntario



del animal. Las fibras musculares esqueléticas presentan un modelo de rayas
caracteristico, derivado de la disposicién ordenada de las proteinas contractiles
dentro de las células. EI muasculo liso estd compuesto de células musculares que
no tienen una estriacion, el musculo liso se encuentra en los sistemas del cuerpo
que tiene una funcién automatica. El mudsculo liso se encuentra en mayor
proporcién en érganos, sistemas digestivo, urogenital y en vasos sanguineos. El
musculo cardiaco es caracterizado por fibras con estriacion, por lo que es
considerada un tipo de musculo estriado. Sin embargo, el musculo cardiaco, como
musculo liso, la contraccion es intrinseca y no esta bajo control voluntario
(Frandson et al., 2006).

Se ha descrito que a nivel de los musculos de las extremidades abundan
las fibras musculares rapidas tipo Il. En cambio, las fibras musculares lentas tipo |
son mas abundantes en musculos relacionados con la postura corporal (ljkema-

Paassen y Gramsbergen, 2005).

2.3 MUSCULOS DE LA PIERNA DEL CERDO

Dentro de la diseccion de los masculos de la pierna del cerdo y anatbmicamente
podemos distinguir los diferentes musculos:

o Biceps Femoris (BF): de tipo rapido-glucolitico; cubre la mayor superficie
lateral del muslo, se encuentra detras del tensor de la fascia lata, retrae la
rodilla, flexiona la pierna y secuestra el muslo.

o Gluteus Medius (GM): es el mas marcado dentro de la pierna y el que

ocupa una tercera parte de la composicion de la pierna, musculo de tipo



rapido-glucolitico; actia para extender la cadera y mover la extremidad
posterior.

o Semimembranosus (SM): es el segundo musculo més grande la pierna y
uno de los mas importantes a nivel comercial en la producciéon de cerdos,
por su tamafio y calidad magra; considerado de tipo rapido-glucolitico.
Actla para extender la cadera y la aduccion de la extremidad posterior.

o Semitendinosus (SMT): de tipo rapido-glucolitico; las partes de este
musculo pueden verse superficialmente, su mayor parte esta oculta.

o Tensor Fasciae Latae (TFL): es ancho, termina hasta la rotula, este
musculo se considera de tipo lento-oxidativo; flexiona la cadera y extiende

la rodilla (Fisher et al., 2003; Sisson., 2008).

Cuadro 1. Peso y contribucién relativa de cuatro musculos de la pierna del cerdo
(Fisher et al., 2003).

Peso Porcentaje
Musculo 11 kg 33 kg 11kg 33kg
Biceps Femoris 262 367 323% 33%
Gluteus Medius 166 236 205% 21.2%
Semimembranosus 187 250 23.1% 224 %
Semitendinosus 194 259 239% 23.2%




s Medius

Figura 2. Principales musculos de la pierna del cerdo (Sisson., 2008)

2.4 TIPOS DE FIBRAS MUSCULARES

Una de las caracteristicas Unicas del musculo esquelético es su arquitectura
de las fibras. La disposicion altamente organizada de las fibras musculares
contribuye a una variedad de capacidades funcionales. EI musculo esquelético
representa del 30 al 65% del peso corporal del cerdo de acuerdo a las razas
consideradas, y contiene el 45% de las proteinas totales del individuo. Las fibras
musculares constituyen el 75-90% del volumen muscular, la morfologia de la fibra
muscular es un factor determinante de la masa muscular; y el resto esta integrado

por tejido adiposo, tejido conectivo, vasos y nervios (Lefaucheur., 1989).
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La morfologia de la fibra muscular esta representada por su numero total de
fibras, area de seccion transversal de la fibra muscular y la longitud de la fibra. El
musculo esquelético se compone de tres grupos de proteinas clasificadas por la
solubilidad y su ubicacion en el tejido muscular. Estan representados por proteinas
sarcoplasmicas, miofibrilares y estroma. Especialmente, las proteinas miofibrilares
son responsables de las propiedades contractiles del masculo y carne (Goll et al.,
2008). Una de las proteinas mas abundantes de la proteina miofibrilar es miosina,
la cual estd formada por dos cadenas de aminoacidos; cadena ligera y cadena

pesada (MyHC), (Lutz and Lieber., 2000).

Diversos estudios indican que las isoformas de miosina estan fuertemente
correlacionadas con la composicion del tipo de fibra muscular (Schiaffino et al.,
1989; Talmadge et al., 1995). En estudios recientes mostraron que la variedad en
la composicion de isoformas de MyHC era mayor que la del tipo de fibra muscular
(Lefaucheur, 2010). La fibra de musculo esquelético es una célula multinucleada,
unida a la membrana. Se extiende por lo general de 10 a 100 micras de diametro.
La diversidad de musculo esquelético se puede atribuir a las caracteristicas
heterogéneas de las fibras musculares individuales y la composicion del mosaico

(Bottinelli y Reggiani, 2000; Schiaffino et al, 1989; Taber, 1998).

En general, las fibras musculares se clasifican de acuerdo a su propiedades
contractiles y metabdlicas (Lefaucheur, 2010). De hecho, todos los tipos de fibras
se observan en la mayoria de los musculos. Su composicion relativa en los
diferentes musculos puede determinar el predominio de las propiedades

metabdlicas del musculo (Ozawa et al., 2000; Peter et al., 1972; Ryu y Kim, 2005).

11



La composicion en el tipo de fibra varia en los tipos de muasculo, dependiendo de

su funcion contractil y bioquimica (Klont et al., 1998).

Existen métodos utiles que clasifican las fibras en tres tipos principales, es
decir, las fibras rojas, intermedias y blancas. Fibras rojas tienen una mayor
actividad de las enzimas oxidativas y exhiben relativamente la contraccion mas
lenta. Por el contrario, las fibras blancas tienen tendencia de propiedades
glucoliticos por el consumo de glucosa en lugar de la respiracion mitocondrial, asi
como una contraccion rapida. Por otro lado, las fibras intermedias son intermedias
entre las fibras rojas y blancas y tienen capacidades metabdlicas alternativas
(Dubowitz y Pearse, 1960; Jurie et al, 1999).

Los porcentajes de tipos de fibras musculares estan influenciadas por
distintos factores ambientales, genéticos, nutricion y ejercicio. La relacion entre los
tipos de fibras musculares y la calidad de la carne no se conocen en todos los
cerdos y la composicion del tipo de fibra es muy variable. La existencia de
numerosos tipos de fibras musculares puede ser delineada de acuerdo a las
diferencias en sus propiedades estructurales y funcionales. De la multitud de
esquemas de clasificacion que han aparecido en la literatura solo unos pocos han

resultado ser ampliamente utilizados (Pette and Staron, 1990).
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Figura 3. Identificacion de las fibras musculares en el masculo esquelético del

cerdo por el método succinato deshidrogenasa (Fazarinc et al., 2013).

Las fibras musculares se clasifican segun dos criterios: a) de acuerdo a la veloci-
dad de contraccion y b) de acuerdo al tipo de metabolismo energético regenerador
del adenosintrifosfato (ATP), (Pette and Staron., 2000)

El masculo esquelético se compone de distintos tipos de fibras que difieren
en su capacidad para contraerse y metabolizar la energia. Un factor determinante
de la velocidad de contraccion es el tipo de isoforma de miosina de cadena
pesada (MyHC) dentro de la fibra muscular, estas corresponden a los tipos de
fibras clasificadas histologicamente como I, lIA, 1IB o 1IX. Cada isoforma MyHC se
expresa por un gen diferente. Las fibras que contienen en su mayoria MyHC tipo |
son de contraccion lenta mientas que las MyHC de tipo IIB son de contraccion mas
rapida; mientras que las de tipo IIA y 11X son intermedias a las miofibrillas | y 11B

(Pette and Staron., 2000).
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Por otra parte, el tipo de masculo se clasifica segun el tipo de metabolismo
de la energia utilizada (glucolitica u oxidativa). Las fibras de contraccion rapida
poseen un metabolismo predominantemente glucolitica que apoyan a los
movimientos cortos, mientras que las fibras de contraccion lenta utilizan el
metabolismo oxidativo principalmente para apoyar una contraccion sostenida, pero
la relacion entre los genes que controlan el metabolismo de la energia no se
conoce (Fazarinc et al., 2013). Segun estos dos criterios de clasificacion, las fibras
musculares en el cerdo estan tipicamente dispuestas en grupos o haces de fibras
I, (lentas oxidativas); en numero de una o varias, rodeadas incompletamente por
una primera corona de fibras IIA (rapidas intermedias), y una segunda corona de
fibras 1IB (rapidas glicoliticas) (Lefaucheur, L.1989 ; Ruusunen, M. 1996.). Kaman
(1995) sostiene que esta disposicion en rosetas soOlo se halla presente en
musculos glucoliticos como el musculo Longissimus dorsi (LD)

La seleccién genética del cerdo doméstico ha resultado en un incremento
en el nimero y area de las fibras I. (Ruusunen, M. 1996). Brocks et al (1998)
encontraron que la seleccidén genética a partir de la cuarta generacion produce un
aumento en el porcentaje de fibras IIB y significativa disminucién en el tipo | y 11A
en lineas de crecimiento r4pido y magro. Lo anterior es de notoria relevancia
puesto que podrian ayudar a explicar las diferencias en expresion de miosina

entre musculos reportados en algunos estudios (e.g., Cervantes et al., 2013).
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2.5 SINTESIS DE PROTEINA MUSCULAR

La sintesis de proteinas es el proceso en el cual el cuerpo utiliza los
aminoacidos para construir y reparar el tejido muscular. Cuando esto ocurre a gran
escala se conoce como hipertrofia del musculo esquelético (crecimiento) y es el
proceso por el cual los musculos se hacen mas grandes. ()

La tasa de crecimiento es mayor durante el periodo neonatal que en
cualquier otra etapa de la vida postnatal (Denne y Kalhan, 1987). La acumulacién
de proteinas es muy rapida durante este periodo de desarrollo y la ganancia en
masa de proteinas es mas rapida en el musculo esquelético que en otros tejidos
del cuerpo. La mayor acumulacion de proteina es dependiente de la tasa de
sintesis de proteinas que la tasa de degradacion de proteinas. En el recién
nacido, la alta tasa de acumulacion de proteina es impulsado por la alta tasa
fraccional de sintesis de proteinas en el musculo esquelético y esta tasa
disminuye bruscamente con la edad (Davis et al.,, 1989). La degradacién de
proteinas se eleva ligeramente durante la vida temprana y los cambios con la edad
son relativamente pequefios.

La tasa de sintesis de proteinas es dependiente sobre el niumero de
ribosomas en un tejido y la eficiencia con que los ribosomas traducen ARNm en
proteina. La elevada capacidad para la sintesis de proteina muscular en el cerdo
neonatal es impulsado por un alto contenido de ribosoma y un aumento de la
eficiencia del proceso de traduccion (Davis et al.,, 2001). El crecimiento del
muasculo es dependiente de la proliferacion celular por lo menos de dos

mecanismos del satélite y la tasa de acrecion de proteinas (Allen et al., 1979), el
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altimo es la diferencia entre la tasa de sintesis de proteinas y la tasa de
degradacion de proteinas. Desde la proliferacién de células satélite aumenta la
cantidad total de ADN en un musculo (Oksbjerg et al., 2002), y la capacidad de
sintesis de proteinas se refleja en los niveles de ARN (Millward et al., 1973). Los
componentes béasicos para la sintesis de proteinas incluyen las grandes y
pequefias subunidades ribosomales (60 y 40, respectivamente), ARNm que
codifican para proteinas individuales, ARN de transferencia (ARNt) para los
aminoacidos individuales, y mas de una docena de proteinas cataliticas (Kimball,

2001).

2.6 DETERMINACION DE TIPOS DE FIBRAS MUSCULARES Y EXPRESION DE MIOSINA

Los métodos para determinar los tipos de fibras musculares se basan en
perfiles de miosina especifica, especialmente miosina de cadena pesada (MyHC)
tales como adenosina trifosfatasa miofibrilar (mATPasa), histoquimica,
imnunohistoquimica utilizando anticuerpos especificos para cada isoforma de
MyHC. Estos métodos han incrementado la comprension de la diversidad de tipos
de fibras y su naturaleza dinamica. A su vez, estos enfoques metodolégicos han
puesto de manifiesto la existencia de fibras musculares que bien contienen una
isoforma de MyHC (tipos de fibras puras) y dos o mas isoformas de MyHC (tipo de
fibras hibridas), (Pette and Staron., 2000).

La tipificacion de la fibra muscular convencional y el recuento por el método
histoquimico es un muy laborioso y lento, que tiene una serie de problemas
técnicos (Rehfeldt et al., 2008). Es sometido a un alto nivel de error cuando las
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fibras musculares se escriben y se cuentan por serie de la seccion transversal de
las fibras musculares (Bee, 2004). Muchos factores pueden estar involucrados,
tales como el numero de la muestra o submuestra, el muestreo de ubicacion entre
los musculos y en los musculos y la subjetividad de las mediciones (Cerisuelo et
al., 2007). Estos factores podrian afectar crucialmente repetibilidad y precision.
Por lo tanto, diversas metodologias de escribir y contar fibras musculares se
deben intentar para disminuir estos problemas (Rehfeldt et al., 2008).

Hay otros métodos de tipificacibn de la fibra muscular convencional
utilizando la enzima mitocondrial, succinato deshidrogenasa (SDH), y la reduccion
de nicotinamida dinucle6tido de tetrazolio reductasa-adenina (Baker & Santer,
1990; Rahelic y Puac, 1981). El andlisis inmunohistoquimico con anticuerpos
monoclonales contra isoformas de MHC de fibra permite la tipificacion segun la
expresion de las isoformas de MHC, y este método facilita la delineacién objetivo
de hibrido (co-expresion de dos o mas isoformas de MHC) fibras (Schiaffino et al.,
1989). Trabajos moleculares tales como el uso de anticuerpos, técnicas
gendmicas utilizando ARNm o siRNA y metabolémica, pueden ser herramientas
Gtiles para superar estos problemas (Ennion., et al 1995; Smerdu., et al 1994).

Los datos reportados por (Gunawan et al., 2007) muestran que la expresion
de las isoformas MyHC en el muasculo esquelético de cerdos difiere en gran
medida con su ubicacion y funcion anatdmica. La expresion de estos genes fue
altamente correlacionado con la cantidad relativa de la proteina correspondiente
contenida dentro de cada musculo. Debido a la cantidad de tiempo requerido para
llevar a cabo estudios de tipificacion convencional de la fibra del musculo y la

dificultad para separar estas isoformas de proteinas en el muasculo porcino, la
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expresion génica de la MyHC puede ser una alternativa confiable para la
definicion de composicion del tipo de fibra muscular en los masculos esqueléticos
del cerdo. Se han realizado estudios de la expresion de las isoformas de miosina
de cadena pesada y diferenciado estas en los musculos LD y SM, sin embargo no
se ha encontrado alguna informacion relacionada con la expresion y cuantificacion
de miosina en los diferentes musculos de la pierna del cerdo. Por tanto, la
presente investigacion permitira cuantificar la expresion de miosina en los
diferentes musculos de la pierna del cerdo y relacionarlo con el crecimiento

muscular en diferentes etapas de crecimiento de éstos.
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Il. HIPOTESIS

La expresion (cuantificacion) del RNA mensajero que codifica la sintesis de
miosina de cadena pesada (MyHC) es diferente en los distintos musculos de la

pierna del cerdo en cada una de sus etapas de crecimiento.

IV. OBIJETIVOS

1. Cuantificar la expresion del RNA mensajero que codifica la sintesis de los
musculos Biceps Femoris, Gluteus Medius, Semimembranosus,
Semitendinosus, Tensor Fasciae Latae Yy establecer su relacién con el

crecimiento de estos en cerdos con pesos livianos, medios y pesados.

2. Identificar el masculo que mejor se relacione con la expresion de miosina.
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1 LOCALIZACION

El experimento fue conducido en el laboratorio de Fisiologia y Metabolismo
del Instituto de Ciencias Agricolas de la Universidad Autonoma de Baja California.
El analisis de las muestras se realizo en el Laboratorio de Biologia Molecular del
mismo instituto. El cuidado de los cerdos utilizados se hizo de acuerdo con la

Norma Oficial Mexicana (NOM-062-Z00-1999, 2001).

5.2 ANIMALES Y ALOJAMIENTO

El experimento se condujo con 19 cerdos hibridos (Landrace x Hampshire x
Duroc). Los cerdos se distribuyeron en tres grupos basados en su peso corporal
inicial clasificados como ligeros (5 animales, 15.2 kg), medios (7 animales, 18.2
kg) y pesados (7 animales, 21.3 kg) alojados en grupos de 2 animales por jaulas
metabdlicas (1.2 x 1.2 m) equipados con un bebedero tipo chupdn y un comedero
tipo tolva. El agua y alimento se proporcion6 a libre acceso. Después de
permanecer 15 dias en experimento los cerdos se pesaron y sacrificaron
semanalmente comenzando por livianos, medios y pesados con pesos finales de
20.5 kg, 26.8 kg, 38.2 kg respectivamente; esto para calcular ganancia diaria de
peso (GDP) y consumo diario de alimento (CDA). Todos los cerdos recibieron la
misma dieta comercial formulada con trigo (72.98%), pasta de soya (23.55%), y

adicionada con lisina (1.59%), treonina (0.64%), metionina (0.48%), vitaminas y
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minerales. Esta dieta cubria los requerimientos nutricionales de cerdos en la etapa

de crecimiento (NRC, 2012).

5.3 COLECCION DE TEJIDOS

El sacrificio de los cerdos se realiz6 en el laboratorio de carnes de este
instituto; éste se hizo cada 7 dias empezando por los livianos y sucesivamente
hasta terminar con los pesados. Los cerdos se insensibilizaron con la ayuda de un
“electroshock” previo al sacrificio por desangrado a través de la yugular.
Inmediatamente después se retiraron las visceras, la cabeza, y la canal resultante
se dividié en sus dos medias canales. La pierna de la media canal derecha de
todos los animales se conservé para hacer los trabajos de diseccién y recoleccién
de muestras de cada musculo. Se separaron manualmente todos los musculos de
la pierna con la ayuda de bisturi solo para cortar los restos de tejido conectivo y
ligamentos unidos al fémur. Una vez separados los musculos se pesaron
individualmente y se registré su peso. Al mismo tiempo se tomaron muestras de
cada musculo (aproximadamente 1 g) y se congelaron en nitrégeno liquido hasta
que finaliz6 la colecta de muestras. Posteriormente se almacenaron a -80°C en el
laboratorio de biologia molecular para su posterior andlisis. Los musculos
analizados fueron el Biceps femoris (BF), Gluteus medius (GM),
Semimembranosus (SM), Semitendinosus (SMT), Tensor Fasciae Latae (TFL) y

longissimus dorssi (LD).
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Tensor Fasciae Latae

Figura 4. Diseccion de musculos de la pierna utilizados en este estudio.

5.4 EXTRACCION DE ARN

Las muestras de los musculos recolectados fueron tratados para la
extraccion de ARN total por pulverizacion en nitrégeno liquido y purificacion con
Trizol reagent (Invitrogen, Corp.), siguiendo la metodologia descrita anteriormente
por Méndez et al. (2011). Inmediatamente, el ARN purificado fue diluido en 13 pl
de agua destilada libre de nucleasas y almacenado a -80°C. La concentracion de
ARN total fue determinada por espectrofotometria a 260 nm. La integridad del
ARN total fue evaluada por electroforesis en gel de agarosa al 1%. Todas las
muestras fueron de buena calidad con una relacion del rRNA de 28S:18S

alrededor de 2:1 (Sambrook and Russell, 2001).
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5.5 TRANSCRIPCION REVERSA

Aproximadamente 2 pg del RNA total fue tratado con 1U de ADNasa | (1
U/ml; Invitrogen) y 6 pl de buffer 5x para transcripcion reversa en una mezcla de la
reaccion llevada de 30 pl con agua tratada con DEPC, la reaccién se mantuvo
durante 15 min a temperatura ambiente y después 15 min a 75°C. La transcripcién
reversa se inicié con las muestras de ARN tratadas con ADNasa, se adiciono 1 pl
de random primers (150 ng por pl, Invitrogen) y 1 pl de solucién de dNTPs (cada
uno 10 um), la reaccién se incub6 a temperatura ambiente y enseguida se enfrié
en hielo durante 5 min; se agregd a la reaccion 2 pl de transcriptasa reversa buffer
5x y se incubo a 42° C durante 2 minutos para estabilizar la reaccion antes de la
adicién de 1 pl de enzima transcriptasa reversa (200 U por pl; RT-Superscrip I,
Invitrogen). La reacciéon se incub6 a 42° C durante 50 minutos. La mezcla se
incub6 a 70°C durante 15 minutos. Las muestras de ADN complementario (ADNCc)

se cuantificaron por espectrofotometria y diluyeron a una concentracioén final de 50

ng por pl.

5.6 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA CUANTITATIVO (qPCR)

Se disefaron oligonucleétidos especificos para miosina (isoforma 1B de
cadena pesada) de acuerdo con sus secuencias en el Genbank (Sentido-5’
CTTCCCAAGCAGAATCCTTT3’; Antisentido- 5 CTCCTCTCCATCATCTTCCS3’).

El tipo de fibras 1IB representan aproximadamente el 80% de las fibras totales en
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algunos musculos del cerdos y son extensamente expresados en MST y LD de
cerdos (Lefaucher et al., 2002). Antes de iniciar, se realizé PCR de punto final para
estandarizar las condiciones de amplificacion para el par de oligonucleétidos, con
el fin de confirmar la especificidad de los productos de PCR en relacion con su
ARNM.

La expresion de miosina se estimé por PCR cuantitativo (QPCR) usando
SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (Thermo Scientific, Inc.). La curva estandar
se obtuvo usando una concentracion conocida de ADNc de ARN ribosomal 18S de
cerdo clonado en vector TOPO 4.0 (Invitrogen), y diluciones seriadas del mismo.
Las reacciones gqPCR cuantitativo contenian 75 ng de ANDc, 2 ul de cada
oligonucledtido especifico (concentracion inicial de 0.5 uM), 12.5 pl de 2x SYBR
Green/Rox gPCR Master Mix y agua libre de nucleasas para completar el
volumen final de 25 pl. Las condiciones de gPCR utilizadas en la amplificacion y
cuantificacion consistieron en una etapa inicial de desnaturalizacion (95° C por 1
min), seguida de 45 ciclos de amplificacion (desnaturalizacién a 95° C, durante 30
segundos, alineacién 56° C por 15 segundos y extension a 72° C durante 30
segundos). La fluorescencia se midio al final de cada ciclo y cada 0.2° C durante el

programa de desnaturalizacion al final del programa de gPCR.

5.7 ANALISIS ESTADISTICO

Se realiz6 un analisis de varianza utilizando el procedimiento Satatistix 9.0.
Se realizaron comparaciones de medias usando una prueba de Tukey. Los niveles
de probabilidad de P< 0.05, se definieron como diferencias significativas.
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VI. RESULTADOS

En la Figura 5 se presentan los resultados de peso vivo y la ganancia diaria
de peso de los cerdos. En promedio, los pesos para los cerdos livianos, medios y
pesados fueron de 20.6, 26.7 y 38.3 kg, respectivamente. En este mismo orden, la
ganancia diaria de peso promedio fue de 484, 646 y 804 g/d, la cual increment6 de
acuerdo con el aumento en el peso vivo de los animales (P<0.05). En general, la

ganancia de peso reflejo las diferencias en el peso vivo de los animales en los tres

grupos formados (r = 0.82: P<0.001).

PV

Figura 5. Peso vivo (PV) y ganancia diaria de peso (GDP) en cerdos en

crecimiento
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El Cuadro 2 se muestra el peso de los diferentes masculos analizados. El
peso de los musculos también incrementd (P<0.05) conforme aumentd el peso
vivo de los animales. En los cerdos Livianos y Medios, el SM fue el musculo més
pesado seguido por el BF, pero en los cerdos Pesados, el BF fue el de mayor
peso seguido por el SM. Por otra parte, el misculo SMT fue el de menor peso en

los tres grupos de cerdos.

Cuadro 2. Peso individual de musculos analizados para cada grupo de cerdos (kg)

Grupo de cerdos

Musculo Livianos Medios  Pesados Valor P=
Biceps Femoris 269.3 339.0 512.0 <0.01
Gluteus Medius 125.8 179.3 268.1 <0.01
Semimembranosus 299.1 384.1 468.9 <0.01
Semitendinosus 77.1 107.0 139.0 <0.01
Tensor Fasciae Latae 165.1 258.1 389.0 <0.01
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Figura 6. Separacion e identificacion de musculos de la pierna del cerdo

En el Cuadro 3 se presentan los valores de correlacion entre el peso vivo, la
ganancia de peso y el peso de cada musculo. El peso vivo de los cerdos estuvo
altamente correlacionado con el peso de todos los musculos (r>0.85; P<0.001).
Asimismo, la ganancia diaria de peso aunque en menor medida, se correlacion6
con el peso de todos los musculos (r>0.65: P<0.01). Los musculos que mejor se
correlacionaron con el peso vivo y la ganancia de peso fueron el BF y el SMT. El
peso de cada musculo en particular se correlacion6 altamente con el peso de los

demas musculos (r>0.70; P<0.001).
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Cuadro 3. Valores de correlacion entre el peso vivo (PV), ganancia diaria de peso

(GDP) y pesos de los musculos Biceps femoris (BF), Gluteus medius (GM),

Semimembranosus (SM), Semitendinosus (SMT) y Tensor Fasciae Latae (TFL).

Musculo
Valor PV GDP BF GM SM STM
GDP r= 0.816
P= <0.001
BF 0.973 0. 793
<0.001 <0.001
GM 0.934 0.652 0.939
<0.001 0.002 <0.001
SM 0.853 0.694 0.868 0.875
<0.001 0.001 <0.001 <0.001
SMT 0.968 0.807 0.930 0.903 0.828
<0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
TFL 0.898 0.751 0.873 0.813 0.699 0.882
<0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

En el cuadro 4 se presenta el peso de cada musculo expresado como

porcentaje de peso vivo de cada cerdo en cada periodo. El peso relativo de BF

tuvo una disminucion para el grupo de cerdos medios (P=0.29); sin embargo, para

el grupo de cerdos pesado se incrementé el peso en comparacion con el grupo de

cerdos livianos. El peso relativo de GM se incremento conforme el peso de los

animales para cada grupo de cerdos. El peso relativo de SM disminuyo (P=0.01)
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conforme aumentaba el peso de los animales para cada grupo de cerdos. El peso
relativo de SMT tuvo un increment6é (P=<0.01) en el grupo de cerdos medios y
para el grupo de cerdos pesados disminuyo el peso relativo del musculo
comparado con el grupo de cerdos livianos. El peso relativo del masculo TFL se
incrementd (P=0.05) conforme incrementaba el peso de cada grupo de cerdos.
Asi, SM y BF fueron los musculos con mayor peso relativo expresado como

porcentaje de peso vivo de cada cerdo para todos los grupos de cerdos (P=<0.01).

Cuadro 4. Peso de cada musculo expresado como porcentaje de peso vivo de

cada cerdo en animales livianos, medios y pesados (kQ)

Grupo de cerdos

Musculo Livianos Medios Pesados P=
Biceps Femoris 1.309 1.260 1.338 0.29
Gluteus Medius 0.605 0.670 0.701 0.14
Semimembranosus 1.457 1.429 1.223 0.01
Semitendinosus 0.375 0.398 0.364 <0.01
Tensor Fasciae Latae 0.812 0.965 1.019 0.05

En el cuadro 5 se presenta la ganancia diaria de peso de cada musculo
expresada como porcentaje de su respectivo peso. La ganancia diaria de peso de
los musculos BF, GM y TFL expresados como porcentaje de peso de cada uno de

estos se incrementd (P=<0.01) conforme se incrementaba el crecimiento de los
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animales para cada grupo de cerdos. Sin embargo, el peso relativo de los
musculos SM y SMT no se maodificé (P=0.99) con el aumento en el peso vivo de

los cerdos.

Cuadro 5. Ganancia de peso (g/d) de cada musculo en cerdos medios y pesados

Grupo de cerdos

Musculo Medios Pesados P=

Ganancia Diaria de Peso

Biceps Femoris 9.956 24.714 <0.01
Gluteus Medius 7.643 12.694 0.01
Semimembranosus 12.155 12.102 0.99
Semitendinosus 4.271 4.569 0.65
Tensor Fasciae Latae 13.274 31.980 <0.01

En el Cuadro 6 se presentan los datos de expresion de miosina para cada
uno de los musculos. Se consider6 P<0.05 y P>0.05 como valores
estadisticamente diferente y no diferentes respectivamente. En los cerdos livianos,
los valores de expresion mas altos de miosina se encontraron en BF y SM
(P=<0.05) mientras que los mas bajos fueron para GM, LD y SMT. En los cerdos
medios y pesados, el SM siguid siendo el de mayor expresion de miosina, aunque

en los pesados, BF y GM tuvieron valores de expresion semejantes al SM. En
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todos los cerdos, los valores mas bajos de expresion de miosina fueron para los
mauasculos LD, SMT y TFL.

La expresion de miosina para los cerdos livianos fue menor comprada con
el grupo de cerdos medios; pero para el grupo de cerdos pesados en algunos
musculos como SMT y SM. No se observé un incremento exponencial como se
presentaba en los otros dos grupos de cerdos. La expresién de miosina en BF se
incrementd conforme al peso de los animales para cada grupo de cerdos. La
expresion de miosina en GM para los cerdos livianos fue baja, en comparacion
con los cerdos medios y pesados para estos dos grupos de cerdos la expresion se
incremento conforme el peso de los animales. La expresion de miosina en SM se
incrementd en el grupo de cerdos medios pero para los cerdos pesados disminuy6
la expresién de miosina. Para SMT la expresién de miosina fue baja en el grupo
de cerdos livianos, tuvo un incremento para el grupo de cerdos medios y una
disminucién de la expresion de miosina en el grupo de cerdos pesados. La
expresion de miosina del masculo TFL se incrementé conforme al peso de los
animales. La expresion de miosina para el musculo LD en los cerdos livianos tuvo
una baja expresién comparada con los cerdos medios y pesados la cual fue mayor

y exponencial conforme aumentaba el peso de los cerdos medios y pesados.
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Cuadro 6. Expresion de miosina en cada uno de los musculos de la pierna 'y en

cada grupo de cerdos periodo (unidades arbitrarias; proporcion de RNAm: 18S

rRNA)
Grupo de cerdos

Musculo Livianos Medios Pesados
Biceps Femoris 0.031° 0.057 0.123%
Gluteus Medius 0.006" 0.091 0.129°¢
Semimembranosus 0.029" 0.130  0.115%
Semitendinosus 0.0092 0.075 0.063 2
Tensor Fasciae Latae 0.016" 0.088 0.100 °
Longissimus Dorsi 0.005% 0.083 0.089 &

Valores en columnas con diferente literal (P<0.05)

Los valores de correlacidon entre el peso vivo, ganancia diaria de peso y
expresion de miosina en los musculos analizados se presentan en el Cuadro 7. En
todos los casos, los valores de correlacion fueron positivos. El peso vivo se
correlacioné con el BF, GM, LD y TFL (P<0.01); de éstos, el mayor valor se
observé para el BF (r=0.80). En contraste, el peso vivo no se correlacioné con la
expresion de miosina en SM y SMT (P>0.05). La ganancia de peso se
correlacion6 con la expresion de miosina en todos los musculos (P<0.05), aunque

los valores mas elevados fueron para el LD (r=0.65) y el BF (r=0.59).
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Cuadro 7. Valores de correlacion entre el peso vivo (PV), ganancia diaria de peso

(GDP) y expresion de miosina en los musculos Biceps femoris (BF), Gluteus

medius (GM), Longissimus dorsi (LD), Semimembranosus (SM), Semitendinosus

(SMT) y Tensor Fasciae Latae (TFL).

Musculo
Valor PV GDP BF GM LD SM STM
GDP r= 0.816
P= <0.001
BF 0.795 0.587
<0.001 0.008
GM 0.582 0.510 0.567
0.009 0.025 0.011
LD 0.646 0.649 0.651 0.720
0.003 0.003 0.003 <0.001
SM 0.447 0.456 0.285 0.586 0.705
0.088 0.050 0.237  0.008 0.000
SMT 0.402 0.458 0.316 0.671 0.662 0.699
0.088 0.048 0.188 0.002 0.002 <0.001
TFL 0.560 0.586 0.597 0.723 0.724 0.598 0.751
0.013 0.008 0.007 <0.001 <0.001 0.007 <0.001
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Los valores de correlacion entre el peso de los musculos con la expresion de
miosina de su musculo correspondiente fueron variables. Los valores de
correlacion entre peso y expresion de miosina fueron significativos (P<0.05) para
todos los musculos. ElI mayor valor de correlacion (r=0.75; P=<0.001) se observo
para el BF, seguido del TFL (r=0.54; P=0.017), SMT (r=0.50; P=0.030), GM
(r=0.46; P=0.046) y SM (r=0.45; P=0.050).

En las Figuras 7 y 8 se presentan los valores de peso y expresion de
miosina en los musculos BF y GM, respectivamente. En ambos casos, la
expresion de miosina se increment6 conforme aumenté el peso de los animales

analizados (P<0.05).
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Figura 7. Peso (PBF) y expresion de miosina (MBF) del masculo Biceps Femoris

en los tres diferentes grupos de peso de los cerdos
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Figura 8. Peso (PGM) y expresion de miosina (MGM) del musculo Gluteus Medius

en los tres diferentes grupos de peso de los cerdos

En la Figuras 9, 10 y 11 se muestran los valores de peso y expresion de

miosina de los musculos SM, SMT y TFL, respectivamente. En los tres musculos,

el peso se increment6 conforme aumento el peso de los animales (P<0.01). La
expresion de miosina se incremento claramente en los cerdos medios comparados

con los livianos (P<0.05), pero no fue diferente cuando se comparo con los cerdos

pesados (P>0.10).
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Semitendinosus en los tres diferentes grupos de peso de los cerdos
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VII. DISCUSION

Este trabajo se realiz6 para analizar la relacion entre el peso vivo, ganancia
de peso vivo y peso de los diferentes musculos de la pierna de cerdos en la
expresion de miosina. Ademas, con este trabajo se tratd de identificar al masculo
gue mejor refleja la relacidon entre crecimiento y expresion de miosina. Como se
esperaba, la ganancia de peso fue mayor a medida que aumenté el peso de los
animales. Por lo anterior, el disefio experimental resultd Util para establecer las
eventuales relaciones que pudieran existir entre la expresion de miosina y las
variables de comportamiento.

Con esto podemos decir que el peso de los musculos fue mayor a medida
que el peso de los animales aumentaba y asi el misculo que presento un peso
superior a los otros, fue el SM en los cerdos livianos y medios; sin embargo, para
el grupo de cerdos pesados el musculo con un peso superior a los demas fue BF
este dato de peso concuerda con Fisher et al., (2003) que reportaron que para
cerdos de 33 kg el musculo con un peso superior a los otros masculos de la pierna
es BF. Al establecer la correlacion entre el PV, GDP y peso de cada musculo,
podemos mencionar que esta correlacion es alta pues a medida que aumentaba el
peso vivo de los cerdos aumentaba el peso de los muasculos y por tanto la
ganancia diaria de peso de los animales.

Cuando se presentan los datos de peso de cada musculo expresado como
porcentaje de peso vivo de cada cerdo, los mudsculos que incrementaron su peso
son BF y SM, pues estos mismos son los musculos de mayor peso en los tres

grupos de cerdos y los que incrementaban conforme aumentaba el peso de los
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animales, para Fisher et al., (2003) el musculo con mayor peso es BF dato que
concuerda con este estudio; sin embargo para este autor el SMT es el segundo
musculo més pesado y comparado con SM solo existe una diferencia minima en el
peso de ambos, por tanto los resultados presentados pueden sustentar que SM es
uno de los musculo mas pesado en la pierna del cerdo.

Los musculos BF y GM fueron los més pesados de la pierna de los cerdos,
este resultado coinciden con lo reportado por Fisher et al. (2003), quienes también
observaron que estos dos musculos son los de mayor peso en cerdos de entre 11-
33 kg de peso (Cuadro 2).

Como se ha demostrado en estudios anteriores, el porcentaje de fibras méas
abundante en el musculo esquelético son las fibras de tipo 1IB (60-80% Chang et
al., 2003). En consecuencia, en este estudio la expresion de miosina se basoé en la
cuantificacion de la expresion del tipo de fibra 1IB en cada uno de los masculos de
la pierna. El cerdo doméstico es una especie productora de carne que ha sido
seleccionado genéticamente de manera intensa por su velocidad de crecimiento y
musculatura. Por lo tanto, se ha sugerido que la alta expresion isoforma MyHC-IIb
esta relacionada con las condiciones de mejoramiento genético (Lefaucheur et al.,
2002).

El cerdo doméstico es el Unico gran mamifero en el que se han demostrado
hasta ahora las tres isoformas de MyHC rapidas (lIA, 11X, IIB). Las isoformas de
miosina de cadena pesada [IB son las mas numerosas, especialmente en los
llamados musculos blancos en la region periférica de los fasciculos musculares
(Lefaucheur et al., 1998; Graziotti et al., 2001). Se desconocen los motivos de la

alta expresion de la isoforma de miosina IIB en musculos de cerdos domesticos.
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Sin embargo los resultados presentados en este trabajo demuestran algunos
cambios en la expresion de la isoforma 1IB de miosina en los muasculos de la
pierna de los cerdos

Gunawan et al. (2007) reportaron que la expresion de miosina IIB fue mayor
en musculo LD de cerdos, en comparacion con el musculo SMT, los resultados
mostrados en este estudio presentaron los mismos resultados, y tomando en
cuenta que se realizd para cada grupo de cerdos la expresion de miosina para el

musculo LD fue incrementando conforme incrementaba el peso de los animales.

Los musculos BF y GM son de tipo rapido-glucolitico (Fisher et al., 2003),
por tanto estos muasculos presentan una mayor proporcion de fibras de tipo 1IB
(Pette and Staron., 2000) y especulamos que su expresion de miosina debiera ser
mayor; De acuerdo con la expresion de miosina de estos musculos los resultados
presentados en este estudio concuerdan con esta informacion puesto que estos
musculos son los que tuvieron una mayor expresion de miosina en los tres grupos

de cerdos.
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VIIl. CONCLUSION

En el presente estudio se demostré que, aunque el peso de cada musculo
de la pierna incrementé con el aumento en la ganancia diaria y el peso de los
cerdos, los musculos BF y SMT estuvieron mejor correlacionados con la ganancia
diaria y el peso de los animales. Ademas, el peso vivo y la ganancia diaria de peso
de los animales se correlacionaron mejor con la expresion de miosina en el BF y
LD. Por tanto, se puede concluir que BF, SMT y LD son los musculos cuyo

crecimiento esta mejor asociado a la expresion de miosina.
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