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El control homeorrético por parte de la hormona del crecimiento, permite la
coordinacién metabdlica de los tejidos corporales a fin de que puedan adaptarse a la
nueva redistribucion de nutrientes, inducidos por la hormona, entre los distintos
depdsitos corporales.

El incremento del tejido magro es uno de los efectos fundamentales de la
administracién exdgena de GH a animales en crecimiento (Bauman y col., 1982),
siendo el misculo esquelético el 6rgano blanco, por excelencia, de la somatotropa.

La GH actia sobre los dos mecanismos fundamentales que determinan el
crecimiento muscular: la proliferacién celular y la acrecién de la proteina (Allen y
col., 1979).

La administracién de GH a ratas hipofisectomizadas restaura el namero de
células musculares por estimulo de la replicacion del DNA (Beach y Kostyo, 1968),
pero los pocos datos existentes indican que en el animal postnatal intacto, la hormona
da lugar a un crecimiento hipertrdfico (Fabry y col., 1991). Este crecimiento implica
una mayor velocidad de depésito de la proteina muscular, que a su vez, representa
el efecto neto de dos procesos: sintesis y degradacion proteica, pudiendo cambiar
por la alteracion de uno o de ambos mecanismos simultineamente (Reeds y Palmer,
1986).

Sin embargo, las respuestas anabdlicas a la administracién exdgena de GH
a animales normales son muy vanables, No se aprecian cambios en ratones Snell
control (Bates y Holder, 1988) y sélo aparecen efectos pasajeros en ratas
(Albertsson-Wikliand y col., 1980). No obstante, el tratamiento a corto plazo aumenta
la captacion de aminodcidos por el musculo biceps e incrementa la sintesis proteica
corporal total en el hombre adulto (Fryburg y col., 1991).

Los resultados mds evidentes se han encontrado en rumiantes, aunque la
razén por la que se mejora la retencidn proteica es mal conocida. El incremento de
ia velocidad fraccional de sintesis proteica, parece ser un fendmeno generalmente

aceptado (Pell y Bates, 1987; Eisemann y col., 1989a; Campbell y col. 1989a)
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aunque no se conoce bien el mecanismo de accion de la GH, habiéndose postulado
tanto el aumento de la capacidad de sintesis proteica (RNA/proteina), como de la
actividad dei RNA.

Los efectos sobre la degradacién proteica, por su parte, parecen depender del
estado fisioldgico del musculo en el momento de ia administracion hormonal, aunque
en general, se mantiene estable o se incrementa (Campbell y col., 1989b; Bates y
Holder, 1988).

La importancia de un nivel nutritivo adecuado que facilite el aumento GH-
dependiente de la acrecion del tejido magro, ha sido puesto de manifiesto
recientemente (Campbell y col., 1990; Goodband y col., 1990), ya que la
insuficiencia de sustratos, especialmente de proteinas, puede suprimir la capacidad
de la célula para sintetizar mds proteina (MacRae y col., 1991), condicionando el
efecto anabolico de la hormona.

Sin embargo la magnitud de la respuesta hormonal no parece depender de la
capacidad intrinseca del animal para depositar proteina, puesto que se ha
comprobado, que la GH invierte la forma de crecimiento y Ia tendencia a la
distribucién de los sustratos corporales entre los sexos (Campbell y col., 1989b) .

Ademds la capacidad de la somatotropa para reorganizar los procesos
metabolicos, varia con el periodo de vida en el que es administrada. Por ejemplo
en animales jovenes tratados 21 semanas con GH la ganancia de peso se incrementa,
pero no se altera ni la retencién de nitrdgeno ni la composicién corporal (Sandles
y Peel, 1987), mientras que en animales mds viejos se manifiesta claramente el
incremento de la masa proteica (Moseley y col, 1982).

En trabajos previos, se ha demostrado a este respecto, que la edad y
especialmente la etapa fisioldgica del animal condicionan de forma fundamental la
respuesta a la administracién exdgena de GH (Agis, 1994). Asi, durante el periodo
del destete, la disminucion en la ingesta de alimentos provocada por la hormona
(Dalke y col., 1992) desencadena un déficit proteico-calérico que impide el
crecimiento del animal, quizds mediante la alteraciéon de los delicados mecanismos
de adaptacién a la alimentacién sélida (Issad y col., 1988), fundamentales durante
esta etapa. Esta situacién se invierte por la aparicién de un fendmeno de hiperfagia

autoregulada, mediante la cual, el crecimiento corporal se recupera €n un mecanismo
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similar al crecimiento compensador, en el que la accidn andbolica de la GH parece
favorecer la restauracién del depésito proteico corporal, si se dispone de un nivel
adecuado de proteina dietaria.

A fin de profundizar en el conocimiento de esta respuesta bifdsica a la GH
en animales al destete, se considera de interés relacionar los mecanismos de
crecimiento corporal con la adaptacion a nivel muscular, estudiando el efecto de la
administracidn exdgena de la rhGH sobre el crecimiento total, la proliferacidn
celular y el metabolismo proteico del miisculo gastrocnemio, para poder dilucidar los
mecanismos intimos desencadenados por el efecto hormonal. También son

consideradas las influencias del nivel proteico de la dieta y del sexo.

Los objetivos concretos a alcanzar son los siguientes:

1- Examinar los efectos de la administracion exdgena de hormona de
crecimiento humana recombinante (thGH) a ratones BALB/c entre el destete y la
pubertad, sobre el crecimiento total del misculo gastrocnemio, mediante el estudio
de las modificaciones de las velocidades de crecimiento del peso y la proteina

muscular y su posible dependencia de la eficacia de utilizacién de la ingesta.

2- Comprobar los cambios inducidos durante la respuesta bifdsica a la
administracion exdgena de rhGH, mediante el estudio de los mecanismos de
proliferacién celular y de acrecién de la proteina del muisculo gastrocnemio, a

través de las modificaciones en la capacidad de sintesis y de degradacién proteica.

3- Hacer énfasis en la posible definicion de los mecanismos que, a nivel
celular, puedan diferenciar el crecimiento de cardcter compensatorio y el crecimiento

dependiente de la accidn somatotrdpica.

4- Examinar la influencia del nivel proteico de la dieta en el desarrollo de la
respuesta bifdsica a la administracién exdgena de rhGH, mediante la seleccién de
dos porcentajes de protefna dietaria (12 y 20%), elegidos segin el rango de

requerimientos proteicos del ratdén de laboratorio.



5- Estudiar la posible influencia sexual en el proceso.

6- Comprobar los efectos que la interaccion entre los factores estudiados:
edad, dieta, sexo y administracion exogena de rhGH, puede ejercer sobre el

crecimiento y el metabolismo proteico muscular.

7- Estudio paralelo en animales control, no tratados, que permita dilucidar la

exacta influencia de la hormona del crecimiento,



O

2. SITUACION BIBLIOGRAFICA



2.1. CRECIMIENTO

2.1.1. CRECIMIENTO SOMATICO

2.1.1.1. EVOLUCION DEL CRECIMIENTO SOMATICO.

Todos los embriones de mamiferos presentan, al comienzo de la vida, una
tinica célula de aproximadamente la misma masa y volumen (1000 micrometros’).
Durante la implantacion, la mayoria de las c¢élulas del blastocisto tienen una funcidn
nutritiva que facilita el flujo de nutrientes entre madre y feto, destinindose muy
pocas a la organogénesis.

Debido a que la velocidad de division celular, desde la 64 hasta ia 128
generacion de células embrionarias, presenta muy poca variacién entre las especies,
el momento mds critico para la regulacion de la masa corporal, se produce después
de la aparicion de la linea primitiva (Snow y Bennett, 1978), ya que en este estadio
los embriones de las diferentes especies empiezan a presentar velocidades de
proliferacién distintas. En la rata durante las primeras tres semanas de vida prenatal,
el proceso mitdtico incrementa desde una a dos o tres miles de millones de células
(Winick y Noble, 1965).

Se ha demostrado que la velocidad de crecimiento después de la concepcién
marca la rapidez del desarrollo "in ttero” (McCance y Widdowson, 1978). En esta
etapa, pequeias diferencias en el tiempo de duplicacién celular pueden dar lugar a
grandes divergencias en la masa corporal. Un 10% de diferencia temporal conduce
a duplicar el nimero de células después de sélo 8 generaciones. Diferencias de un
minuto en la velocidad de proliferacién tienen un impacto sustancial sobre la masa
corporal (Falconer y col., 1981).

También el aporte materno-fetal de nutrientes tiene gran importancia sobre
el crecimiento durante las dltimas etapas de gestacidon y sobre la composicion
quimica del recién nacido (McCance y Widdowson, 1977, Lodge y col., 1978).

El nacimiento tiene una influencia sustancial sobre la funcidn y la masa
corporal del organismo en todas las especies. Sin embargo, la relacién entre el peso

maduro y el peso al nacimiento es funcidn, tanto de la longitud del periodo de
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crecimiento para llegar a la masa y la estatura del adulto, como de la velocidad
necesaria para hacerio. Los roedores tienen altas tasas fraccionales de depdsito
proteico inmediatamente después del nacimiento (10-20%/dia), pero sélo mantienen
altas velocidades de crecimiento durante un 6% de su vida media (Reeds y Fiorotto,
1990).

Durante esta primera etapa se produce un aumento proporcional en peso,
proteina y contenido de DNA celular. El nimero de células se incrementa, mientras
que el tamaiio celular no cambia. Se produce hiperplasia (Winick y col., 1970). El
crecimiento proliferativo no se mantiene indefinidamente a la misma velocidad que
después de la implantacion. De hecho, tanto la masa ganada como la tasa de
proliferacion se hacen mucho mds lentas, y los mecanismos hipertroficos asumen
paulatinamente un papel mds importante en el incremento de la masa proteica de las
células y tejidos corporales.

Cuando la velocidad de sintesis de DNA se hace menor, le sigue el
incremento en peso y proteina a la misma velocidad, produciéndose una fase de
transicién, con participacidn de ambos fendmenos, hiperplasia e hipertrofia, que
termina cuando Ia sintesis de DNA finaliza. A partir de este momento el crecimiento
se realiza exclusivamente por hipertrofia. Finalmente, cuando se estabiliza el peso
y la sintesis proteica termina, el crecimiento concluye (Winick, 1970).

Estos datos sefialan que el crecimiento total de cualquier 6rgano se debe a una
acrecion continua de protoplasma constituida por agua, proteinas y en algunos casos
lipidos. El empaquetamiento de este protoplasma en una célula individual depende
de la velocidad con que se realiza la sintesis de DNA.

Sin embargo, actualmente se ha sugerido que el periodo de crecimiento no
puede ser dividido simplemente en fases hiperpldsica e hipertréfica, puesto que el
nimero de nicleos sigue incrementandose en todos los drganos durante los periodos
pre y postnatal y algunas células como las de la mucosa intestinal o la dermis,
proliferan a alia velocidad toda la vida.

Del mismo modo, en ratones recién nacidos de cepas seleccionadas para
crecer hasta distintos pesos corporales maduros (Falconer, 1973), se ha demostrado

que la primera diferencia en el crecimiento es el aumento en el tamano celular
(Rudklidge, 1981).
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En el momento de alcanzar la competencia reproductora se produce la
disminucidn o el cese del crecimiento corporal hineal. Las ratas y ratones alcanzan,
respectivamente, su madurez sexual cuando el peso es unas 30-40 veces mayor que
al nacimiento, siendo similares en ambas especies las cantidades de energia y

proteina necesarias para soportario (Reeds y col.,1985).

2.1.1.2. MECANISMOS DEL CRECIMIENTO TISULAR Y ORGANICO.,

El mecanismo por el que los drganos y tejidos crecen, influye no sélo sobre
el tamafio final al que pueden Illegar, sino también, sobre su capacidad de
regeneracion y la eficiencia con que funcionan (Goss, 1978). Los vertebrados
superiores se caracterizan por un crecimiento limitado, que depende a su vez de la
pérdida de la capacidad de crecimiento de sus drganos, en el curso de su
maduracién  (Goss, 19803). Algunos drganos pierden toda su capacidad de
proliferacion, excepto la de sus entidades subcelulares, mientras que otros retienen
su poder regenerativo incluso a niveles histolégicos complejos. Por ello, desde los
estudios de Bizzozero (1894) se han clasificado los tejidos y drganos corporales de
acuerdo a su actividad mitética y han sido designados como tejidos de cardcter
estdtico, tejidos en renovacién y tejidos en expansion (Messier y Leblond, 1960).

Desde el punto de vista embriolégico todos los iejidos estdn en crecimiento
expansivo, pero cuando sufren cambios en su diferenciacién, que son compatibles
con la conservacion de su potencial mitético, pueden convertirse en estaticos, en
renovables © conservar su categoria de expansibles. En tejidos no mitéticos, el
crecimiento se alcanza por multiplicacién de las organelas citoplasmdticas, pero estd
limitado por el dltimo tamario que pueden alcanzar. Por otro lado, drganos capaces
de dividirse pueden crecer tedricamente a tamafios indeterminados si sus unidades
funcionales se incrementan proporcionalmente (como en el caso de ias gldndulas exo

o endocrinas), hasta que puedan cumplir las necesidades del adulto.
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Los tejidos en renovacion pueden sufrir mitosis durante toda la vida pero sus
células se pierden a la misma velocidad que son reemplazadas, lo que garantiza la
integridad tisular. Su cardcter mds interesante se debe a que el compartimento
diferenciado es distinto al compartimento germinativo. Asi, los productos de los
nédulos linfdticos y de la médula dsea se liberan a la circulacion periférica, donde
no existe practicamente division celular. Sin embargo, la separacién entre la sangre
circulante y los tejidos hemopoyéticos no es completa, lo que puede ser importante
en el mecanismo de regulacion del crecimiento. Al mismo tipo pertenecen la
epidermis y los tubos seminiferos.

La constante de velocidad de renovacidn celular sugiere la existencia de una
comunicacién fisioldgica entre los compartimentos diferenciado y germinativo, por
lo que el resultado neto permanece constante. Por ello, Goss (1981) indica que la
pérdida celular regula la frecuencia de las mitosis y viceversa. Ademds, la capacidad
de eslos tejidos para modificar su velocidad de cambio en respuesta a diferencias en
las demandas funcionales (eritropoyesis acelerada en hipoxia, linfopoyesis en
mecanismos de defensa), es importante para poder comprender los mecanismos de
control de su crecimiento. Para Leblond (1972), en estos tejidos predomina el
incremento del niimero de ¢élulas sobre €l de su tamario.

Los tejidos en expansion son también capaces de una actividad proliferativa
durante toda la vida o al menos en un periodo considerable después del nacimiento,
pero no sufren un "turnover" constante a nivel celular (Leblond, 1972). Por lo tanto
en estos tejidos, el incremento en el nimero de células es mds importante que el del
tamafio celular. No obstante, pueden ser capaces de incrementar su tamaiio en
respuesta a demandas funcionales mds altas o bien en periodos de regeneracion.

Los mecanismos de regulacion que controlan 1os tejidos en expansion deben
prevenir una proliferacion incontrolada. Es conocida la capacidad de drganos como
higado, rifién, pédncreas y corteza adrenal de sufrir hiperplasia compensatoria. Ello
conduce al peligro de sobre-desarrollo, por lo que se necesita comprender, no sélo
c¢6mo se estimula la proliferacion, sino cudl es la senal que inhibe el crecimiento

cuando se ha producido una masa adecuada de tejido.
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La tercera categoria de tejidos son los estiticos. Tejidos como el mdasculo
estriado o el nervioso tienen su fase proliferativa exclusivamente en las primeras
etapas del desarrollo. Antes de la madurez, se produce el paso del crecimiento
hiperpldsico al hipertréfico y es el momento en el que los neuroblastos y mioblastos
se diferencian, disminuyendo el poo!l germinativo. Por consiguiente, al igual que los
tejidos en renovacion, sus células diferenciadas son mitéticamente incompetentes,

aunque no tienen una vida media definida, al contrario que en aquellos.

2.1.1.3. CRECIMIENTO CELULAR DEL CUERPO TOTAL.

Segtin lo sefialado anteriormente el crecimiento corporal total, es decir, el
conjunto de organos y tejidos corporales crece por hiperplasia y por hipertrofia.
Durante el perfodo fetal de la rata, entre los 14 y los 20 dias "in itero", la cantidad
de DNA se incrementa 16 veces, mientras que la razén proteina/DNA sélo se
duplica (Goldspink y Kelly, 1984).

Después del destete, el crecimiento es mds lento y se realiza por hiperplasia,
con cambios poco notabies en la razdn proteina/DNA (Leblond, 1972), de tal modo
que la contribucién al crecimiento del ndmero de células es mayor que el de su
tamarno.

Se ha demostrado en ratas Charles River CD, que desde el dia 14 dei
periodo fetal hasta la senilidad, el peso corporal aumenta aproximadamente unas
3.550 veces, mientras que el contenido proteico total se incrementa unas 9.000 veces.
Este incremento desproporcionado refleja tanto el desarrollo total del animal, como
el continuo depdsito de proteina que se efectia en la masa corporal y que oscila
entre un 4,7 y un 13,7% en dicho periodo vital. Por otra parte, la concentracion de
DNA es mds de 500 veces el nivel basal, acumuldndose de forma paulatina pero
mds lentamente que la masa corporal total. Ademds la velocidad de crecimiento,
determinada como el cambio diario en porcentaje de la masa proteica del animal total
(%/dia), disminuye drdsticamente a lo largo de la vida, con valores muy altos entre
los dias 16 y 18 preparto y muy bajos a partir del destete, lo que se relaciona con
las modificaciones simuitdneas en las tasas de sintesis y catabolismo proteico durante

el desarrollo.
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2.1.2. CRECIMIENTO DEL MUSCULQ ESQUELETICO.

2.1.2.1. DETERMINACION, DIFERENCIACION Y MADURACION DEL
MUSCULO ESQUELETICO.

El crecimiento y diferenciacion del muisculo esquelético proporciona un
magnifico ejemplo de las fases del crecimiento orgdnico. Durante la determinacién
del musculo embrionario aparece una poblacion de mioblastos primarios. La
formacion de céluias es un proceso de determinacion positiva, en el que estd
implicita una activacion transcripcional y no la supresidn de la sintesis del mRNA.
Se han 1dentificado recientemente dos genes denominados MyD (Myogenic
determination gene) (Pinney y col., 1988) y MyD1 (Myoblast determination gene
number one) (Davis y col., 1987), que son activados secuencialmente al comienzo
de la determinacidn. Cuando se transfieren a otras células, las inducen a expresar
genes que son caracteristicos de miotubos (Davis y col., 1987). En "heterocarions"
(Blau y col., 1985), se ha demostrado, que la presencia de productos genéticos
musculo-especificos (posiblemente los genes de diferenciacion primarios) activan la
transcripcion de estos genes en cflulas no musculares, aunque éstas hayan sido ya
determinadas hacia su propia via de diferenciacién. Ademds la mayor frecuencia en
la expresion del gen muscular de los "heterocarions” son los formados a partir de
mioblastos y células diferenciadas de origen mesodérmico, lo que sugiere que ya en
etapas muy tempranas las células se predisponen hacia una linea particular de
diferenciacién (Blau y col. 1985). Sin embargo, se produce un mayor desarrollo "in
utero” por el hecho de que son méviles 0 lo serdn inmediatamente después del
nacimiento.

Por lo tanto, la presencia de miotubos primarios y secundarios es el punto de
partida para los procesos que deben presentarse antes de que el musculo sea
totalmente funcional, es decir, antes de que tenga contracciones reguladas
externamente.

Estos procesos son seguidos por la expresiéon, ordenada en el tiempo, de
proteinas contrdctiles (Whalen y col., 1979) muisculo-especificas que se

transforman desde la forma fetal a la adulta, con diferente velocidad de contraccidn
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y con modificaciones progresivas en fa proporcién entre miofibrillas y fibras
lentas/fibras rdpidas, asi como en sus caracteristicas metabdlicas y funcionales
(Bass y col., 1975).

Poco después del nacimiento las fibras adquieren mayor nimero de
miofilamentos, aumentando la razén proteinas  miofibrilares/proteinas
sarcopldsmicas a fin de incrementar su fuerza en respuesta a las demandas
funcionales y al aumento de peso. El niimero de fibras musculares y de micleos en
este momento es fija y por lo tanto es el dltimo paso de la diferenciacién muscular,

mientras que, en términos funcionales, el musculo estd en la etapa de maduracion.

2.1.2.2. CRECIMIENTO CELULAR DEL MUSCULO ESQUELETICO
DURANTE EL DESARROLLO POSTNATAL.

2.1.2.2.1. Caracteristicas del crecimiento en diferentes especies.

El crecimiento celular del musculo es tnico. Las células musculares son
multinucleadas, con cientos de niicleos por fibra muscular (Layman y col., 1980),
que se alinean a lo largo de la membrana celular o sarcolema.

En la rata, el maximo ndamero de fibras musculares se establece alrededor del
nacimiento (Rowe y Goldspink, 1969) (Rayne y Crawford, 1976), mientras que €l
nimero de nicleos dentro de cada fibra se incrementa durante los 3 meses
siguientes, estando asociado este cambio con la hipertrofia de la fibra muscular
(Layman y col., 1980) (Moss, 1968).

Estos niicleos no se dividen, sino que se afiaden nuevos nucleos procedentes
de las células miogénicas satélites adyacentes, dispuestas entre el plasmalema y la
ldmina basal de cada fibra muscular (Mauro, 1961; Campion y col., 1984 y Moss
y Leblond, 1971). La contribucién de estas células satélite al contenido en DNA
puede ser mayor que el correspondiente al aumento de la masa proteica, puesto que

estas células poseen poco citoplasma.
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Teniendo en cuenta la naturaleza multinucleada de la célula muscular Cheek
y col. (1971) definen la unidad de DNA como un volumen imaginario de citoplasma
controlado por un tnico micleo. Es pues un término de tipo operativo que puede ser
influido por el nimero de células no musculares en el tejido, que en la rata es del
orden del 20 al 30% (Enesco y Puddy, 1964). El tamano y el nimero de éstas
unidades de DNA pueden medirse, al igual que en otros tejidos, por la razén
proteina/DNA y por la cantidad total de DNA, determinados en el muisculo total.

En general, la contribucién del nimero de unidades de DNA es mayor que
Ja del tamano de las células durante el crecimiento postnatal de la rata (Enesco y
Leblond, 1962).

El incremento en proteina y en DNA total del muisculo gastrocnemio de ratas
entre 3 y 7 semanas de vida da lugar a un aumento de tres veces la razdn
proteina/DNA (Mendes y Waterlow, 1953), asi como del nimero total de nicleos
del miusculo (Gordon y col., 1966).

Datos similares se han encontrado en ratas de edades comprendidas entre las
4 y 45 semanas (Durand y Penot, 1970; Durand y col., 1967, 1969), continuando
el incremento ponderal y de las protefnas sarcopldsmica y miofibrilar hasta los 140
dias de vida (Gordon y col., 1966).

También en ratas de lento crecimiento el desarrollo de los miisculos
gastrocnemio y cuddriceps se realiza por hipertrofia e hiperplasia, incrementdndose
22 veces la proteina muscular entre los dias 23 y 330 de vida, mientras que el
tamaito celular se incrementa unas 6 veces y el nimero de células (DNA) se
multiplica por cuatro (Millward y col., 1975). Datos similares se han encontrado en
ratas CFY de rdpido crecimiento (Bates y Millward, 1981).

En el ratén en crecimiento se han descrito incrementos de la cantidad total
de DNA (2,42 veces), de protefna (7,2 veces) y de peso muscular por unidad de
DNA entre los 7 y 70 dias de vida, (Cheek, y col., 1965a) y de 6,7 a 11 veces en
la cantidad de DNA entre los 0 y 84 dias de vida, con un aumento paraielo en el
tamafio celular (Robinson y Bradford, 1969). El aumento en la razén proteina/DNA
es de 4,8 a 8,3 veces, entre 1 y 60 dias de vida (Aberle y Doolittle, 1976). En otras
especies, los rangos de incremento tanto en el nimero, como en el tamafo celular

son muy variables; asi, la tasa de DNA oscila entre 4,24 y 4,77 veces en el congjo
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(Cordesse y Nougues, 1973), entre 23,3 y 35,4 veces en la oveja (Rattray y col.,
1975), entre 1,8 y 2,9 veces (Harbison y col., 1976), 1,5 y 4 veces (Gilbreath y
Trout, 1973), 6 6,3 y 7,7 veces (Stickland y col., 1975) en el cerdo, 8 veces en el
mono {Cheek y Scott, 1975), entre 3,7 y 5 veces (Cheek y col., 1966) en el hombre
y 25,5 veces en el pollo (Montgomery y col., 1964).

El desarrollo de la fibra muscular también se caracteriza por cambios
especificos en sus dimensiones transversas y longitudinales, que se correlacionan
(Burleigh, 1974; Goldspink, 1974} con las modificaciones en el nimero de niicleos
(Layman y col., 1980). Musculos de fibras anchas de distintas especies presentan
mds micleos y una superficie de seccidn mds grande por micleo a una edad
determinada (Landing y col., 1974; Burleigh, 1977; Kelly, 1978).

Para Burleigh (1976) en animales pequenos como el ratéon o en grandes como
los bévidos, el nimero de nicleos de las fibras musculares podria ser bajo y dificil
de manipular genéticamente, puesto que mucha parte de la energia se utiliza en el
primer caso, para mantener la temperatura y en el segundo, para combatir la
gravedad. De acuerdo con ésto, el valor medio del nimero de nicleos por fibra es
muy alto en conejos, pollos y quizds ratas, (Burleigh, 1977, Knizetova y col., 1972,
Kelly, 1978), mientras que en el ratén, la vaca y el hombre se encuentran valores
mds bajos (Cardasis y Cooper, 1975, Williams y Goldspink, 1971, Vassilopoulos y
col., 1977).

2.1.2.2.2. Crecimiento celular de diferentes tipos de miisculo.

El desarrollo muscular varfa entre grupos musculares. Existen diferencias
marcadas en la concentracién de DNA, entre misculos de contraccién rdpida
(plantar y gastrocnemio) y de contraccion lenta (séleo) en ratas Sprague-Dawley
(Hubbard y col.,1974). También, los miusculos séleo y tibial anterior (de
contraccion rdpida) entre los 20 dfas "in utero” y las 44 semanas de vida postnatal

en la rata, presentan incrementos en €l contenido proteico y en la tasa total de DNA
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(Lewis y col., 1984). Su contribucién a la masa proteica corporal total permanece

constante (0,09-0,015% para el s6le0)(0,6-0,8% para el tibial anterior) durante este

periodo de tiempo. Asi mismo, la acumulacién de DNA se produce paulatina y

correlativamente al aumento de DNA corporal total (Goldspink y Kelly, 1984), lo

que determina una constancia relativa en el porcentaje de su contribucién al
crecimiento somatico.

L.a mayor tasa de DNA/g del misculo séleo respecto al tibial anterior (Lewis

y col., 1984) parece relacionarse con un mayor numero de células satélite e

intersticiaies en los musculos de contraccion lenta.

2.1.2.2.3. Influencia del sexo, la especie y la estirpe sobre el crecimiento muscidar.

Factores como el sexo, la especie y la estirpe también afectan el crecimiento
celular del musculo. En general, la tasa de DNA se incrementa en especies
genéticamente seleccionadas para un crecimiento rdpido, con el fin de alcanzar un
gran tamano corporal o desarrollar una gran musculatura. Paralelamente se produce
un descenso en el tamaino celular, con bajas razones proteina/DNA. Esta tendencia
se ha puesto de manifiesto en estudios de seleccién con ratones (Robinson y
Bradford, 1969; Aberle y Doolittle, 1976; Ezekwe y Martin, 1975), en cerdos
magros con gran musculatura en comparacion con otros mds obesos (Buhlinger vy
col., 1978), en estirpes de pollos de gran tamaifio en relacién a pollos menos
desarrollados (Moss, 1968), y en animales machos o en hembras castradas que
poseen mayor musculatura respecto a las hembras de la misma especie, por ejemplo,
en ratas (Cheek y col., 1968), conejos (Cordesse y Nougues, [973) y en el hombre
(Cheek y col., 1966, 1971).

Esta variacidn en sentido inverso del DNA respecto a la razén proteina/DNA
parece ser una funcion de la edad y puede tener un cierto paralelismo con 1a relacion
entre ¢l numero de las fibras musculares y su seccion.

Cerdos con mayor nimero de fibras tienden a ser mds delgados (Staun 1972;

Stickland y Goldspink, 1973), como parece suceder en animales vacunos doblemente
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musculados (Holmes y Ashmore, 1972). Sin embargo, estirpes de raton con gran
tamafo corporal presentan mds numero de fibras y con mds seccidn, que estirpes
mas pequenas (Byre y col., 1973; Ezekwe y Martin, 1975).

Se ha sugerido (Burleigh, 1980) que la disminucién en la razén
proteina/DNA en los musculos de gran tamafio, puede ser consecuencia de varias
causas: 1) Un proceso de replicacion celular muy lento y prolongado de los animales
mas grandes (Widdowson 1973; Burleigh, 1976; 1980) que origine fibras
relativamente inmaduras, en comparacién con animales mds pequenos de edad
similar. 2) La existencia de un nimero desproporcionado de células mds inmaduras
debido a una replicacién celular mds rdpida, lo que origina razones proteina/DNA
bajas y 3) Alteraciones de los grandes musculos, que impiden la total expresidn de
su potencial de crecimiento.

El sexo también parece afectar a la masa, el tamano y el nimero de células
musculares. Asi, en ratas macho Sprague-Dawley entre 3 y 14 semanas de edad, la
masa muscular se incrementa linealmente en relacidn al peso corporal entre los 15
y 144 g. Las hembras presentan al nacimiento la misma masa muscular que los
machos, pero la velocidad de crecimiento es menor, en especial después de 8
semanas de edad. La hembra adulta alcanza una masa muscular de 90 g a las 14
semanas, pero comparada la masa muscular con el peso total corporal, la diferencia
sexual desaparece (Graystone, 1968).

El crecimiento de la masa celular individual también difiere entre animales
machos y hembras. Mientras en las ratas macho en crecimiento aumenta unas diez
veces entre 3 y 14 semanas de vida (Gordon y col., 1966 y Miliward y col., 1975),
en las ratas hembra presenta la misma velocidad que en los machos hasta el destete,
incrementdndose después velozmente y superando la masa celular de los machos a
la novena semana. Ambos se igualan hacia la 13 semana de vida (Cheek y col.,
1968, 1971; Elliot y Cheek 1968).

A vpartir de la pubertad (6-8 semanas) las ratas macho acumulan mayor
nimero de nidcleos (DNA) que las hembras, especialmente en los musculos
diafragma, soleo, plantar y gastrocnemio (Garlick y col., 1973). La diferencia es
mdxima, 2 veces, a las 8 semanas a partir del nacimiento y disminuye, 1,5 veces,

a las 14 semanas. Sin embargo, i1a razén masa muscular/DNA en machos es menor
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que en hembras (x0,7) a la 8 semana, incrementdndose hacia la 14 semana (x1,08)
(Cheek y col., 1968). Para Burleigh (1980) y Millward y col. (1975) el sexo no
afecta al tamafio de las fibras musculares, por lo que el nimero de células parece
determinar el tamano final del musculo en ambos sexos, aunque ello no se
corresponde con el hecho, de que el catabolismo muscular es mds rdpido en las

primeras (Waterlow y Stephen, 1968).

2.1.3. CRECIMIENTO Y SiNTESIS PROTEICA.
2.1.3.1. SINTESIS PROTEICA CORPORAL.

El fendmeno del crecimiento se puede considerar como un incremento de la
masa proteica. Este depdsito de proteina representa el balance entre la cantidad de
proteina sintetizada y la degradada por unidad de tiempo. En este sentido Arnal y
col. (1983) sefialan, que las variaciones en estos pardmetros deben ser interpretadas
considerando que el desarrollo de los animales es un proceso complejo de aumento
del nimero y la talla de unidades funcionales, asociado a una importante
diferenciacion tisular.

Se conoce desde hace tiempo (Waterlow y col., 1978) que la velocidad
fraccional de sintesis proteica corporal (VFSP) (porcentaje de la proteina
renovada/dia), cuando se relaciona al peso metabdlico, es mayor en el mamifero
joven que en el adulto y disminuye en funcién de la edad en diferentes especies
(Richardson y col., 1983), siendo la sintesis menos importante en el hombre (Reeds
y Harrs, 1981).

La pérdida edad-dependiente de la velocidad fraccional de sintesis proteica
es muy rdpida en la rata de crecimiento lento después del destete y en el periodo
comprendido entre los 65 y 330 dias de vida (Millward y col., 1981b), pero es mis
rdpido que en los animales adultos de la misma especie. En ratas de crecimiento muy
rdpido (CFY), no sélo la velocidad fraccional de sintesis proteica presenta un valor
mucho mds alto que en las ratas de lento crecimiento, sino que no se produce la

caida contemporidnea con el destete.
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Disminuciones en la tasa de sintesis proteica total durante el desarrolio se han
encontrado en la oveja (Soltesz y col., 1973, Lemons y col. 1976 y Meier y col.,
1981) y durante la vida fetal en el cordero, aunque en el momento del nacimiento
(Patureau-Mirand y col., 1982) y en los dias siguientes parece elevarse de nuevo
(Soltesz y col., 1973).

Pel mismo modo, en la rata CD albina la velocidad fraccional de sintesis
proteica total corporal desciende desde un 73% en el feto de 14 dias a un 10,8% en
¢l animal senil. Sin embargo, la tasa absoluta de sintesis proteina total, caiculada
teniendo en cuenta el aumento de tamano de los animales, se incrementa
aproximadamente 1.500 veces (Goldspink y Kelly, 1984). Datos similares han sido
sefialados en ratas entre el destete y un aio de vida {(Waterlow y col., 1978,
McNurlan y Garlick, 1980).

La cantidad de proteina sintetizada expresada por unidad de peso corporal,
oscila entre 13 y 35 g de proteina/Kg/dia, no existiendo cambios prominentes que
pudieran relacionarse con acontecimientos significanvos del desarrollo como el
nacimiento, el destete o [a pubertad.

Cambios similares pero con un rango més amplio (14-18g/Kg/dia) se han
seftalado en otras cepas de rata desde el destete hasta la vejez (Waterlow y col.,
1978; McNurlan y Garlick, 1980), pero existe mucha menos informacién de otras
especies, incluido el hombre.

Simultineamente la concentracién del RNA corporal se incrementa 1250
veces, lo que conlleva el aumento de la razén RNA/DNA, atin cuando ambos dcidos
nucleicos se acumulan mucho mas lentamente que 1a masa corporal, puesto que sus
valores descienden en relacién al peso (RNA/g).

Por otra parte, la disminucion en la tasa de sintesis proteica durante la vida
fetal depende tanto de una menor capacidad de sintesis proteica (RNA/proteina)
como del descenso en la actividad sintética de los ribosomas. Sin embargo en la vida
postnatal, la disminucién de la tasa de sintesis sdlo depende de una capacidad
ribosémica baja (Goldspink y Kelly, 1984).

Este decrecimiento es paralelo al descenso en la velocidad de crecimiento de
la protefna corporal. En ia vida fetal, ambas tasas la de crecimiento y la de sintesis,

son cuantitativamente similares, lo que sugiere la existencia de bajos niveles de
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degradacién que contribuyen a un crecimiento optimo. Mds tarde, coincidiendo con
la época del destete, la tasa fraccional de degradacion proteica (VFEDP) se
incrementa cuatro veces, para descender hasta un 50% a ia 44 semana de vida, de
forma paralela a la disminucién de la sintesis, alcanzando la estabilidad entre la 44
y la 105 semanas de vida.

La medida de la diferencia entre los flujos de sintesis y de degradacion de
las proteinas senala, con bastante exactitud, la cantidad de proteina depositada y
permite conocer mejor el determinismo de la acrecion proteica en el curso del
crecimiento.

En el cerdo entre fos 30 y 90 kg de peso, la tasa de degradacion proteica
disminuye menos rdpidamente que la tasa de sintesis (Reeds y col., 1980), por lo
que el rendimiento de fijacion de la proteina (proteinas depositadas/proteinas
sintetizadas) disminuye de un 22 a un 8%. Por otra parte, como el aporte alimentario
de proteinas representa alrededor de un 40% de la sintesis proteica total, cualquiera
que sea el peso del animal, es la tasa de catabolismo Ia que aumenta en funcidn de
la edad.

Cuando se incrementa la cantidad de alimento ingerido, a un peso dado, por
cada gramo de proteina depositada se produce un aumento de la cantidad de
protefnas sintetizadas, que es de 2,2g en el cerdo en crecimiento (Reeds y col.,
1980) y de 1,5 g en el nifio en realimentacién, después de un periodo de
malnutricién  (Golden y Waterlow, 1977). Estos resultados confirman las
conclusiones de Millward y col. (1976b) y de Waterlow y col. (1978), quienes
indican que la tasa de sintesis proteica en el animal o en el hombre en crecimiento,
no se puede considerar como la suma de 1a tasa de sintesis proteica necesaria para
el mantenimiento del animal (con depdsito de proteina nulo) mds la cantidad de
proteinas depositadas. Por el contrario, la disminucién con la edad del flujo de
sintesis proteica, estaria sélo asociada con la fijacion de las proteinas en el curso
del desarrollo. En realidad, 1a mayor parte de la sintesis proteica corporal se utiliza
en reemplazar la pérdida de protefnas por efecto del catabolismo, siendo sélo una

pequena parte destinada para el propio crecimiento (Reeds y col., 1980).
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Existe ademds una alta correlacion entre la tasa de sintesis proteica y la
produccion de calor, come lo demuestran los estudios realizados en cerdos y ratas
magras y obesas utilizando dos pesos y dos niveles de alimentacion diferentes
(Webster, 1981; Reeds y col., 1980). El elevado coste energético de la acrecién
proteica se explica por el débil rendimiento del depdsito proteico (Buttery vy
Boozman, 1976; Millward y col., 1976b}, a pesar del importante flujo de la sintesis
en condiciones de balance nitrogenado nulo (Reeds y Harris, 1981).

Los rendimientos energéticos del depdsito proteico, calculados con ayuda del
flujo de sintesis proteica, son variables y dan valores mds elevados que los medidos
a partir de la ganancia proteica (Reeds y col., 1980), aunque no tienen en cuenta
parte de los mecanismos implicados en la sintesis de RNA u otros procesos
relacionados con la sintesis de proteinas.

Puesto que la velocidad de sintesis proteica en la rata y en ratones de
crecimiento rapido al destete, es aproximadamente cuatro o cinco veces su velocidad
de acrecién proteica (Goldspink y col., 1984) y puesto que se requieren 4 6 5 ATP
para sintetizar una unién peptidica (Millward y col., 1976b; Buttery y Annison,
1973), 1a sintesis proteica aparece como el mayor componente del gasto energético
en animales en crecimiento. Se ha estimado que la sintesis proteica es responsable
del 15 al 40% de la cantidad total de calor producido en este periodo de la vida
(Webster, 1986; Reeds y Fuller, 1983).

El coste energético de la acrecion proteica durante el crecimiento depende
también de la relacion proteinas sintetizadas/proteinas depositadas, que a la vez es
funcién de la relacidon entre los nutrientes energéticos (glicidos y lipidos) de la
dieta.

En el nifio en crecimiento y en el realimentado después de malnutricién
(Adeniyi-Jones y col., 1979), el flujo de sintesis proteica es relativamente
independiente del aporte proteico de la dieta y sélo depende de la energia ingerida.
En el obeso, un régimen débil en protefnas casi no modifica la sintesis proteica
(Garlick y col., 1980b), mientras que en el hombre joven (20 afios), el incremento
de la formacién de proteinas se relaciona en parte con los lipidos y en especial con

los glicidos dietarios, que dan lugar a una ganancia proteica importante.
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En cerdos y ninos en crecimiento, €l aumento en el depdsito de proteinas,
originado por un incremento en la ingesta alimentaria, se asocia con mayores
velocidades en la sintesis y el catabolismo del cuerpo total (Reeds y col., 1981,
Golden y Waterlow, 1977). La acrecidn proteica mds importante se debe a una
disminucion del flujo de degradacion, lo que requiere menos energia que en el caso
de un exceso de proteinas. Igualmente se observa que los glicidos y lipidos de la
dieta aumentan muy poco el flujo de sintesis proteica, de modo inverso al efecto de
las proteinas dietarias.

El rendimiento energético del depésito proteico varia, por lo tanto, con la
ingesta acercdndose a valores tedricos cuando es inducido mediante la proteina
dietaria (Reeds y Harris, 1981). Ademds, la relacidn entre la sintesis proteica y el
depésito proteico puede ser modificada por la proporcién de nutrientes en la dieta

y por las hormonas.

2.1,3.1.1. Contribucion de los diferentes tejidos y érganos al flujo total de sintesis

proteica.

Las modificaciones de la tasa de sintesis proteica total corporal estdn en
funcién de los cambios en la proporcion de los diferentes tejidos y drganos en el
curso del desarrollo respecto a la masa corporal (de acuerdo a la alometria) y de las
modificaciones de su propia velocidad de sintesis.

La gran mayoria de los estudios sobre sintesis proteica "in vivo" se han
realizado en la rata, aunque existen trabajos efectuados en varios tejidos de diferentes
especies, que se han realizado a una edad y con una ingesta de alimentos definidas
{(Garlick y col., 1976; Nicholas y col., 1977; Arnal y col, 1977; Edmunds y col.,
1978, Reeds y col., 1978.).

En todos estos trabajos se llega a la conclusion general de que la velocidad
fraccional de sintesis proteica en musculo esquelético es baja, mientras que en los
tejidos viscerales es alta, aunque hay alguna controversia acerca de la contribucién
relativa de los distintos tejidos a la sintesis proteica corporal total (Lobley y col.,
1980).
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Existe, no obstante, una gran variabilidad en la velocidad de sintesis proteica
de los diversos tejidos en los individuos en crecimiento. Mediante el mélodo de
infusién constante con tirosina C' se ha observado una alta tasa de sintesis
fraccional en rifién e higado (40-70%/dia) de ratas entre 100 y 200 g de peso
(Chatterjee y col., 1975) (Pain y Garlick, 1974) y tasas mucho menores (11-
20%/d{a) en corazon, miisculo y cerebro (Waterlow y col., 1978; Garlick y col.,
1975).

Resultados similares se han encontrado en cerdos en crecimiento de unos 75
kg de peso, en este caso la sintesis proteica fraccional mdxima corresponde al bazo
(30%/dia), siendo las de higado y rifién tres veces superiores a la encontrada cn
cerebro y siete veces mayor que la correspondiente a los musculos esquelético y
cardiaco (Garlick y col., 1976).

Por otra parte, la tasa absoluta de sintesis proteica depende de la
composicion corporal del individuo, por lo que aquellos tejidos como el muscuio,
que presentan una mayor proporcion respecto al cuerpo total, contribuyen en mayor
medida a la sintesis proteica corporal total.

Comparando el valor de la velocidad fraccional de sintesis proteica de los
diversos tejidos corporales durante el desarrollo se puede establecer un orden
decreciente, que en la rata de 100 g de peso (McNurlan y Garlick, 1980) y entre 3
y 105 semanas (Goldspink y Kelly, 1984; Lewis y col., 1984) corresponde a la
siguiente secuencia: intestino delgado > hfgado > intestino grueso > rifidn >
eséfago > cuerpo total > corazén y misculo séleo (contraccion lenta) > musculo
tibial anterior (contraccidn rdpida). También en corderos pre-rumiantes, la secuencia
de la velocidad fraccional de sintesis proteica presenta un orden similar: higado >
intestino delgado > estémago > intestino grueso (misculo liso) > piel > cuerpo
total > musculo esquelético (Attaix y col., 1988).

En el animal muy joven, las modificaciones de ]a tasa de sintesis proteica de
los diversos tejidos son relativamente pequefias, por lo que la contribucién de su
sintesis en relacion a la corporal refleja la masa de cada tejido.

Estos cambios en la velocidad de sintesis proteica son proporcionales a las
modificaciones de la capacidad ribosdmica tisular. As{, la velocidad fraccional de

sintesis proteica y la capacidad ribosémica del higado de rata a las 44 semanas
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postparto, son 9.4 y 8,2 veces superiores, respectivamente, (Goldspink y Kelly,
1984) que en el musculo tibial anterior (Lewis y col., 1984). Por el contrario, la tasa
de sintesis por unidad de RNA en los tejidos y en el cuerpo total son muy similares
y asi permanecen a lo largo de la vida. La mayor excepcion puede encontrarse en
muchos tejidos inmediatamente antes del nacimiento (20 dias de gestacién) y en la
edad avanzada (105 semanas) (Goldspink y Kelly, 1984; Lewis y col., 1984).

Aunque la tasa de sintesis proteica disminuye en los tejidos corporales
durante el desarrollo, no en todos los tejidos desciende de la misma manera. Asi,
el "turnover” proteico del misculo sigue disminuyendo a lo largo de la vida postnatal
(Waterlow y col., 1978; Lewis y col., 1984), decrece menos en rifion (Goldspink
y Kelly, 1984) e intestino, mientras que en higado y tejido linfoide estos cambios
son detectados inmediatamente después del nactmiento (Waterlow y col., 1978).

El descenso en la musculatura parece ser el responsable mds importante de
la pérdida de la velocidad fraccional de sintesis proteica en el amimal total. Sin
embargo, debido al rdpido desarrollo del miusculo esquelético después del
nacimiento (representando un 70-75% de la proteina corporal), hay una clara
desviacion en la contribucion del musculo a la sintesis proteica corporal total, de
aproximadamente €l 20% en el feto de 20 dias de vida, al 45% en el adulto de 8
semanas (Kelly y Goldspink, 1983). Por el contrario, la contribucion hepética a la
sintesis total y a la masa proteica disminuye con la edad.

Estas variaciones podrian explicarse por la importancia funcional que cada
tejido tiene en los distintos periodos del crecimiento. Los cambios mds importantes
gue se producen en higado y cerebro aparecen antes del nacimiento, mientras que
en el intestino y la musculatura se modifican mucho mis tarde, después del
nacimiento o a lo largo de la vida postnatal. (Goldspink y col., 1984).

Por otra parte, existen pocos datos sobre la contribucion tisular a la sintesis
proteica corporal entre diferentes especies (Waterlow y col., 1978). Se han senalado
rangos de contribucidn tisular muy similares en corderos, ratas, cerdos o pollos. La
contribucion de tejidos con alta velocidad fraccional de sintesis proteica como
higado e intestino es respectivamente de un 12% y un 9% en corderos (Attaix y
col., 1988), de un 15% y un 9% en ratas de 100 a 130 g de peso {(McNurlan y
Garlick, 1980; Preedy y col., 1983), de un 13% en el cerdo (Séve y col., 1986 a,b)
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y de un 16% y un 14% en ratas de 18 (Reeds y col., 1982) y pollos de 23 dias
(Muramatsu y col., 1987b), respectivamente.

La contribucion de musculo y piel, por su parte, oscila entre un 25 a un 35%

yun 13 a un 18% en las especies sefialadas. Ademads los 6rganos viscerales y la piel

aportan una mayor proporcidn que el musculo a la sintesis total en amimales

jovenes, con pequenas diferencias entre especies.

2.1.3.1.2. Tasas de sintesis proteica en diferentes tejidos en relacion a la

concentracion de DNA y RNA.

La gran variacion existente en la tasa fraccional de sintesis proteica entre los
diferentes tejidos se relaciona, de acuerdo con Millward y col. (1973), con la distinta
concentracion tisular de RNA, y con la cantidad de DNA necesaria para su sintesis,
aunque también puede modificarse la actividad del RNA, es decir, la velocidad de
sintesis proteica por ribosoma. Por ello, el estudio de la sintesis proteica tisular
durante el crecimiento puede realizarse segtin dos vias bien determinadas:

a) Cambios en la concentracién y en la actividad del RNA.

b) Modificaciones en la velocidad de sintesis proteica relativa a DNA.

A lo largo del crecimiento disminuye la concentracion de RNA tisular relativo
a la proteina (RNA/proteina), mientras que la velocidad de sintesis proteica por
unidad de RNA (actividad de RNA g/dia) apenas se modifica en higado, rinon,
corazén y musculo esquelético de ratas Wistar entre 100 y 200 g de peso, lo que
sugiere, que la cantidad de sintesis que controla cada nicleo estd en funcién de la
cantidad de su propio RNA (Miliward y col., 1973).

Puesto que la mayor parte del RNA ftisular es ribosémico, la concentracion
en ribosomas se corresponde a la tasa de sintesis "in vivo". En muchos tejidos el
RNA ribosémico representa, al menos, el 80% del RNA total (Young, 1970) y como
la tasa de sintesis por unidad de RNA es parecida entre los diferentes tejidos en
condiciones normales, las diferencias en la velocidad fraccional de sintesis proteica

"in vivo" reflejan més los cambios en la concentracién de RNA, que en su actividad.
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Esto implica que o bien la velocidad de elongacién (aminoécidos por ribosoma
activo/seg) es similar entre tejidos, o que las modificaciones en la tasa de efongacion
estdn intimamente relacionadas con el nimero de ribosomas activos (polisdmicos),
por lo que una elongacién mds rdpida puede acompanarse por la existencia de muy
pocos ribosomas en actividad (Waterlow y col., 1978). De ello se deduce, que la
relacién entre la tasa de sintesis proteica y la concentracion de RNA puede dividirse
en dos componentes:

1) La capacidad para sintesis proteica, indicada por la razén RNA/ proteina (una
medida de la concentracién de ribosomas y que refleja la cantidad del aparato
traslacional presente en el tejido).

2) La extension a la cual la capacidad es utilizada, determinada por la velocidad de
sintesis por unidad de RNA o actividad de RNA (una medida de la tasa minima de
trasfacion).

Asi en cerebro, corazén y misculo esquelético, los cambios en la velocidad
fraccional de sintesis proteica durante el desarrollo son paralelos a las
modificaciones en la concentracion de RNA, mientras que no existen variaciones
significativas en la actividad de RNA (Garlick y col., 1976). En otros tejidos, como
higado y rindn la interpretacion es mds dificil, aunque se admite que los cambios
efectuados durante el desarrollo, van acompafiados de modificaciones en la
concentracidn de RNA, cuya actividad permanece constante dentro de estrechos
limites (Waterlow y col., 1978).

Por otra parte, puesto que la actividad de RNA cambia poco durante el
crecimiento postnatal, las alteraciones en la velocidad de sintesis proteica por unidad
de DNA (tasa de sintesis fraccional comparada con la concentracion de DNA) puede
ocurrir, sélo si hay modificaciones en la razén RNA/DNA (Waterlow y col., 1978).

En muchos tejidos de la rata, las etapas finales de diferenciacién ocurren
antes e inmediatamente después del nacimiento y se acompafan por aumentos en €l
contenido ribosémico de la célula, sin modificaciones posteriores en el curso del
crecimiento. Asi Devi y col. (1963), Winick y Noble (1966) y Moon y Kirksey
(1973) sefialan incrementos de la raz6n RNA/DNA en higado, miisculo y cerebro
durante las primeras semanas de vida postnatal en 1a rata. Por el contrario, Waterlow

y col. (1978) no encuentran cambios en esta razén en musculo, corazdén y riiién de
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ratas CFY entre 63 y 771 g de peso, mientras que en cerebro e higado disminuye
ligeramente. En general, parece que la cantidad de RNA por célula permanece
relativamente constante en todos 1os tejidos sehalados, en contraste con el aumento
en 10 veces el peso corporal.

Esto parece indicar, que si la actividad de RNA y la raz6n RNA/DNA no
cambian durante el crecimiento, la tasa de sintesis por unidad de DNA debe

permanecer constante (Waterlow y col., 1978).

2.1.4. METABOLISMO PROTEICO DEL TEJIDO MUSCULAR ESQUELETICO
DURANTE EL CRECIMIENTO.

2.1.4.1. SINTESIS PROTEICA MUSCULAR.

La tasa fraccional de sintesis proteica muscular en el animal joven es baja
comparada con la existente en Organos como higado y rifién, como se ha
demostrado en rata de 100 a 200 g de peso (Chatterjee y col., 1975) (Pain y Garlick,
1974) y en cerdos en crecimiento (Garlick y col., 1976), lo que depende
fundamentalmente de la concentracién de ribosomas.

Sin embargo, en etapas tempranas del desarrollo, existen altas velocidades
fraccionales de sintesis y catabolismo de la proteina muscular que disminuyen con
la edad (Millward y col., 1975). Asi, en ratas CD albinas (Lewis y col., 1984) y
en ratas de lento y rdpido crecimiento se ha demostrado una disminucién en la
velocidad fraccional de sintesis proteica en los musculos gastrocnemio + cuddriceps
entre el destete y los 320 dias de vida, llegando a decrecer 3 veces entre las 3 y las
105 semanas (Millward y col. 1975; Bates y Millward, 1981).

También en mdsculo gastrocnemio de ratas Wistar entre el destete y los 90
dias de edad se ha enconirado una disminucién de la velocidad fraccional de
sintesis proteica, entre un 30%/dfa a los 25 dfas y un 7,4%/dia a los 90 dias de
vida (Siebrits y Barnes, 1989). Un desarrollo similar de la sintesis proteica muscular
se produce en condiciones "in vitro" (Srivastava, 1969; Goldspink y Goldspink,

1977; Saleenn y Nicholls, 1979). Esta disminucién edad-dependiente de la velocidad
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fraccional de sintesis proteica se compensa por el incremento de la masa muscular
en la masa magra total. As{, el aumento de la sintesis proteica muscular total de
la rata CFY, oscila entre un 14%/dia al destete y un 21%/dia en la madurez
(Millward y col. 1981a). De modo similar, la sintesis absoluta de la proteina
muscular en la rata Wistar es de 0,88 mg/dia a los 25 dias de edad y de 2,65
mg/dia a los 90 dias (Siebrits y Barnes, 1989).

A su vez, la velocidad fraccional de crecimiento de la proteina muscular
(VFPM) disminuye a lo largo de la vida en el muisculo gastrocnemio de rata,
oscilando entre un 6,27%/dia al destete a un 0,29%/dia en la vejez (Millward y
col., 1975).

ia rapidez de recambio de la protefna puede limitar el crecimiento,
dependiendo de la magnitud de aumento de la demanda de aminodcidos y de energia
impuesta por las altas velocidades de sintesis proteica. El aporte de aminodcidos no
parece tener cardcter limitante, puesto que las demandas de estos sustratos son
satisfechas por el catabolismo proteico del tejido y solo las necesidades para
crecimiento proceden de fuente exdgena. Sin embargo, el aporte energético si puede
limitar el desarrollo, al ser indispensable para alcanzar la mdxima velocidad de
sintesis proteica. El coste energético de la sintesis proteica es sustancial al proceso
(Kielanowski, 1972; Payne y Waterlow, 1971}, de tal modo, que en niftos, una
disminucion en el aporte energético puede condicionar su crecimiento, en especial
durante el estirén puberal (Ashworth, 1969; Payne y Waterlow, 1971).

También la alta velocidad de crecimiento de la proteina muscular (VFPM)
encontrada en el musculo de ratas CFY, depende del coste energético de la sintesis
proteica, que en estos animales se traduce en una alta eficiencia de sintesis, definida
como la razén sintesis neta/sintesis total (Bates y Millward, 1981). No obstante,
la velocidad de crecimiento puede mantenerse a un alto ritmo aun cuando exista una
baja eficiencia en la sintesis proteica, mediante el aumento de la velocidad de
sintesis, como sucede en ratas muy jévenes de lento crecimiento (Miliward y col.,
1975).
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2.1.4.1.1. Modificaciones de la sintesis proteica en distintos tipox de musculos.
. P

La intensidad de la sintesis proteica varia entre distintos tipos de muasculos,
siendo en general mas alta en aquellos que contienen fibras rojas de tipo oxidativo,
que en los formados por fibras blancas de cardcter glicolitico (Goldberg, 1967).

Independientemente del sexo o de la cepa del animal, la tasa fraccional de
sinitesis proteica en misculos con mayoria de fibras rojas y de contraccion lenta,
como el séleo o el diafragma, se duplica respecto a la velocidad fraccional de
sintesis proteica, tanto de los musculos plantar y tibial anterior (de fibras blancas)
como de los musculos psoas y gastrocnemio (de fibras mixtas) (Bates y Millward,
1981; Watt y col., 1982). Esto significa que los misculos con fibras de contraccién
lenta poseen un metabolismo proteico mucho mds rdpido.

Para cada edad, la tasa de crecimiento de la proteina es siempre mds alta en
musculos de contraccion lenta que en los de contraccion rdpida, lo que parece
corresponder a sus mds altas velocidades de "turnover” (Goldberg, 1967; Rannels
y col., 1977; Millward y Waterlow, 1978; Waterlow y col., 1978; Watt y col.,
1982; Kelly y Goldspink, 1982). Asi, la velocidad de crecimiento desciende entre
un 10,6 a un 1,3%/dfa en el miisculo séleo y entre 5,9 y 0,2%/dia en el miisculo
tibial anterior de rata, entre el nacimiento y la senectud (Lewis y col., 1984).

Velocidades superiores de crecimiento se han descrito en el musculo plantar
de rata durante la hipertrofia inducida por el ejercicio (Goldberg, 1967), en la
hipertrofia del diafragma sucesiva a frenectomia (Turner y Garlick, 1974) y en la
hipertrofia muscular consecutiva a la rehabilitacidn nutritiva (Millward y col., 1975),
con valores aproximados del 7%/dia. Esto demuestra que el trabajo de los miembros
para soportar peso o durante la locomocidn es el estimulo mds importante para el
crecimiento del miisculo.

También la mayor velocidad de sintesis proteica de los miisculos de
contraccion lenta y quizds de los mixtos se relaciona con su funcidn, puesto que
exhiben una capacidad contréctil de tipo continuo, constante y con alta resistencia
a la fatiga, a consecuencia de la utilizacién energética procedente del metabolismo

oxidativo de las células. Ademads, son relativamente insensibles a las hormonas que
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controlan la sintesis proteica. Su actividad contrasta con la menor capacidad
contrictil de los muisculos rdpidos con fibras glicoliticas blancas, que se
caracterizan por una baja frecuencia de reclutamiento {Ariano y col., 1973; Watt y
col., 1982). La actividad de estas fibras se suma cuando los movimientos deben
acelerarse y originar una mayor fuerza de contraccién. Por ello, las fibras rapidas
poseen actividades muy altas de ATPasa en los filamentos de miosina, a fin de
incrementar de forma inmediata la escision del ATP.

Los mayores valores de la razén proteina/DNA del mdsculo tibial avalan la
existencia de fibras con didmetros mayores y con alta capacidad de contraccion y de
generacion de fuerza, en los musculos de contraccion rapida.

La relacién entre fibras lentas y rdpidas de un musculo y los cambios
consiguientes de su metabolismo y de su capacidad contrdctil, se reflejan a lo largo
del crecimiento en las diferentes velocidades fraccionales de sintesis proteica
existentes en los distintos musculos. A su vez, las modificaciones de la tasa de
sintesis proteica muscular pueden estar determinadas por los cambios en las
velocidades relativas del "turnover” de las proteinas individuales, puesto que las
proteinas contréctiles se metabolizan mds lentamente (Waterlow y col., 1978).

De acuerdo con ésto, las proteinas sarcopldsmicas se sintetizan y se
degradan dos veces mas rapidamente que las miofibrilares, como se ha demostrado
en musculos de la pata en ratas (Bates y Millward, 1983) y en los musculos pectoral
(Laurent y col., 1978b) y dorsal anterior y posterior de gallo y de pollo (Laurent y
col., 1978a). Parecen existir, ademds, diferencias de especie en las velocidades
relativas del metabolismo proteico de las dos fracciones proteicas del muisculo
esquelético, ya que la razdn proteina sarcopldsmica/proteina miofibrilar presenta,
en el conejo (Lobley y Lovie, 1979) y en el cerdo valores bajos (1,2), mientras en
el hombre la razon encontrada es de 2,7 (Halliday y col., 1988).

Durante ¢l desarrollo, la razén proteina sarcopldsmica/ proteina miofibrilar
del musculo gastrocnemio de rata aumenta entre 1,72 en el destete y 2,08 en la
madurez, 1o que senala que el "turnover” de las proteinas miofibrilares es menor que
el de la masa proteica total. Su velocidad de recambio oscila entre 18,7%/dia y
3,42%/dia, lo que equivale a una vida media de 3,7 y 20,3 dias en el misculo

gastrocnemio y cuddriceps, respectivamente. Mds tarde, en la edad adulta la razén



31
proteina sarcopldsmica/miofibrilar se hace constante, lo que implica que el
"turnover" de las proteinas miofibrilares y la velocidad del metabolismo proteico
total disminuyen paralelamente en las ratas mds viejas (Bates y Millward, 1983),

aunque la causa de estas modificaciones durante el desarrollo no es bien conocida.

2.1.4.1.2. Cambios en la concentracién del RNA muscular durante el crecimiento
y su relacion con la velocidad fraccional de sintesis proteica y la sintesis

por unidad de DNA.

La significativa reduccién de la velocidad fraccional de sintesis de la
proteina muscular durante el crecimiento presenta una alta correlacion con la
concentracion del RNA, puesto que la razéon RNA/proteina disminuye de forma
paralela. Descensos edad-dependientes en la concentracion de ribosomas se han
demostrado en los musculos gastrocnemio, cuddriceps, diafragma, séleo, plantar y
tibial de ratas de lento crecimiento (Miliward y col., 1975), de ratas de alta velocidad
de desarrollo (Bates y Millward, 1981) y de ratas albinas (Waterlow y col., 1978),
lo que indica una pérdida de la capacidad ribosémica del tejido.

E! primer factor responsable de la caida de la sintesis proteica muscular es
la pérdida de la concentracién de los ribosomas, atin cuando existen discrepancias
acerca de las modificaciones que se producen en la actividad del RNA. Mientras en
miusculo gastrocnemio de ratas CFY, la actividad ribosémica no parece cambiar
sustancialmente con la edad (Bates y Millward, 1981), en ratas al destete de lento
crecimiento, la actividad de RNA es dos veces mayor que la encontrada en ratas
adultas (19,2g de proteina sintetizada/dia/g de RNA) (Millward y col., 1975)
mientras que en el musculo tibial de la rata CD albina, entre 44 y 105 semanas de
vida, por el contrario, se produce una drastica caida de la velocidad de sintesis por
ribosoma (Lewis y col., 1984).

La disminucién de la tasa de sintesis proteica muscular durante el
crecimiento parece ser una consecuencia inevitable del incremento simultdneo en el

tamaiio de la fibra muscular y por lo tanto, de la unidad de DNA. Esto es debido,
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a que los incrementos de hasta cinco veces el contenido proteico celular (Millward
y col., 1975) que dan lugar a la hipertrofia del musculo, no se acompanan de
incrementos similares en la concentracion de RNA. Por ello, ]a razén RNA/DNA
no alcanza, aunque hay excepciones (Young y col., 1971), valores superiores a 3 en
el misculo de rata, presentando poca alteracion en el curso del crecimiento (Bates
y Millward, 1981; Lewis y col., 1984). Se ha descrito, bien una ligera disminucion
en la concentracion de ribosomas cuando el tamano de la unidad de DNA se
incrementa (Millward y col., 1984), o bien una razén RNA/DNA constante entre 10s
25 y 320 dias en el musculo de la rata CFY (Bates y Millward, 1981). En cualquier
caso, la hipertrofia celular da lugar a la caida de la razon RNA/proteina y de la
velocidad de sintesis proteica fraccional.

Puesto que la actividad de RNA cambia poco con 1a edad, la velocidad de
sintesis proteica por unidad de DNA tampoco parece afectarse durante el
crecimiento. En ratas jovenes de lento crecimiento, parece existir una velocidad de
sintesis/DNA mds alta (30%), siendo su descenso durante el crecimiento de menor
entidad que la pérdida de la velocidad fraccional de sintesis proteica (Millward y
Waterlow, 1978).

Como en la fase final del crecimiento las velocidades de sintesis por unidad
de DNA son iguales en diferentes musculos (diafragma, séleo, plantar y
gastrocnemio) y en animales de ambos sexos, a pesar de tener distinto tamafio celular
(Millward y Waterlow, 1978), la velocidad fraccional de sintesis proteica variard
segiin el tipo muscular de que se trate, siendo inversa la relacién entre el tamario de
la unidad de DNA y la velocidad fraccional de sintesis proteica. Por lo tanto, a
menor tamafio celular existird un metabolismo proteico mds rdpido (Waterlow y
col., 1978; Laurent y col., 1978a).
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2.1.4.2. CAMBIOS EN EL CATABOLISMO PROTEICO MUSCULAR
DURANTE EL CRECIMIENTO.

El crecimiento muscular, al igual que el de otros tejidos, puede ser regulado
no sélo por cambios en la velocidad de sintesis proteica, sino también en la de su
degradacion.

En general durante el desarrollo, la tasa fraccional de catabolismo proteico
(VFDP) es muy alta al destete, disminuyendo con la edad, tanto en musculo de ratas
de lento como de rdpido crecimiento (Millward y col., 1975; Bates y Millward,
1981). Dado que la tasa de catabolismo es directamente proporcional a la velocidad
fraccional de crecimiento de la proteina, es preciso que la velocidad fraccional de
sintesis proteica sea alin mayor, para que exista un depdsito neto de proteina. Estos
cambios parecen ser una meoedificacion de cardcter general interespecies del
desarrollo muscular (Millward y col., 1978; Millward, 1980a).

Las caracteristicas estructurales o funcionales de un tejido dado son las que
determinan su particular velocidad de degradacion proteica. En el muiisculo, la
relacién entre velocidad de crecimiento y degradacién proteica se ha asociado a la
disociacién miofibrilar y a la remodelacién de la arquitectura del aparato contrdctil
(Millward y col., 1975). Asi, durante el crecimiento las miofibrillas de gran
didmetro se dividen longitudinalmente para dar lugar a miofibrillas hijas. La divisidn
puede determinar qué porciones de las miofibrillas o de los miofilamentos quedan
sueltas y puedan ser fdcilmente degradadas, resultando en un alto “turnover”
proteico. Un ejemplo de este mecanismo lo presenta la hipertrofia celutar inducida
por el trabajo del misculo, en el que se produce una remodelacidn tisular como la
indicada, con incrementos de la degradacién proteica (Laurent y ¢ol., 1978c; Laurent
y Millward, 1980).

A consecuencia de la degradacion de la proteina muscular, se incrementa la
excrecion urinaria de 3-Metil-histidina y creatinina en ratas de 100 g de peso
(Haverberg y col., 1975). Esto corresponde a un indice de degradacidn miofibrilar
del 4,7% por dia, el cual disminuye con la edad hasta un 2,5% por dia en las ratas

de 300 g. También en el hombre, se ha encontrado un descenso pronunciado en la
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excrecion de 3-Metil-histidina/Kg de peso corporal desde la etapa fetal a la vejez
(Young y Munro, 1978; Uauy y col., 1978), lo que confirma que la masa muscular
disminuye con la edad en el hombre, tanto en varones como en mujeres (Young y
col., 1976). Sin embargo, la tasa fraccional de catabolismo proteico muscular no
varia con la edad dentro del mismo sexo. La contribuciéon muscular al catabolismo
proteico total corporal es del 27% en el adulto joven y desciende en un 20% en el
viejo, 1o que se asocia con el incremento del aporte de los érganos viscerales al
metabolismo proteico total en este periodo de la vida, al contrario que sucede entre
el nacimiento y la pubertad. Datos similares se han encontrado en ratas (Young y
Munro, 1978), aungue la contribucidn muscular al metabolismo proteico, en este

caso, es sélo de un 10%.

2.1.4.2.1. Papel de los lisosomas en el catabolismo proteico muscular.

El mecanismo preciso por el que las proteinas intracelulares son degradadas,
es desconocido. Se acepta que la proteolisis puede ocurrir dentro y fuera de los
lisosomas (Wibo y Poole, 1974; Dean, 1975; Seglen y col., 1979; Wildenthal y Crie,
1980; Ballard y Gunn, 1982). Sin embargo, el papel del lisosoma en la regulacién
del catabolismo proteico en el muisculo esquelético no estd claro. En este tejido se
han identificado morfolégicamente lisosomas, aunque en nimero escaso (Bird y col.,
1980, Whitaker y col., 1983), asi como proteasas lisosomicas que presentan
actividad degradativa sobre las miofibrillas (Bird y col., 1980).

Las enzimas catepsina B y D se visualizan en los lisosomas de la célula
muscular por microscopia electrénica (Spanier y col., 1977) en dos localizaciones:
a nivel de la regién perinuclear, en la vecindad del aparato de Golgi y en el interior
de las miofibrillas. Frecuentemente, también aparecen en formaciones laminares,
contiguas al reticulo sarcopldsmico (Bird y col., 1978).

Ambas enzimas presentan un grado limitado de proteolisis frente a miosina
y actina, degradando la catepsina 1> a la miosina en péptidos menores de 5.000
daltons o en aminodcidos (Schwartz y Bird, 1977). Las catepsinas H e I tienen una

actividad especifica mucho mayor.
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Utilizando inhibidores de protefnas lisosémicas como cloruro amédnico,
cloroquina, leucopeptina y EP 475, se ha demostrado un descenso en la proteolisis
muscular en condiciones "in vitro" (Libby y Goldberg, 1978; Jenkins y col., 1979;
Clark y col., 1984), lo que demuestra la relacion de la actividad lisosomica con la
proteolisis del musculo. Sin embargo, estos estudios no distinguen entre el
catabolismo de las proteinas miofibrilares y no miofibrilares. Aproximadamente un
60% de la proteina del musculo esquelético es miofibrilar, pero al ser su velocidad
de "turnover" mds lenta que la de las proteinas no-miofibrilares (Bates y Millward,
1983), las medidas de la proteolisis total pueden reflejar, principalmente, los cambios
producidos en el catabolismo de la proteina no miofibrilar o sarcopldsmica. Se ha
demostrado que el tratamiento con cloroquina y leucopeptina no determina efecto
alguno sobre el catabolismo de las miofibrillas en células de corazén (Wildenthal y
Crie, 1980), ni de miisculo esquelético (Riebow y Young, 1980), lo que sugiere que
las proteinas miofibrilares pueden ser hidrolizadas en un lugar extralisosémico y
posteriormente degradadas a aminodcidos en los lisosomas.

De acuerdo con esto Lowell y col. (1986) indican que la degradacién
completa de las proteinas miofibrilares se produce por una via no lisosémica y que
la proteolisis total, reflejo de la degradacién de las proteinas no-miofibrilares o
sarcopldsmicas, se produce al menos en parte en el interior de los lisosomas.

En este mismo sentido, Dice y col. (1978) seitalan que aunque los lisosomas
participan en el metabolismo proteico muscular, de tal modo que cualquier
incremento en la velocidad de degradacién durante el ayuno estd mediado por
proteinas lisosomales, su alteracidn, parece reflejar la velocidad de cambio en el
metabolismo de las protefnas sarcopldsmicas. Estas parecen ser eliminadas por
macroautofagia (Dayton y col., 1981), mientras que la proteina miofibrilar requiere
un ataque inicial por proteasas calcio-dependientes (Brooks y col., 1983; Zeman y
col., 1986).

Parecen existir, de acuerdo con Lowell y col. (1986) dos vias para la
proteolisis en musculo esquelético:

Una via no lisosdmica responsable de la lisis de la proteina miofibrilar y

otra lisosémica que parece actuar solo sobre la proteina no-miofibrilar,
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No obstante, es posible que la regulacidn de la degradacién miofibrilar en
respuesta a diversos agentes externos como hormonas, estrés, ayuno u ofras causas,

puedan modificar esta situacion.

2.1.4.3. REGULACION DEL CRECIMIENTO. INCREMENTQ Y DISMINUCION
ANABOLICA EN DEGRADACION.

Los cambios producidos en el metabolismo proteico durante el crecimiento
tisular son complejos y variables, puesto que un mismo tejido modifica su mecanismo
de crecimiento ante distintas situaciones.

Estas modificaciones se han estudiado en muisculo estriado en crecimiento.
La observacion de que la degradacidn en musculo puede cambiar en cualquier
direccion, que incluye un decrecimiento en estados catabélicos y un incremento en
estados anabolicos, ha conducido a definir los cambios como "anabélicos", para
aquellos que se producen durante el crecimiento y "catabdlicos” para los que se

producen durante la atrofia o el retraso en el crecimiento (Millward, 1980b).

2.1.4.3.1. Crecimiento asociado a un catabolismo proteico incrementado. El

incremento anabdlico en degradacion.

Un mecanismo sorprendente del miusculo en desarrollo es que, en algunos
casos, el crecimiento estd asociado con velocidades elevadas de degradacion, lo cual
requiere a la vez tasas muy altas de sintesis proteica. Este mecanismo denominado
"proteolisis anabdlica”, para diferenciarlo del incremento catabdlico desencadenado
en estados de inanicién (Millward, 1980 a,b; Goldspink y col., 1983), se produce,
como se ha visto mds arriba, durante la etapa de crecimiento rdpido de los animales
mds inmaduros.

Este cambio se observa también en el curso de la rehabilitaciéon ponderal,

después de un déficit nutritivo (Millward y col., 1975), durante la hipertrofia
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muscular obtenida después de frenectomia unilateral del diafragma (Turner y
Garlick, 1974), asi como, durante el crecimiento inducido por alargamiento del
musculo del ala de pollo (Laurent y col., 1978b}. Inversamente, cuando el
crecimiento muscular se suprime en animales jévenes, la velocidad degradativa cesa
{Millward y col., 1976b).

La naturaleza de este incremento del catabolismo proteico se basa en un
cambio necesario de arquitectura del aparato contrictil, que se corresponde con la
remodelacion, el alargamiento y la proliferacion de las miofibrillas musculares,
asociado a la modificacion del metabolismo de las proteinas citopldsmicas (Millward
y col., 1983b).

Durante la elevacidn del catabolismo en el miisculo hipertrofiado, se produce
la remodelacidn del tejido (Sola y col.,1973; Laurent y Millward, 1980; Millward
y col., 198la), observindose una degeneracién mitocondrial, junto con la
formacion de nuevos lisosomas, que contribuyen a la degradacion (Hall-Craggs,
1972; Morton y Rowe, 1974).

Sin embargo, la alta tasa del catabolismo proteico encontrada en musculos de
pollo de 1 semana de vida, se mantiene cuando el crecimiento se inhibe por
deficiencia en aminodcidos. Al mismo tiempo disminuye con €l desarrollo, desde un
26,5%/dia en la primera semana a un 10%/dia en la segunda semana de vida,
mientras que la velocidad fraccional de crecimiento se incrementa simultdneamente.
Esto sefiala que en este caso, la alta velocidad de degradacién en el musculo neonatal
puede ser disociada del proceso de crecimiento y refleja algin otro acontecimiento

dependiente del desarrollo postnatal (Muruyama y col., 1978).

2.1.4.3.2. Crecimiento asociado a un catabolismo proteico disminuido.El

decrecimiento anabdlico en degradacion.

El decrecimiento anabdlico en degradacién es un mecanismo de crecimiento
de cultivos celulares (Hersko y col., 1971) pero del que han sido obtenidos pocos
gjemplos "in vivo". Entre ellos destaca la disminucion de la tasa catabdlica en el

miisculo de ratas al destete de rdpido crecimiento, que cae hasta los valores de la
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rata adulta a una edad temprana (Bates y Millward, 1978; Bates y Millward, 1981).
El resultado es un crecimiento mds rdpido, alcanzindose a una menor velocidad de
sintesis proteica y con una mayor eficiencia, es decir, con una mayor proporcién
de proteina sintetizada y una sintesis proteica neta superior (Bates y Millward,
1981).

Este mecanismo se¢ ha observado también después de la administracién a
ratas hembra de un esteroide anabdlico, el acetato de trembolona, el cual acelera el
crecimiento por disminucion de la tasa del catabolismo proteico, que llega a ser un
69% menor que en los controtes. (Vernon y Buttery, 1976; Brown y Miliward,
1981). De modo similar, el acetato de trembolona provoca un incremento en la
deposicion de proteina muscular en ovejas, mediante la disminucién de ambas tasas
fraccionales, de catabolismo y de sintesis proteica, especialmente de la primera

(Sinnet-Smith y col.,1983).

2.1.5. CRECIMIENTO Y HORMONA SOMATOTROPA.

La hormona somatotropa (GH) gjerce una accién fundamental en el control
del crecimiento. Presenta efectos reguladores sobre el metabolismo y controla la
redistribucién de los nutrientes absorbidos durante el crecimiento y la lactacién. Su
papel sobre el metabolismo es primordial, no sélo en situaciones de equilibrio
nutritivo, sino también durante periodos de subnuiricién o de mala utilizacién de
los nutrientes.

Los efectos somatotrdpicos de la GH se conocen desde hace 60 aios, cuando
Evans y Simpson (1931) encuentran un incremento ponderal en ratas tratadas con
extracto de hipdfisis. Posteriormente, lee y Schaffer (1934) demuestran la
modificacién del reparto corporal de sustratos por la hormona, mediante el aumento
de la acrecién de proteina y la reduccién del depdsito de grasa. Hasta hace poco
tiempo, la dificultad de la extraccién y purificacion de la hormona impidié el estudio
y por lo tanto el conocimiento de su mecanismo de accion, especiaimente en el

campo de la produccién animal. Hoy en dia, los mejores procedimientos de
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purificacion y sobre todo el desarrollo de métodos de sintesis por recombinacion
del DNA, han hecho posible un avance importante en su investigacion, aunque la
excesiva variedad en el uso de sistemas heterdlogos y de distintos niveles
farmacoldgicos de la hormona en animales hipofisectomizados o intactos, han
complicado el desarrollo de la base conceptual de la accién de la GH.

Sus efectos generales mds conocidos son:

1) Regulacion de la distribucién de nutrientes en el depdsito de sustratos.

2) Control de la proliferacién celular, que puede ser directo o mediado a
través de la produccion de factores de crecimiento "insulin-like".

3) Efectos sobre el metabolismo de los tres principios inmediatos, cuya
regulacién se realiza por mecanismos homeostdticos y homeorréticos (Bauman y
Currie, 1980; Bauman, 1984).

Como es sabido los controles homeostdticos operan minuto a minuto para
mantener constante el medio interno. La homeorresis, por su parte, es una regulacién
endocrina a mds largo plazo que dirige la coordinacidn del metabolismo tisular a fin
de controlar de forma prioritaria un estado fisiologico dado. Hoy se acepta que la
GH actia fundamentaimente mediante control homeorrético y por consiguiente como
un regulador crénico del metabolismo (Bauman y col., 1982).

Puesto que la GH ejerce un control a largo plazo, sus efectos tendrdn lugar
sobre mecanismos celulares que tienen una vida media relativamente prolongada
(horas o dias y no segundos 0 minutos). Por ello, la retencidn nitrogenada inducida
en animales en crecimiento por administracién de la hormona, se incrementa
gradualmente en los primeros dfas de la experiencia, pero no es significativa hasta
los 7 6 10 dias de tratamiento (Moseley y col., 1982). Un cambio similar se ha
observado en la produccidon de leche por vacas tratadas con GH (Bauman y
McCutcheon, 1986). También los metabolismos glucidico, lipidico y mineral estdn

bajo control homeorrético de 1a GH (Boyd y Bauman, 1989).
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2.1.5.1. CRECIMIENTO MUSCULAR Y HORMONA SOMATOTROPA

La hormona somatotropa (GH) es esencial en el crecimiento y desarrollo
corporal y muscular de los animales jévenes. Se ha demostrado, que el tratamiento
con hormona del crecimiento de animales de Iaboratorio hipofisectomizados
(Machlin, 1972; Evock y col., 1988) o de animales de granja intactos (Early y col,
1990) incrementa el desarrollo del tejido magro a través de la aceleracién de la
velocidad de crecimiento.

Los efectos promotores del crecimiento de la GH sobre el misculo
esquelético se producen mediante la activacidn de la proliferacion celular y de la
acrecion de la proteina (Allen y col., 1979), funciones sobre las que la hormona
parece tener un efecto estimulante, como se ha comprobado en estudios con animales
o individuos GH-deficientes. Asi, la hipofisectomia en la rata y en el feto de cerdo
determina la pérdida de la cantidad total de DNA (Cheek y col, 1965b) y del
nimero de fibras musculares (Hausman y col., 1982, 1987). También individuos
enanos con hipopituitarismo presentan un marcado déficit en el niimero de células
muscufares y en ¢l tamano celular. El tratamiento con GH restaura el nimero de
células a niveles normales (Cheek, 1968), estimulando la replicacidon del DNA
muscular (Beach y Kostyo, 1968; Goldspink y Goldberg, 1975} y disminuyendo la
razon proteina/DNA (Cheek y col., 1971). Observaciones similares se han realizado
en ratas con tumores que segregan GH (Prysor-Jones y Jenkins, 1980; McCusker y
Campion, 1986).

La estimulacion del crecimiento celular parece producirse a través de la
adicién de nuevos nicleos a la fibra muscular, por incremento de la proliferacién
de células satélite, aunque la hormona somatotropa no parece tener una accion
directa ni sobre estas células (Allen y col., 1986), ni sobre las células miogénicas
"in vitro" (Gospodarowicz y col., 1976).

Sin embargo, Nixon y Green (1984) observan un efecto directo sobre una
linea celular de mioblastos (10T,,) en la que la GH promueve la miogénesis y la
formacidn de células musculares multinucleadas. Estos autores sugieren que o bien

algunas lineas celulares pueden haber sufrido una seleccidn para mostrar
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independencia de la GH durante su evolucidn, como las usadas comunmente en
cultivos (L.,), o bien pueden existir diferentes subtipos de mioblastos que difieren en
su dependencia de la hormona.

En contraste con estos resultados, se ha confirmado la accidén mitogénica
sobre las células satélite y las células miogénicas de las somatomedinas,
especialmente de la IGF-I (Allen y col., 1984; Florini, 1985, 1987; Dodson y col.,
1985), lo que ha llevado a la teoria de la mediacion de los efectos de la GH sobre
la proliferacién celular por los factores "insulin-like" (Daughaday y col., 1972).

El factor IGF-1, idéntico a la somatomedina C, (Klapper y col., 1983) es GH-
dependiente y se considera el principal mediador de los efectos anabdlicos de la GH
(Herington y col., 1983), aunque también el factor IGF-I1 parece intervenir en el
desarrollo muscular. Se ha demostrado su accion estimulante sobre la proliferacion,
diferenciacién, captacién de aminodcidos, "turnover” proteico e incorporacion de
timidina tritiada en mioblastos y miotubos derivados de ratas recién nacidas o de
fetos humanos (Merrill y col., 1971; Ewton y Florini, 1980; Hill y col., 1985), asi
como su capacidad de induccion del C-fos mRNA en células musculares esqueléticas
(L) de rata (Ong y col., 1987).

También la GH estimula la formacién de IGF-1 en varios érganos. Asi, la
administracion de GH incrementa la concentracion del mRNA de IGF-I en el
higado del ratén lit/lit (Mathews y col., 1986) y en higado, corazén y miisculo
esquelético de ratas hipofisectomizadas (Murphy y col., 1987). La mdxima
acumulacién del mRNA de IGF-I se produce entre las 6 y 12 horas de una tnica
inyeccién de GH, aunque el aumento comienza ya a la primera hora de su
administracidon, lo que sugiere una gran rapidez en la interaccién hormona-receptor
para la estimulacién de la expresidn genética de este factor de crecimiento.

No se conoce, sin embargo, si las células efectoras corresponden a una
poblacidn seleccionada o si todas las células musculares expresan el mRNA de IGF-1
después del tratamiento. Puesto que la GH actia predominantemente sobre células
progenitoras, que forman grandes colonias de condrocitos "in vitro" (Lindahl y col.,
1987) y parecen contener material inmunorreactivo semejante al IGF-1 (Nilsson y
col., 1986), se ha sugerido un mecanismo de accién similar en el misculo

esquelético, en el que la hormona podria interaccionar con unas pocas células
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progenitoras inmaduras, que a su vez inducirian el crecimiento y desarrollo
muscular.

Ello conduce a la hipétesis de que el factor IGF-I, producido Jocalmente,
puede actuar de mediador para el efecto estimulador de la GH sobre el crecimiento
y el desarrollo en musculo esquelético (Isgaard y col., 1989). Este papel autocrino
del IGF-I se ha relacionado con €l incremento de los receptores para IGF durante la
diferenciaciéon de mioblastos C, (Tollefsen y col., 1989a, 1989b).

Sin embargo, mds recientemente, se ha demostrado que la administracion de
GH no cambia los niveles de mRNA IGF-1 muscular (Grant y col., 1991), lo que se
ha interpretado como un mecanismo de insensibilidad de la sintesis local del IGF-I
a la hormona. El autor sugiere que el crecimiento muscular resulta de un efecto
directo de la GH (independiente del factor IGF-I), lo que se relaciona con el

descubrimiento de receptores musculares especificos para GH (Louveau y Etherton,
1992).

2.1.5.2. METABOLISMO PROTEICO Y HORMONA DE CRECIMIENTO.

Los cambios metabdlicos asociados a la accién anabdlica de la GH incluyen
la induccién de balances positivos de nitrégeno, fésforo, potasio, magnesio, calcio,
sodio, cloruro (Kostyo y Nutting, 1974) y el aumento del gasto en energia
(Salomon y col., 1989) la cual procede del incremento de la hidrdlisis grasa,
desencadenada incluso en presencia de altos niveles de insulina,

Desde un punto de vista clinico, la reduccién de la uremia es el cambio
bioquimico mds facilmente detectable en relacidn a las acciones anabdlicas de la
GH, vy resulta de la disminucidn en la sintesis de urea, que conduce a la retencién
nitrogenada (Dahms y col., 1989). Los dos precursores principales de la urea son los
aminodcidos, alanina y glutamina, los cuales se liberan del musculo esquelético en
cantidades normales después de la administracién de GH (Fong y col., 1989). La
accién anabdlica de la hormona estd ligada a la disminucién de la cantidad de

glutamina que se transforma en urea, aumentando el glutamato en proporcion a la
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disminucion de 1a sintesis de este catabolito (Welbourne y col., 1989). Al mismo
tiempo, se estimula la captacién de aminodcidos y la sintesis proteica en el musculo
esquelético, mientras que la accién coordinada de la insulina y del factor IGF-]
disminuyen el catabolismo, lo que da lugar a un incremento neto de la proteina
(Salomon y col., 1991).

Sin embargo, la influencia sobre la sintesis y degradaciéon de la proteina
muscular por parte de la hormona de crecimiento es poco conocida.

Estudios con ratas hipofisectomizadas han demostrado que el tratamiento con
bGH aumenta la velocidad de sintesis proteica en el miisculo sdleo, incrementando
la proteina soluble y la miofibrilar (Goldberg y col., 1980).

Mads recientemente los estudios se han llevado a cabo en animales intactos.
En general, la administracion exdgena de hormona somatotropa incrementa la
sintesis proteica corporal en terneros (Eisemann y col., 1986b), en cerdos (Campbell
y col., 1989a), en novillos (Eisemann y col., 1989b), en corderos (Pell y Bates,
1987) y en el raton Snell enano (Bates y Pell, 1991), lo que parece producirse
mediante el aumento de la velocidad fraccional de sintesis proteica. En el ratén Snell
enano, Bates y Holder (1988) sefialan que la tasa fraccional de sintesis proteica de
los miusculos gastrocnemio y plantar se modifica también con la duracién del
tratamiento. Por el contrario, Early y col. (1990) no logran resultados positivos en
novillos rbGH-tratados.

También Eisemann y col.(1989b) sefialan que la eficacia de depésito de la
proteina aumenta un 50% en los animales tratados con GH respecto de los controles,
lo que indica el predominio de la sintesis sobre la degradacidn proteica. Ello pone
de manifiesto el efecto de redireccidn del metabolismo proteico por parte de la
hormona, confirmando su funcién de control homeorrética.

Sin embargo, la influencia sobre el catabolismo de la proteina es mucho
menos clara, puesto que la velocidad de degradacion proteica puede quedar inalterada
(Pell y Bates, 1987), disminuida (Eisemann y col., 1986b) o significativamente
incrementada (Bates y Holder, 1988) en animales tratados con la hormona. Aunque,
de acuerdo con Bates y Pell (1991), la respuesta de la degradacién proteica muscular
a la GH parece depender del estado fisiolégico en que se encuentre el miisculo.

Mids recientemente Seve y col. (1993) indican que el depésito proteico
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muscular de cerdos tratados con pGH se realiza a través de la estimulacion de la
sintesis y del "turnover” de la proteina.

A su vez el aumento de la tasa fraccional de sintesis proteica aparece ligado
en primer lugar, al incremento en la concentracién del RNA (RNA/proteina) (Bates
y Holder, 1988; Seve y col., 1993) y en segundo término a la actividad del RNA
(Bates y Pell, 1991) en animales intactos GH-tratados. Por el contrario, en ratas
hipofisectomizadas sometidas a la hormona e! aumento de la velocidad fraccional de
sintesis proteica muscular se lleva a cabo primariamente, mediante el incremento de
la actividad de RNA y de un aumento marginal secundario de la concentracion de
RNA (Flaim y col., 1978).

La existencia de respuestas distintas a la GH en diferentes misculos pueden
relacionarse con el tipo de fibra muscular y de las caracteristicas contrictiles de
cada una. Es posible que el mayor efecto estimulador de la hormona sobre las fibras
musculares lentas, sea la causa de la mayor tasa de sintesis proteica encontrada en
el musculo biceps femoral de cordero, respecto del misculo semitendinoso (Pell y
Bates, 1987).

También la etapa de crecimiento o la velocidad de crecimiento del animal
puede modificar ]a respuesta a la GH. Por ejemplo, terneros muy jévenes tratados
durante 21 semanas con bGH, ganan peso pero no retienen nitrégeno, ni se altera
la composicion de la carcasa (Sandles y Peel, 1987), mientras que terneros mds
vigjos, con un tratamiento a corto plazo, presentan una mayor retencién nitrogenada
(Moseley y col., 1982).

No se conoce el mecanismo de accién de la hormona de crecimiento sobre
el metabolismo proteico, aunque se ha postulado la accion mediadora del factor IGF-
I. La administracion exdgena de IGF-I incrementa la sintesis proteica muscular pero
no del higado del ratén Snell normal (Pell y col., 1989) y por lo tanto la accidn de
la GH puede ser distinta en ambos tejidos. En este sentido se ha demostrado una alta
correlacion entre los niveles plasmdticos del factor IGF-1 y la actividad del RNA
muscular en cerdos tratados con pGH, lo que parece indicar una accidn directa de
IGF-1 sobre el musculo (Seve y col., 1993). También Yacob y col. (1989) observan
que la infusion sistemdtica de IGF-I a ratas disminuye los aminoédcidos plasmdticos

sin estimular su incorporacién a la proteina muscular, lo que sugiere que el IGF-I
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tiene una accion inhibidora de la proteolisis. Sin embargo, el hecho de que la GH
estimule la sintesis proteica en el hombre, sin suprimir la proteolisis (Fryburg y
col., 1991), indica que la accion de la GH sobre el miisculo esquelético se realiza
a través de mecanismos diferentes que los del factor IGF-1.

Estos autores (Fryburg y col., 1991) sugieren que al ser los efectos agudos
que ejerce la GH sobre el metabolismo de lipidos y ghicidos distintos a los ejercidos
por el factor IGF-1 (Davidson, 1987) puede concebirse que la GH tenga su propio
efecto sobre el metabolismo de la proteina, diferente al del factor 1GF-1. Tampoco

se descarta que el factor IGF-I liberado en el musculo de forma paracrina tenga

efectos diferentes del administrado sistémicamente.



46
2.2. CRECIMIENTO Y ESTADO NUTRITIVO

2.2.1. CRECIMIENTO CORPORAL Y NUTRICION.

E!l mamifero en crecimiento requiere un estado nutritivo suficiente que
facilite el depdsito de sustratos, especialmente de proteinas, para llevar su cuerpo
al tamano adecuado. Cualquier alteracién por defecto o por exceso de nutrientes,
puede causar modificaciones en la velocidad de crecimiento y en consecuencia en las
dimensiones tiitimas del individuo.

Por lo tanto, el déficit en la cantidad total de alimento, en el contenido
proteico y/o calérico de la dieta, asi como, la ingestion de dietas altas en grasa, el
exceso en la ingesta total o el empleo de dietas de "cafeteria", afectan decisivamente
el crecimiento corporal y el muscular.

La malnutricioén proteico-caldrica (MPC), 1a malnutricién proteica (MP) y
el ayuno agotan la masa corporal total del individuo, y la correspondiente a diversos
Organos: corazén (MclLeod y col., 1972), pulmén, higado y especialmente musculo
esquelético (Dickerson y col., 1972; Dickerson y McAnulty, 1975) sea cual sea la
etapa vital en la que se produce: gestacidn (Stephens, 1980}, lactancia (Adlar y col.,
1973), postdestete (Harris, 1980a, 1980b) y edad adulta (Muioz-Martinez y col.,
1989).

Igualmente la masa corporal total, la masa corporal total sin grasa y la masa
de algunos drganos se modifica por sobrealimentacién, dando lugar a un incremento
de la masa corporal, en especial durante la lactancia (Winick y Noble, 1967) (Harris,
1980a) y el destete (Stephens, 1980) (Pitts y Bull, 1977; Pitts, 1984). Por el
contrario, no se produce modificacion alguna después del destete (Stephens, 1980),
ni en la vida adulta (Goodman y Ruderman, 1980).

Esto parece significar que los mecanismos fisioldgicos que regulan la masa
corporal y la organica, comienzan a funcionar después del destete y llegan a su
mdximo en la edad adulta (Pitts y Bull, 1977; Pitts, 1984).

La capacidad de rehabilitacién después de un estrés nutritivo también estd

en funcidn de la etapa ontogénica en la que se ha iniciado la alteracion, siendo muy
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probable en el adulto y problemadtica durante las primeras etapas de la vida, con una
fase de transicién durante el postdestete (Pilts, 1986).

Estas modificaciones en la masa corporal se correlacionan con las que se
producen a nivel celular. Asi, la sobrenutricién incrementa la masa y el nimero de
células de 6rganos como higado, corazdn, pulmén, rifion, cerebro y miisculo de
ratas lactantes (Winick y Noble, 1967; Winick y col., 1968}, pero no de animales
adultos (Goodman y Ruderman, 1980), mientras que la subnutricién disminuye la
masa orgdnica y el nimero de células y/o el tamafio celular, en cualquier periodo
de la vida.

Este efecto se ha descrito en ratas gestantes y al destete sometidas a MPC
(Mcleod y col., 1972; Dickerson y McAnulty, 1975; Glore y Layman, 1983; Hill
y col., 1970) y a MP (McLeod y col., 1972), en ratas adultas sometidas a ayuno
prolongado (Goodman y Ruderman, 1980) y en ratones con restriccion dietaria
durante las etapas de gestacién y lactacion (Glore y Layman, 1985; Winick y Noble,
1966).

En general se observa una relacion reciproca entre los cambios en el nimero
de células y su tamafio. Este se mantiene constante cuando el ntimero de células
cambia y a su vez, al modificarse el tamafio, el nimero de células se mantiene
constante. Antes del destete, los cambios nutritivos afectan al nimero de células
mientras que en la edad adulta, la alteracion dietaria modifica de forma fundamental
el tamafo celular (Pitts, 1986). Solo después del destete, ambos pardmetros parecen
cambiar simultineamente. (Dickerson y col., 1972; Glore y Layman 1983; Hill y
col., 1970).
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2.2.2. CRECIMIENTO MUSCULAR Y NUTRICION.

2.2.2.1. REQUERIMIENTOS PROTEICOS Y CRECIMIENTO DEL MUSCULO
ESQUELETICO

El musculo esquelético es muy sensible a las variaciones dietarias, lo que
influye notablemente sobre el desarrollo general corporal, al ser el misculo el mayor
almacén de proteinas somdticas y en mayor proporcion respecto a la masa proteica
corporal total (Young, 1970; Goll y col., 1977).

El crecimiento optimo del muisculo depende de un aporte suficiente de
aminodcidos dietarios, cuyos requerimientos en el animal joven y en el adulto
(Mufioz-Martinez y col., 1989) (Smith y col., 1982), no estdn bien establecidos,
aunque niveles entre un 12% y un 24% de proteina dietaria parecen ser optimos
para un desarrollo completo en rata y raton (Knapka y col., 1974) (Edozien y
Switzer, 1978).

Utilizando el crecimiento del musculo esquelético como indice de los
requerimientos proteicos de la rata entre el destete y los 35 dias de edad, Howarth
(1972) indica que €l mdximo actmulo de proteina muscular se produce con dietas
del 24% de caseina. Hamilton (1939) sin embargo sefiala, que niveles entre un 12
y un 16% de proteina, son suficientes en ratas de 11 semanas de vida, aunque
sugiere que para ratas més jovenes se precisa un nivel cercano al 20%. Por el
contrario Allison y col. (1964) y Smith y col. (1982) demuestran que el mdximo
crecimiento expresado en peso, proteina, DNA, RNA/DNA y sintesis proteica del
miusculo, se produce con dietas cuyo contenido es del 15% de caseina, sin que
exista un incremento adicional con tasas superiores de proteina dietaria.

En el ratén Swiss, también se ha encontrado un nivel del 13,6% (Goeltsch,
1960) como concentracién proteica minima necesaria para lograr un crecimiento
aceptable, y en el ratén CFI el mdximo peso ganado se produce con dietas del
11,3% de proteina de huevo o con un 11,9% de proteina de pescado (Korsrud,
1966), mientras que en el ratén hibrido de rapido crecimiento, el maximo

desarrollo se alcanza a una concentracion del 12,5% de proteina.
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De acuerdo con ésto, concentraciones entre el 12% y el 14% de proteina de
buena calidad parecen ser adecuadas para el crecimiento del raton, aunque la cepa
dei animal y Ia concentracién caidrica de la dieta determinan una gran variabilidad
en los requerimientos proteicos de esta especie (Knapka y col., 1977).

Ello significa que oscilaciones en cualquier direccidn del nivel proteico
dietario alrededor del nivel éptimo, pueden afectar profundamente el desarrolio

corporal y en consecuencia el muscular.

2.2.2.2. EFECTOS DE LA ALTERACION EN LA CANTIDAD DE PROTEINAS
Y/O CALORIAS EN LA DIETA SOBRE EL CRECIMIENTO DEL
MUSCULO ESQUELETICO.

2.2.2.2.1. Efectos de la deficiencia en protetnas.

Como se ha sefialado previamente, la subnutricién origina una deplecién
corporal y orgénica a la que no escapa ¢l tejido muscular esquelético.

La disminucién en la concentracién proteica de la dieta determina, si se
produce durante la etapa del crecimiento neonatal, un significativo retardo de la tasa
de sintesis de DNA que conduce a la parada inmediata del crecimiento (Elliot y
Cheek, 1968). No parece afectarse sin embargo, el tamafio celular, puesto que no se
modifica la razén proteina/DNA manteniéndose normal el crecimiento por
hipertrofia (Nnanyelugo, 1976).

En ratas al destete, ¢l acimulo de DNA en el musculo gastrocnemio se inhibe
completamente con dietas del 6% de proteina, aunque el peso y el contenido
proteico intracelular se incrementan. Para Howarth (1972) la sintesis de proteinas
tiene prioridad sobre la sintesis de DNA en deficiencias proteicas moderadas.

La ingesta de una dieta del 7% de proteina determina, en ratas al destete,
pérdidas de la concentracion de DNA celular del 54% y del 61% respectivamente,
en los musculos séleo y extensor largo del dedo (ELD) en relacién a una dieta

control del 15% de proteina (Smith y col., 1982). El depdsito proteico también se
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reduce, pero no tan drasticamente como el DNA y esta disminucion se relaciona con
fa pérdida de la razon RNA/DNA. Para Trenkle (1974), sin embargo, la
concentracidn critica dietaria que afecta al acimulo de DNA muscular, se encuentra
entre un 3 y un 6% de proteina.

Deficiencias proteicas mds severas (1-3% proteina) conducen al cese total
del crecimiento en el musculo gastrocnemio, por reduccion del nimero y del tamano
de las células (Hill y col., 1970) (Mendes y Waterlow, 1953). En estas condiciones,
con pérdidas muy grandes en la proteina celular que conducen a la supresién del
crecimiento muscular, la disminucion en el tamaio de la unidad de DNA condiciona
a su vez la caida de la velocidad de sintesis proteica por c¢élula, originando nucleos
menos activos que los controles (Waterlow y col., 1978) (Munoz-Martinez y col.,
1992).

También en ratas con malnutricion marginal durante varias generaciones, que
nacen pequefnias y crecen lentamente hasta alcanzar el 50% del tamafio de las bien
alimentadas, la tasa de crecimiento del DNA es mucho mds lenta que en controles,
en especial a los 30 dias de edad. Ello hace que el déficit en DNA Ilegue a ser del
40% en ratas de un afio, mientras que el tamafio de la unidad de DNA no se
modifica.

En las ratas muy jévenes, la proliferacion nuclear se inhibe y los niicleos son
mucho menos activos, como resultado de la caida de la razén RNA/DNA vy de la
incapacidad de mantener la velocidad de sintesis por unidad de RNA al nivel de las
ratas bien nutridas. (Millward y col., 1975).

Sin embargo, a pesar de la pérdida de peso, durante el destete es posible la
rehabilitacién de ]a funcién de crecimiento por realimentacion hasta que las ratas son
sexualmente maduras. Ello se debe a 1a recuperacidn de la velocidad fraccional de
crecimiento a valores casi normales a los 30 dias de vida, por 1o que su caida edad-
dependiente es menor que en controles.

Por ultimo, el efecto de la ingestién de dietas sin proteinas determina en
ratas de 60-90 dias de vida (Durand, 1973), en ratas después del destete (Howarth,
1972) y en ratas de 100 gramos de peso (Garlick y col., 1975) una profunda caida
del peso corporal y muscular con pérdida del contenido proteico intracelular, que
conlieva el decrecimiento del tamafio celular asi como la disminucidn de la tasa de

RNA y de la razén RNA/DNA, sin una pérdida significativa del nimero de células.



2.2.2.2.2. Efectos de la deficiencia proteico-calorica y calérica.

I.a malnutricién proteico-calérica determina en el hombre (Montgomery,
1962), en el gato y en el ratén (Rowe y Goldspink, 1969) la pérdida de peso del
musculo y el decrecimiento del didmetro medio de la fibra muscular.

En cerdos jovenes procedentes de madres sometidas a restriccién caldrica
durante gestacion, se produce una disminucién de la tasa de crecimiento muscular
debido fundamentalmente a la reduccidn de la multiplicacién celular, con poca
modificacion en el tamafio de la célula (Reznik, 1969). Esta misma causa se observa
en musculo de ratas al destete sometidas a un 50% de restriccion dietaria, en el que
la sintesis y la acumulacidén de tos dcidos nucléicos se inhiben, lo que repercute en
el retardo de la sintesis proteica (Howarth y Baldwin, 1971).

Por su parte Wechsler (1964) encuentra en ratas sometidas a subnutricidn, la
pérdida del nimero de miofilamentos en la zona periférica de las miofibrillas de las
células musculares, mientras que en ratas recién nacidas alimentadas con dietas
restringidas (50% del control), disminuye el nimero de fibras musculares pero
aumenta el tamaino celular (Elliot y Cheek, 1968), 1o que sugiere que 1a formacién
de nuevos nicleos es més sensible a la restriccion energética que 1a acrecién de la
proteina muscular.

Sin embargo, segin Dickerson y col. (1972) la reduccién del contenido
caldrico de la dieta, induce en ratas la disminucion de la masa muscular y del
nimero y tamano de las células. Mds recientemente Glore y Layman (1983) indican
que el efecto mds marcado de la restriccion dietaria sobre el crecimiento muscular
de ratas gestantes y lactantes, es la disminucidn en longitud y anchura de las fibras
musculares aunque no aparecen cambios en la razén proteina/DNA.

Por su parte, la restriccidn caldrica sin cambios en la proteina dietaria limita
la proliferacion celular del musculo, pero en este caso el tamaio celular
(proteina/DNA) y Ia razon RNA/DNA se incrementan en comparacién a las ratas
control, tanto de su mismo peso (Durand y col., 1967) como de su misma edad
(Graystone y Cheek, 1969). Paralelamente, la sintesis proteica muscular medida por

incorporacion de L-lisina C* disminuye un 40%, mientras que el catabolismo sélo
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desciende un 25%, lo que senala que el tiempo medio necesario para la renovacion
de las protefnas musculares pasa de 7,5 a 16,1 dias (Arnal y col., 1972).

Ambas deficiencias, en proteinas o en calorias, causan un retardo
comparable del crecimiento muscular, traducido en los efectos depresivos sobre la
concentracién de DNA, mds sensible a estas deficiencias que la acumulacién de la
proteina celular (Trenkle, 1974).

Ademds, el depdsito de RNA disminuye en ambos tipos de restriccion, muy
especialmente por malnutricion proteica, aunque la razén RNA/DNA no cambia
durante deficiencia caldrica pero si por déficit proteico (Durand, 1976).

Por 1ltimo, el ayuno prolongado conduce en ratas de 8 y 16 semanas a la
disminucion ponderal de los miisculos soleo y extensor largo del dedo. Ei primero
compuesto por fibras rojas de contraccién lenta pierde poco peso, mientras que el
segundo con un 50% de fibras rojas y un 50% de fibras blancas, pierde un 20% de
peso sobre su valor inicial (Goldberg y Chang, 1978). A este respecto Addis y col.
(1936) senalan que el misculo esquelético provee la mayor parte de la proteina
perdida durante el ayuno, aunque la disminucion del peso sea relativamente pequeia.
Sin embargo €l contenido en DNA no disminuye, lo que sugiere que el decrecimiento
del tejido no se debe a la pérdida de] mimero de células, sino a la disminucién de

su tamafio (Goodman y Ruderman, 1980).

2.2.2.3. REGULACION DEL CRECIMIENTO Y NUTRICION.

La contribucion relativa del mimero de unidades de DNA al crecimiento
normal del musculo esquelético durante €l periodo postnatal de la rata (Enesco y
Leblond, 1962; Winick y Noble, 1965) es mayor que la de su tamaifio. Por lo tanto,
el nimero de unidades de DNA serd el principal determinante del tamafio en la
madurez. Si se asume que la velocidad de muerte celular no estd sujeta a un control
fisiolégico, la tasa de produccién mitética de unidades de DNA es, probablemente,

el principal mecanismo efector para la regulacion del crecimiento (Pitts, 1986).
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Hay al menos dos posibles mecanismos para la regulacion de la tasa de
divisién celular:

a) Que la sintesis sea dirigida por osciladores bioldgicos, como se ha propuesto
para muchos fenémenos fisiolégicos ritmicos (Klevecz, 1978; Shall, 1981; Winfree,
1980).

b) Que las mitosis sean iniciadas cuando la cantidad de protoplasma por DNA
alcance un valor umbral (Donachie, 1968; Prescott, 1956), aunque ésto no implica
necesariamente, que 1a masa protoplasmdtica actie como un estimulo "per se".

Estas dos posibilidades no son mutuamente exclusivas; pueden ser aspectos
distintos de un sistema Unico y ademds, no estdn en conflicto con los datos sobre
los efectos de factores promotores del crecimiento o sustancias inhibidoras (Baserga,
1981). Puede existir, sin embargo, una tercera posibilidad en la que el nimero de
células de la poblacidon mitdticamente competente, pueda ser o incrementada por
reclutamiento o disminuida por desaparicion.

La direccién por osciladores puede producir unidades de DNA a una
velocidad constante, que podria alcanzar la masa corporal predecible a una edad
dada y en un individuo normal. Sin embargo, ello no seria posible en animales cuya
velocidad de crecimiento estd alterada por modificaciones dietarias.

La segunda hipétesis podria explicar estos cambios. Se ha sugerido que una
inadecuada provision de nutrientes podria incrementar el tiempo requerido por una
célula para alcanzar su divisién mitética y su tamano celular critico (Prescott,
1982), lo que dara lugar a una desaceleracion del crecimiento de la unidad de DNA.
Aparentemente en la rata joven, donde la produccidén de células nuevas es rdpida,
la velocidad mitdtica es efectiva en el mantenimiento del tamano de la unidad de
DNA y en consecuencia, el cambio en el ndmero de células es el dnico responsable
de la perturbacién nutritiva. (En esta edad el tamafo ceiular se mantiene, adn a costa
de un cambio en el nimero de células y por lo tanto de la masa corporal madura).

En el adulto sin embargo, en el que la produccién de nuevas células se
reduce drdsticamente, la tasa mitdtica puede no ser suficiente para controlar el

tamarfo celular y éste cambia libremente.
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Asi pues, en {a rata aduita donde las alteraciones nutritivas reducen ¢l tamano
de ia unidad de DNA, el ndmero de células puede constituir una "memoria”
individual del tamaio de sus drganos, por lo que es posible la rehabilitacion frente
a la malnutricion. Por el contrario, cuando el cambio es en el nimero de células,
como en el caso de ratas jovenes, el tamafo apropiado es "olvidado" y no es posible

1a rehabilitacion a su valor normal.

2.2.3. METABOLISMO PROTEICO Y ESTADO NUTRITIVO DURANTE
CRECIMIENTO.

2.2.3.1. SINTESIS PROTEICA CORPORAL DURANTE EL CRECIMIENTO E
INGESTA DE NUTRIENTES.

En animales en crecimiento, la mayor parte de la sintesis proteica corporal
se relaciona con el reemplazo de la proteina celular perdida por efecto del
catabolismo (Reeds y Fuller, 1983} y sélo una menor parte, se utiliza para ¢l
crecimiento propiamente dicho.

Aunque los nutrientes favorecen la velocidad fraccional de sintesis proteica
corporal (VFSP), cuando los amimales maduran y la tasa de crecimiento disminuye,
los incrementos en la sintesis proteica que acompafian los aumentos en la ingesta y
que superan los requeridos para el mantenimiento, descienden progresivamente. El
limite se alcanza en el aduito, donde un aumento de la ingesta superior a la
necesaria para alcanzar el balance nitrogenado, tiene poco efecto sobre la velocidad
de sintesis proteica. Asi se ha demostrado en cerdos {Reeds y Fuller, 1983), ovejas
(Reeds y col., 1981) y en el hombre (Motil y col., 1981).

Aungue el efecto de la ingesta de nutrientes sobre la sintesis y la degradacion
de la proteina corporal, depende de la etapa de desarrollo en la que se encuentra el
individuo, el "status" nutritivo y fisioldgico de éste puede influir sobre la respuesta
a un cambio de 1a ingesta en una etapa dada. A este respecto se ha demostrado, que
el metabolismo proteico durante el perfodo postpandrial estd influido profundamente

por la ingesta proteica precedente (Clugston y Garlick, 1982b). Del mismo modo,
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se ha propuesto que ia pérdida de nitrégeno asociada al trauma, resulta de la
disminucién en Ja sintesis (consecutiva al cambio en el estado nutritivoy y al
incremento del catabolismo proteico determinado por el propio trauma (Clague y
col., 1983).

Por otra parte, la sintesis proteica corporal y la oxidacidon de los
aminodcidos se alteran rdpidamente cuando cesa la ingesta de alimentos, lo que
parece una medida de la rapidez con que aquellos son evacuados del estdmago
(Clugston y Garlick, 1982a) (Rennie y col., 1982). También en ratas sometidas a
una sola conmuda, la sintesis proteica muscular solo disminuye cuando el estémago
se vacia (Garlick y col., 1973), lo que indica que las seiiales que median entre la
ingesta y el metabolismo proteico corporal cambian rdpidamente cuando cesa la

absorcion de nutrientes.

2.2.3.2. MODIFICACIONES EN EL METABOLISMO PROTEICO DEL
MUSCULO EN CRECIMIENTO POR CAMBIOS EN LA DIETA.

La velocidad con la que se deposita proteina en el musculo esquelético
depende de la capacidad de la dieta para aportar suficientes sustratos para el
crecimiento y de la capacidad para evocar los factores reguladores que activen los
procesos anabolicos necesarios en el desarrolle. El primero de estos factores
dependerd a su vez, no sélo de la concentracion de la proteina dietaria, sino
también de la cantidad de alimento consumida, puesto que dietas marginales en
proteina pueden compensar la deficiencia gracias al aumento de la ingesta que

favorece el crecimiento normal del musculo (Jepson y col., 1988).

2.2.3.2.1. Efectos de una dieta control.

La ingestidn de una dieta adecuada en proteina y en energia favorece la
velocidad de sintesis proteica muscular, ya que la cantidad de aminodcidos

extraidos del plasma es proporcional a los incorporados a la proteina muscular.
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Asi, en ratas Sprague-Dawley de 21 dfas sometidas a un 22% de proteina dietana,
ingerida durante 10 dias en ciclos de 12 horas/dfa, se incrementa la velocidad de
incorporacion de leucina C" en la proteina muscular, lo que indica una alta tasa de
sintesis proteica (Ogata y col., 1978). La incorporacién de leucina C" es maxima
a las 48 horas de la administracién del isétopo en el musculo esquelético de ratas -
Wistar al destete, aunque la tasa de catabolismo parece ser superior en ratas
alimentadas con una ingesta Unica diaria, respecto a los animales que tienen una
ingesta continuada (Pocknee y Heaton, 1978).

Cuando la ingesta de alimentos se realiza en un periodo diario fijo (4 horas),
se observa que en las primeras 24 horas, la velocidad fraccional de sintesis de
proteinas se incrementa significativamente hasta un maximo de 22 %/dia a las 12-18
horas, disminuyendo posteriormente si no se alimenta al animal en un periodo
normal de tiempo, modificdndose en razén inversa a la longitud del periodo de
postalimentacion (Garlick y col., 1973).

En condiciones "in vitro", se ha comprobado un aumento de la capacidad de
incorporacion de aminodcidos a la proteina muscular de la rata, después de la
ingesta de proteina de alta calidad (Von der Decken y Omstedt, 1970), asi como
una correlacion lineal directa entre el valor bioldgico de la proteina y la actividad
de incorporacion en los ribosomas musculares (Omstedt y Von der Decken, 1972).
Igualmente en ratas al destete bien nutridas o durante rehabilitacién después de
deficiencia proteica, la limitacién de la sintesis proteica depende de la actividad
ribosémica (Millward y col., 1975).

El factor mds importante es, sin embargo, la concentracién de la proteina
dietaria. Parece existir en animales en crecimiento una relacién directa entre la
ganancia de peso corporal y la velocidad fraccional de sintesis proteica muscular,
cuando se ingieren dietas que contienen entre un 5% y un 30% de casefna y entre
un 5 y un 15% de grasa, sin que niveles de proteina dietaria superiores, favorezcan
mds el crecimiento.

Durante esta etapa de la vida dicha relacion parece razonable, puesto que los
animales maximizan la sintesis proteica incrementando la agregacion de ribosomas
en mRNA y la capacidad de sintesis proteica en el tejido magro (Layman y col.,
1976; Srivastava, 1969).
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Por el contrario, la sobrealimentacién (Glick y col., 1982), el incremento en

la concentracién de aminodcidos esenciales en el medio de perfusion del misculo
gastrocnemio (Jefferson y col., 1977) y la realimentacion de ratas mainutridas
{Dickerson y McAnulty, 1975), producen una disminucion en la velocidad fraccional
de sintesis proteica muscular. Este efecto parece ligado a mecanismos muy sensibles
capaces de proteger a los tejidos del impacto de una ingesta excesiva de proteina y
que desembocan en el incremento de la degradacion proteica y de la formacién de

urea. {Grisolia y col., 1975; Harper, 1976).

2.2.3.2.2. Efectos de la deficiencia en proteinas y/o calorias de la dieta sobre la

sintesis proteica del musculo esquelértico.

La respuesta general del musculo esquelético al déficit en energia y
proteina de la dieta es una reduccion de la velocidad fraccional de sintesis proteica,
la cual se evidencia desde el primer dia de la deficiencia (Waterlow y col., 1978).

La disminucién en la sintesis se acompafa, al menos en las etapas iniciales,
de la pérdida de la velocidad fraccional del catabolismo proteico (Garlick y col.,
1975). Puesto que la velocidad del catabolismo durante el crecimiento rdpido es alta,
su disminucién cuando el crecimiento se suprime, sugiere que es el propio proceso
de crecimiento el que induce estas altas velocidades de degradacién. La reduccién
impuesta por el déficit dietario disminuye la tasa de degradacién hasta los niveles
de "mantenimiento” existentes en las ratas adultas y a veces a valores mds bajos,

como sucede en ratas con ingesta restringida en energfa (Heard y col., 1977).
2.2.3.2.2.a. Ffecto de la deficiencia en proteinas

La deficiencia proteica total en la dieta produce una reduccion significativa
de la velocidad fraccional de sintesis proteica dentro de las primeras 24 horas de
experiencia, a la que sigue una disminucién paralela de las tasas de sintesis y
catabolismo proteicos, que evita la pérdida de proteina muscular. Posteriormente,

el descenso en la velocidad de sfntesis se agudiza, mientras que se¢ mantiene el
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catabolismo, lo que incrementa la proteolisis (Garlick y col., 1975) (Millward y col.,
1974b). En la rata joven la pérdida de la proteina muscular es lenta, porque los
tejidos viscerales hacen frente en un primer momento a la insuficiencia dietaria, pero
cuando la exposicién al déficit se hace crénico, una gran cantidad de proteina se
pierde (Mendes y Waterlow, 1953), la cual llega a ser un 60% respecto al controi
en ratas sometidas al 1% de proteina (Mufioz-Martinez y col., 1992).

Del mismo modo en ratas sin proteina, el porcentaje de pérdida de la
velocidad fraccional de sintesis proteica llega a ser del 71% y la de la velocidad
fraccional de degradacién proteica del 47%, por lo que el animal en estado
catabodlico, pierde proteina (Jepson y col., 1988).

Las deficiencias proteicas menos drasticas determinan también significativos
descensos en la velocidad fraccional de sintesis y de degradacion de la proteina
muscular, aunque sin pérdida del contenido proteico. Asi, la ingestion de dietas con
porcentajes del 3,5% (Heard y col., 1977), 4% (Muiioz-Martinez y col., 1989), 5%
y 7% (Smith y col., 1982) y 6% de proteina (Howarth, 1972) provocan el
incremento de la protefna entre un 20 y un 30% respecto al control en los musculos
gastrocnemio y cuadriceps. En ratas en crecimiento marginalmente malnutridas, la
velocidad de la sintesis proteica muscular disminuye a los 30 dfas respecto a las
bien nutridas, descendiendo posteriormente a lo largo de la vida. Por otra parte,
aunque la velocidad de degradacidon proteica en estos animales desciende un 50%
respecto al control, se mantienen niveles similares a través del desarroilo (Millward
y col., 1975), lo que resulta en la normalizacién de la tasa fraccional de crecimiento.

Se ha senalado recientemente, que la influencia de la deficiencia proteica
sobre la sintesis y la degradacion de la protefna muscular varia con la cantidad de
alimentos ingendos. Asi, en animales sometidos a una dieta del 8% de casefna y
que muestran hiperfagia, tanto la velocidad fraccional de sintesis proteica como la
velocidad fraccional de degradacién proteica se mantienen al nivel de los animales
control de su misma edad. Por el contrario, la ausencia de hiperfagia determina una
disminucion de ambos procesos (Jepson y col., 1988). Ello sugiere que una dieta del
8% de proteina aporta suficiente cantidad de sustratos como para alcanzar unas
velocidades de crecimiento normales, gracias al aumento de la eficiencia en la

utilizacion de la proteina.
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2.2.3.2.2.b. Efecto de la deficiencia proteico-caldrica.

La restriccién alimentaria causa un déficit energético, que origina un
importante descenso en las velocidades fraccionales de sintesis y de degradacion
proteica muscular, superior al observado con dietas bajas en proteina (Heard y col.,
1977) (Garlick y col., 1975).

En este caso el gran descenso en el catabolismo permite el acimulo de la
proteina intracelular en proporciones entre el 30% (Munoz-Martinez y col., 1982)
y el 70% (Heard y col., 1977) con relacién al control.

Por el contrario, en ratones al destete de la linea Ch (hg/hg) de rdpido
crecimiento y de sus controles de crecimiento normal CH (Hg/Hg) sometidos a una
ingesta restringida se ha observado una disminucién de las concentraciones de
proteina y DNA, asi como de las velocidades fraccional y absoluta de sintesis
proteica corporal. Dicho descenso es proporcional al grado de restriccidn dietaria
(Bernier y col., 1987).

Descensos en la proteina muscular por déficit calérico-proteico, también han
sido seiialadas en ratas y ratones por otros autores (Winick y Noble, 1966) (Howarth
y Baldwin, 1971) (Robinson y Lambourne, 1970) y se han correlacionado con el
incremento en la excrecion de 3-Metilhistidina producida a los 7 dfas de tngerir la
dieta restringida (Young y Munro, 1978), lo que refleja altas velocidades de
catabolismo muscular.

Del mismo modo en musculo extensor largo del dedo de ratas en ayuno, se
produce un incremento muy significativo de la velocidad fraccional de degradacién
proteica muscular (Li y Goldberg, 1976) que se acompafia de la reduccién de la
velocidad fraccional de sintesis proteica (Waterlow y col., 1978; Ogata y col.,
1978).

Sin embargo en nifios con varias formas de malnutricién proteico-calérica se
producen menores tasas de excrecion de 3-Metilhistidina que en nifios bien nutridos,
lo que se ha interpretado como un mecanismo de adaptacion muscular a fin de
favorecer el mantenimiento del balance entre las tasas de sintesis y del catabolismo

muscular en estas circunstancias. (Young y Munro, 1978).
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Por dltimo, dietas bajas en energia pero sin proteinas determinan en
individuos obesos, un descenso del 40% en la sintesis proteica corporal total con una
pequena caida de la degradacion. Estos cambios no se producen si la dieta baja en
energia contiene proteina, lo que indica que el metabolismo proteico corporal

depende del aporte de proteinas para su mantenimiento (Garlick y col., 1980a).

2.2.3.3. EFECTO DE LA DEFICIENCIA DIETARIA SOBRE EL CONTENIDO
DE RNA Y SOBRE LA ACTIVIDAD DE RNA EN EL MUSCULO
ESQUELETICO.

2.2.3.3.1. Dieta y concentracion de ribosomas.

La concentracion del RNA muscular es muy sensible a modificaciones agudas
en la dieta, tanto en respuesta a la ingestion diaria unica de alimento, como frente
a alteraciones proteico-energéticas (Millward y col., 1974b), (Young y Aleexis,
1968) (Howarth y Baldwin, 1971) (Goodman y Ruderman, 1980) (Jepson y col.,
1988).

La disminucién del acido nucleico puede ser muy grande por malnutricién.
Después de tres semanas de ingestion de dietas bajas en proteinas, sin proteinas
o bajas en energia, la razén RNA/proteina decrece alrededor del 60% respecto al
control bien alimentado, llegando a ser hasta de un 70% en déficit prolongado
(Millward y col., 1975) (Jepson, 1987) (Muioz-Martinez y col., 1992), aunque es
dificil diferenciar cudl de estos regimenes dietarios afectan en mayor medida a la
concentracion del dcido nucleico.

Después de dos o tres dias de ayuno, la concentracién de RNA también
desciende, con pérdida del 50% (Ogata y col., 1978) en musculo gastrocnemio y del
25% en muisculo psoas (Rannels y col., 1978a), mientras que la caida es de un 30%
en el séleo y de un 50% en miisculo extensor largo del dedo, cuando el periodo de

inanicién es de 5 dias (Goodman y Ruderman, 1980).
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Estos resultados sugieren que la proteina dietania parece ejercer un efecto
estimulador sobre el RNA muscular, aunque sea escasa la evidencia de un estimulo
directo de los aminodcidos sobre la concentracion de ribosomas.

A este respecto se ha demostrado recientemente, que las concentraciones de
glutamina tienen una influencia reguladora sobre la sintesis proteica muscular a nivel
traslacional (MacLennan y col., 1987), presentando correlacion lineal con el RNA
muscular (Jepson y col., 1988). La causa de esta correlacién es poco conocida,
aunque se ha sugerido que viene dada por factores hormonales. Puesto que el factor
"msulin-like"” (IGF-I) es sensible a la proteina dietaria (Prewitt y col., 1982; Yahya
y col., 1986) y ejerce una influencia bdsica sobre la proliferacion "in vitro” de
células satélite musculares (Dodson y col., 1985) y puesto que la sintesis de DNA
es un factor limitante para la sintesis de RNA durante el crecimiento normal del
musculo (Millward, 1980a), el factor IGF-I podria influir sobre la correlacion entre
la protefna dietaria y el RNA muscular.

La proteina dietaria parece estimular el crecimiento muscular en forma
directa por incremento del contenido en RNA muscular, independientemente del
mecanismo mediador. Por el contrario, la energia dietaria no parece tener influencia

sobre el crecimiento del miisculo (Jepson y col., 1988).

2.2.3.3.2. Dieta y actividad de RNA.

La influencia que las modificaciones en 1a concentracién del RNA muscular
tienen sobre la velocidad de sintesis fraccional de la proteina, depende de cémo la
actividad del RNA, es decir, la cantidad de proteina sintetizada por mg de RNA,
responde a cada tipo de dieta administrada. Los datos existentes son contradictorios;
se¢ ha senalado que los ribosomas aislados de ratas malnutridas contienen menos
peptidil-tRNA, lo que determina una menor capacidad para incorporar aminodcidos
marcados "in vitro" (Von der Decken y Omstedt, 1972} (Young y col., 1968). Del
mismo modo, la velocidad de sintesis por unidad de RNA se reduce entre un 25%
y un 50% en ratas en ayuno, respecto a las bien alimentadas (Henshaw y col., 1971),

variando la actividad del RNA con la velocidad de crecimiento. Por el contrario, en
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2.2.4. REGULACION NUTRITIVO-ENDOCRINA DEL METABOLISMO
PROTEICO EN EL MUSCULO ESQUELETICO.

2.2.4.1. REGULACION DE LA SINTESIS PROTEICA.

Existen dos tipos fundamentales de regulacion que afectan a la sintesis
proteica muscular: el grado de utilizacién del musculo y el estado nutritivo.

La regulacién nutricional estd mediada a su vez por cambios hormonales
inducidos por la dieta y se establece tanto sobre la actividad como sobre la

concentracion de RNA.,

2.2.4.1.1. Regulacién de la actividad de RNA muscular.

La insulina juega un papel primordial sobre la regulacidn traslacional. Se ha
demostrado que el tratamiento con insulina normaliza la actividad deprimida del RNA
en ratas diabéticas (Millward y col., 1976a; Odedra y col., 1982.)

Esta accion parece ejercerla sobre el proceso de iniciacién (Jefferson, 1980),
mediante estimulacién de la actividad del RNA a concentraciones fisioldgicas de la
hormona. A este respecto, se ha demostrado una correlacidn lineal entre la
concentracion de insulina y la tasa de sintesis proteica, asi como entre la insulina
y la actividad del RNA, en especial en animales malnutridos (dietas de 0 y 4,5% de
proteina), cuyos coeficientes de correlacion resultan mds altos cuanto mas bajos son
los niveles de la hormona ( <20 mU/ml) (Jepson y col., 1988).

La reduccion en la velocidad fraccional de sintesis proteica muscular en
estados de malnutricidon se produce por lo tanto mediante la disminucién en el
proceso de traslacién que conlleva, como ya se ha visto previamente, un descenso
de la actividad det RNA (Millward y col., 1975; Garlick y col., 1975; Waterlow y
col., 1978).
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El efecto insulinico también se ha observado durante la respuesta a la
realimentacidon en ratas ayunadas toda la noche, registrando un rdpido aumento
(dentro de los primeros 60 minutos) de la sintesis proteica muscular (Garlick y col.,
1983), que resulta del incremento correlativo de la concentracion de insulina
plasmdtica.

La mayor sensibilidad de la sintesis proteica muscular a la insulina se
produce, de acuerdo con lo antedicho, con valores plasmadticos menores de 20
pU/ml, aunque concentraciones tan bajas como 10 pU/ml son suficientes para
alcanzar incrementos modestos en Ja actividad de RNA en ratas Zn-deficientes
(Giugliano y Millward, 1984).

En contraste, Garlick y col. (1983) encuentran que la insulina no tiene efecto
por debajo de 40 pU/ml. Ademds, si el incremento en insulina se bloquea por
administracion de un suero anti-insulina antes de la realimentacion, aparece una
inhibicién parcial de la recuperacidon de la sintesis proteica (Millward y col.,
1983a), lo que sugiere que algin otro factor, que no es la insulina, estd implicado
en la estimulacion de la sintesis proteica durante la rehabilitacion después del
déficit nutritivo.

El efecto insulinico puede ser modificado por los glucocorticoides. Ademads
de sus acciones catabdlica e inhibitoria sobre la sintesis proteica muscular (Munro,
1964), estas hormonas podrian suprimir la sintesis proteica contrarrestando el efecto
estimulador de la insulina (Millward y col., 1981b). Asi, grandes dosis de
corticosterona inhiben el crecimiento muscular suprimiendo la sintesis proteica, ain
cuando los niveles de insulina sean muy elevados (Odedra y Millward, 1982). La
inhibicion simultdnea de la estimulacion de la actividad del RNA, se ha demostrado
por el hecho de que la normalizacién de la sintesis proteica después de la infusién
de insulina a ratas diabéticas, no se produce antes de las seis horas de la
administracion (Odedra y col., 1982). Por el contrario, ratas diabéticas
adrenalectomizadas responden en la primera hora post-administracion. Debido al alto
nivel de corticosterona existente en ratas diabéticas y al mecanismo de resistencia a
la insulina de las ratas adrenalectomizadas tratadas con corticosterona, se piensa que
el mecanismo de resistencia a la insulina de los diabéticos, refieja los niveles

elevados de corticosterona.
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También durante realimentacion después de una deficiencia nutritiva, cl
incremento en insulina se acompana con un gran descenso en la concentracion de
corticosterona, ya a los 30 minutos de experiencia, el cual se correlaciona muy
estrechamente con la recuperacion de la sintesis proteica (Millward y col., 1983a).
Este efecto inhibidor de la estimulacion insulinica de la sintesis proteica muscular
es, sin embargo, parcial. Tampoco la disminucion de la actividad de RNA, después
del tratamiento con corticosterona (Odedra y Millward, 1982), es tan marcada como
el observado en ratas diabéticas (Odedra y col., 1982). Por ello se sugiere que la
corticosterona tiene dos efectos independientes sobre la sintesis proteica muscular;
uno, la inhibicién del efecto estimulador de la insulina y otro como primer regulador

a nivel ribosémico, quizd mediante la inhibicidn de la sintesis del rRNA (Millward
y col., 1983a).

2.2.4.1.2. Regulacion de la concentracion de ribosomas del misculo.

La concentracidén del RNA parece estar regulado fundamentalmente por dos
hormonas: triyodotironina (T,) y glucocorticoides. Después de tiroidectomia se
produce en la rata una pérdida del RNA muscular previa a cualquier otro cambio
bioquimico y reversible por tratamiento con T, y T, (Brown y col., 1981) (Flaim y
col., 1978) (Brown y Millward, 1983).

Ya que el contenido en RNA muscular se restaura con el tratamiento con T,,
no parece ser necesaria la presencia de insulina para mantenerlo (Brown y Millward,
1980). La importancia fisiologica del papel de las hormonas tiroideas se basa en la
relacion existente entre el nivel del "turnover" proteico muscular y la tasa metabdlica
total.

El efecto de la hormona T, libre puede realizarse a través de la regulacion
de la sintesis del RNA (Grimble, 1981), estimulando su formacién (Jepson y col.,

1988) y en consecuencia favoreciendo la capacidad de sintesis proteica muscular.
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El efecto seria directo sobre el musculo, al igual que lo es la accion de esta
hormona sobre la fase de maduracion del cartilago en crecimiento en condiciones
"in vitro", que se ha demostrado es independiente del factor 1GF-I (Burch y Van
Wyk, 1987).

Puesto que hay una reduccién de la T, libre en estados de subnutricion (Cox
y col., 1981) y durante malnutricion proteica tanto moderada como severa (Jepson
y col., 1988), no es sorprendente la marcada disminucion de la velocidad de sintesis
proteica que se produce en estas situaciones.

Simultdneamente se produce un incremento de la concentracion de los
glucocorticoides, que también presentan un efecto negativo sobre los ribosomas. El
tratamiento con corticosterona reduce los niveles del RNA muscular en ratas (Odedra
y Millward, 1982), disminuyendo la velocidad de su sintesis (Goodlad y Onyezali,
1981), por lo que ambas hormonas interaccionan regulando los niveles del RNA
muscular. En este sentido, se ha sefalado que el efecto inhibidor de la corticosterona
sobre la sintesis del RNA muscular, predomina sobre el efecto estimulador de 1a T,
(Millward y col., 1983a).

2.2.4.2. REGULACION DEL CATABOLISMO PROTEICO MUSCULAR.

El catabolismo proteico muscular parece tener dos respuestas perfectamente
definidas ante las modificaciones dietarias:

1) El déficit proteico y/o energético conduce a una disminucién de la
velocidad del catabolismo muscular que es paralela a la caida de la sintesis proteica,
impidiendo la pérdida de la proteina muscular a pesar de la supresidn del
crecimiento. Solo con la prolongacién de la dieta deficiente, se produce un
incremento en la relacién catabolismo/sintesis proteica que favorece 1a disminucion
del contenido de la proteina muscular, atn cuando el valor total de la velocidad

fraccional de degradacién proteica es la mitad del valor control (Garlick y col.,
1975) (Millward y col., 1975).
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2) La respuesta a un estrés nuiritivo mds severo como el ayuno (Wassner y
col., 1975) determina al igual que frente al trauma o la infeccion (Beisel, 1984)
(Baracos y col., 1983), un incremento significativo de la tasa fraccional de
catabolismo proteico muscular acoplada a una caida de la sintesis proteica, lo que
acelera la movilizacion y la pérdida rdpida de la proteina (Millward y Waterlow,
1978) (Li y Goldberg, 1976).

No obstante, también en ratas sometidas a 2 dias de ayuno, se ha descrito
una disminucién del 23% de la degradacion proteica muscular, que aumenta
posteriormente (Millward y col., 1976b).

Ambas respuestas se acompafian de modificaciones en el mismo sentido, de
la excrecidn de 3-Metil-Histidina, lo que refleja la tasa de degradacion miofibrilar
(Haverberg y col., 1975) (Wassner y col., 1975) (Young y col., 1973).

Los factores que influyen sobre la regulacién del catabolismo muscular son
fundamentalmente de cardcter hormonal. En estudios con musculos aislados "in
vitro", incubados en buffer Krebs-Ringer bicarbonatado y no suplementado, en los
que el catabolismo proteico excede varias veces el valor de la sintesis proteica (Li
y Goldberg, 1976; Goldberg, 1979), se ha demostrado tanto el efecto estimulador de
la insulina sobre la sintesis proteica como su efecto inhibidor sobre la degradacién.
A los mismos resultados llega Mortimore y Mondon (1970) y Jefferson y col.
(1977).

En estados de deficiencia proteica y proteico-caldrica, se produce una
disminucién de la tasa de insulina plasmdtica (Coward y col., 1977), que es paralela
al incremento de la liberacidn de los aminodcidos musculares (Marliss y col., 1971),
lo que sugiere la activacion de la degradaciéon proteica por hipoinsulinemia.

Resultados mds recientes, parecen probar un efecto estimulador de la insulina
sobre la proteolisis (Jepson y col., 1988), y la existencia de una correlacién muy
significativa entre la concentracion de insulina plasmadtica y la velocidad fraccional
de degradacion proteica del misculo.

Segiin Palmer y col. (1985), los niveles fisiolégicos de insulina estimulan
tanto la sintesis como la degradacién proteica en musculos incubados bajo una
tensidn constante y con una proteolisis mantenida en condiciones "in vivo", mientras
que la adicién de dosis farmacolégicas sélo estimulan la sintesis proteica (Palmer,
1987).
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Este incremento paralelo de la sintesis y del catabolismo proteicos,
denominado "proteolisis anabdlica” (Millward, 1985), coincidente con el crecimiento
muscular, puede ser fisiolégicamente distinto de la "proteolisis catabdlica™, que se
produce durante el ayuno prolongado y en el que la degradacion proteica se
acompania de un descenso de la sintesis (Millward y Waterlow, 1978).

Los glucocorticoides, por su parte, parecen tener importantes efectos sobre
el catabolismo proteico facilitando la movilizacién de los aminodcidos de las
proteinas musculares y provocando el retardo del crecimiento. Paralelamente
deprimen la sintesis de DNA (Goldberg y Goldspink, 1975) y de la proteina
muscular, probablemente a nivel traslacional (Rannels y col., 1978b).

Aunque se acepta generalmente que estas hormonas activan la proteolisis, sus
efectos sobre el catabolismo proteico estdn todavia en discusion. Mientras algunos
autores encuentran un incremento en la excrecién de 3-Metil-histidina por tratamiento
con distintas dosis de glucocorticoides (Munro, 1982) (Tomas y col., 1979), otros
no han observado modificacién alguna en la degradacién proteica muscular
(Millward y col., 1976b) (Odedra y Millward, 1982).

Esta discrepancia puede depender de la evolucién temporal de los cambios del
metabolismo proteico después del tratamiento con corticosterona, la cual induce un
incremento transitorio de la degradacidén proteica muscular, disminuyendo
posteriormente a valores normales después de 5 dias, con una depresién paralela
en la sintesis (Odedra y col., 1983).

Se ha demostrado, sin embargo, la participacion de los glucocorticoides en
la aceleraciéon de catabolismo muscular en ratas adrenalectomizadas y ayunadas
(Tischler y Goldberg, 1980), mientras que en ratas bien nutridas, tanto normales
como adrenalectomizadas, no se observan incrementos en el catabolismo muscular.

Estos resultados sugieren que otros factores dependientes del estado nutritivo
(como la insulina), pueden influir en la respuesta muscular a los esteroides. Puesto
que en ratas diabéticas se produce un incremento en la degradacion proteica del
musculo gastrocnemio, no tan elevado como el observado en estados de ayuno
(Odedra y Millward, 1982), la respuesta inducida por inanicién, puede requerir la
combinacidn de bajos niveles de insulina y altos de corticosterona para desencadenar

el marcado incremento del catabolismo muscular, tipico del ayuno.
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No obstante, el mecanismo de accion de la corticosterona sobre la
degradacion proteica es desconocido, pero parece diferente de su efecto sobre la
sintesis, que se mantiene durante toda la duracién del tratamiento con la hormona
y ademds los niveles de corticosterona se elevan antes de cualquier cambio en la
degradacion (Millward y col., 1983a).

El estado tiroideo del individuo también influye marcadamente en los cambios
adaptativos de la degradacion proteica muscular ante distintos estados nutritivos. Al
igual que influyen sobre la capacidad de sintesis proteica, las hormonas tiroideas
regulan la capacidad proteolitica muscular (De Martino y Goldberg, 1978) (Millward
y col., 1980a).

Los bajos niveles plasmdticos de T, detectados en animales con deficiencia
proteica y energética (Cox y col., 1981), parecen ser responsables de la disminucion
en el catabolismo proteico que se registra en estos animales. Ademds, la degradacion
decrece después de tiroidectomia y se restaura con el tratamiento hormonal, tanto
en animales normales (Brown y Millward, 1981}, como en hipofisectomizados (Flaim
y col., 1978).

Asi mismo, la administracién de T, y T, a ratas sin hip6fisis incrementa la
velocidad de degradacién proteica a niveles de las ratas control no hipofisectomizadas
(Goldberg y col., 1980). El efecto es dosis-dependiente, puesto que cuando se
manipula el "status” tiroideo de la rata, la velocidad de degradacion proteica varia
directamente con el nivel plasmdtico de T,, de tal modo que la tasa degradativa
depende de la dosis administrada de la hormona. La caida del metabolismo se
produce a dosis muy bajas (como sucede en malnutricién), mientras que a grandes
dosis la degradacidn se incrementa y el crecimiento se suprime (Brown y Millward,
1983).

Sin embargo el significado fisiologico de los cambios de T; durante la
deficiencia proteica en la rata son dificiles de interpretar (Burini y col., 1981),
debido a los cambios diferenciales que se producen en las tasas libre y total de Ia
hormona en esta situacion nutritiva (Smallridge y col., 1982; Young y col., 1982;
Cox y col., 1984).
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Se ha sugerido, que la pérdida de la velocidad de proteolisis en malnutricion
es una adaptacion mediada por la hormona tiroidea, que minimiza la pérdida de la
funcién de crecimiento inducido por la disminucidn simultdnea de la sintesis
proteica (Millward, 1985). Sin embargo, puesto que la T, estimula tanto la sintesis
proteica como la proteolisis, la reduccién de sus niveles puede ser también
responsable de la disminucién de la sintesis proteica y del crecimiento en estados
de deficiencia en proteina.

La hormona T, parece actuar también como mediador del incremento del
metabolismo proteico en el proceso de remodelacién que se produce durante el
crecimiento del musculo esquelético, junto con otros factores del crecimiento, que
inducen un incremento neto de la sintesis proteica (Jepson y col., 1988). En este
sentido, se ha demostrado también una accién mediadora de la T, sobre la
reorganizacion estructural asociada con la maduracion del cartilago en crecimiento
“in vitro" y en ausencia de IGF-1, atin cuando sélo permite un pequefio incremento
de tamano (Burch y Van Wyk, 1987).

La actividad degradativa de las hormonas tiroideas parece estar mediada por
el incremento de la actividad de las proteasas intracelulares. Sin embargo, aunque los
lisosomas participan en el metabolismo proteico muscular (Bird, 1975), de tal modo,
que cualquier incremento en la velocidad de degradacién proteica total del misculo
durante el ayuno es mediado por proteasas lisosomales, hoy se ha demostrado que
estas enzimas no intervienen en el metabolismo de las proteinas miofibrilares
(Dayton y col., 1976}, y su alteracién parece reflejar sélo la velocidad de cambio
en el metabolismo de las proteinas sarcopldsmicas (Dayton y col., 1981), las cuales
parecen ser eliminadas por macroautofagia.

En este sentido, se ha sefialado recientemente que la degradacion de la
proteina muscular regulada por insulina, parece depender de los componentes del
compartimento no miofibrilar de rdpido "turnover”, que son secuestrados en grandes
vacuolas autofdgicas de cardcter lisosémico en el miocito (Mortimore y Posa, 1987).
Asi, los efectos inhibidores de la degradacién proteica mediados por insulina y el
nivel de aminoédcidos se producen por supresién de la macroautofagia (Smith y
Sugden, 1983).
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Por su parte la proteina miofibrilar (de turnover mucho mais lento) requiere
un ataque inicial por proteasas calcio-dependientes en el citosol, que iniciaria la
degradacién de la miofibrilla, entre las que se han propuesto una proteasa neutra
activada por Ca®* (Brooks y col., 1983; Zeman y col., 1985).

No obstante la proteolisis inducida por T, parece reflejar tanto la
estimulacion de varias proteasas lisosomales (DeMartino y Goldberg 1978), como
ia de la proteasa neutra activada por Ca** (Zeman y col., 1986), lo que determina la
pérdida de la proteina sarcopldsmica y miofibrilar.

El tratamiento de animales hipotiroideos con niveles catabélicos o anabdlicos
de T, 6 T, incrementa dos o tres veces la actividad de los enzimas catepsina B y D.
Este efecto no es evidente hasta dos dias después de la administracién de la
hormona y presenta una correlacion positiva con la aceleracidn del catabolismo
proteico. Por ello, se ha sugerido que la induccién de estos enzimas puede ser
responsable de la pérdida de peso muscular, como sucede en el hipertiroidismo,

Las hormonas tiroideas influyen ademds sobre una variedad de enzimas
lisosdmicos: fosfatasa dcida, beta-galactosidasa, beta-glucuronidasa,
desoxirribonucleasa y ribonucleasa (Goldberg y col., 1980), alterando su efecto sobre

sus sustratos respectivos.
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2.2.5. HORMONA DEL CRECIMIENTO Y ESTADO NUTRITIVO.

El estado nutritivo juega un papel de primera magnitud en la regulacion de
la secrecién de la hormona del crecimiento y a su vez ésta influye sobre la
utilizacién de los nutrientes. Se conoce desde hace tiempo la asociacion entre los
estados de malnutricion y el ayuno con concentraciones plamaticas elevadas de GH
y subnormales de IGF-1 (Felig y col., 1971) (Ho y col., 1988) y viceversa, la
disminucidn de la tasa plasmdtica y de la respuesta de GH a la estimulacién por GH-
RH en individuos obesos (Veldhuis y col., 1991).

El aumento en la concentracién de GH en malnutricién estd ligado a un
mecanismo adaptativo conducente a movilizar energia del tejido adiposo para
mantener el metabolismo basal (Hart y Morant, 1980) (Bauman y col., 1985) y puede
ser consecuencia de la alteracidn en el mecanismo de retrocontrol entre los factores
"insulin-like" y la secrecion de GH (Berelowitz y col., 1980) o a la alteracion dei
"clearance" metabdlico de la GH (Trenkle, 1976). Una posible explicacién para el
papel regulador de la nutricién sobre la secrecién de la hormona, se basa en sus
efectos sobre el metabolismo, de tal modo, que sus acciones proteinogénica,
lipolitica y sus propiedades anti-insulinicas pueden facilitar la utilizacidn éptima de
los nutrientes en periodos de privacién nutritiva (Clemmons y col., 1987).

Se ha comprobado, recientemente, la influencia que tienen las modificaciones
en la cantidad de nutrientes ingeridos sobre el eje somatotrépico y sus consecuencias
sobre la velocidad de crecimiento de los rumiantes. Asi, con altos niveles nutritivos,
la secrecion de GH se reduce mientras el factor IGF-I se mantiene en el valor
alcanzado por los animales con un nivel medio de dieta. Sin embargo, con bajos
niveles nutritivos la tasa de IGF-1 disminuye, sin cambios en la GH, lo que conduce
a un balance energético negativo. Segiin Breier y col. (1988) este resultado parece
sefialar una buena relacion GH/IGF-I en el primer caso y un estado refractario
parcial a la GH en el segundo, aunque manteniendo una tasa de crecimiento positiva.
Esta diferente relacion entre las secreciones de GH y IGF-I con cada nivel nutritivo
sugiere que con bajas ingestas de alimento puede existir una insensibilidad a la GH

central o periférica (Breier y col., 1986).
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Por lo tanto, el estado nutritivo puede ser un factor de primera importancia
para determinar el crecimiento y la regulacion del eje somatotropico, a través de la
modulacién de la sensibilidad tisular a la GH, ya que a menos que el nivel de
nutricion sea mejorado, la relacién entre GH y su efecto sobre el crecimiento puede
no ser optimo.

Por ello algunos autores han relacionado las pobres respuestas a la GH sobre
la ganancia de peso y el deposito de tejido magro de animales en crecimiento (Baile
y col., 1983; Chung y col., 1985) con las condiciones nutritivas empleadas, puesto
que las mejores respuestas a pGH se han alcanzado en cerdos sometidos a dietas con
un minimo entre un 16 y un 18% de proteina (Etherton, 1989), mientras que el
crecimiento es menor con un 14% de proteina dietaria (Smith y col., 1989).

Sin embargo, mientras las acciones anabdlica y antilipogénica por
administracion exdgena de GH son inequivocas, el impacto que los componentes
dictarios (energia, proteina y minerales, asi como sus modificaciones en la dieta)
pueden tener sobre la accion promotora del crecimiento de la hormona GH, es muy
poco conocido y se ha comenzado ha investigar muy recientemente. En especial se
hace énfasis en la interrelacion entre los niveles de proteina y energia dietarias y
la accién hormonal con la distribucion de los nutrientes y su capacidad de depésito

corporal.

2.2.5.1. RELACION ENTRE LA HORMONA DE CRECIMIENTO, LA
PROTEINA DIETARIA Y LA CAPACIDAD DE DEPOSITO PROTEICO.

La secrecion endégena de GH es el factor principal que favorece la acrecion
de la proteina corporal en cerdos en crecimiento (Boyd y col., 1988, Campbell y
col., 1988, 1989b), cuya velocidad de depdsito aumenta en machos entre 196 y 238
g/dia y en hembras entre 148 a 235 g/dia, lo que parece requerir un incremento
concomitante de los niveles de proteina dietaria.

Boyd y col. (1988) usando un método factorial y Goodband y col. (1988)
predicen que es necesario un aumento de dos veces la concentracién de lisina

dietaria, para alcanzar un 81% de incremento en la deposicidn proteica inducida por



74
GH en cerdos machos castrados entre 55 y 100 Kg de peso, aunque los autores no
miden los cambios producidos por Ja hormona sobre la capacidad de depdsito
proteico, ni tampoco la respuesta de los animales control a contenidos de lisina por
debajo del nivel estudiado (6%).

Easter (1987) por su parte sugiere que en cerdos castrados GH-tratados, entre
45 y 100 Kg de peso, los requerimientos proteicos aumentan de un 14% a un 23,6%,
pero no estudian las respuestas de los animales control a la proteina dietaria. Asi
mismo, Fowler y Kanis (1989) comparan la composicién de la canal de cerdos
administrados con 4 dosis de GH y sometidos a dos niveles de proteina dietaria
(16,5% y 19,0%) entre 30 y 95 Kg. Los resultados indican que el aumento de la
velocidad de crecimiento y de la eficacia alimentaria, as{ como la reduccion de la
grasa corporal inducidos por la GH, se incrementan con la dieta de mayor nivel
proteico. Sin embargo estos datos no aportan la informacion cuantitativa necesaria
para determinar cudl es el porcentaje de lisina y otros aminodcidos requeridos para
aumentar el depdsito proteico.

Por el contrario, Campbell y col. (1990) y Caperna y col. (1990) sehalan que
sOlo se requiere un incremento marginal (4%) en el nivel de la proteina dietaria
"ideal" (Arc, 1981), para aumentar de un 18 a un 24% la deposicién proteica en
cerdos machos tratados con GH, entre 30 y 60 Kg de peso.

Estos resultados sugieren que la hormona GH puede aumentar la eficiencia
de la absorcién y/o de la utilizacién de la proteina, y por lo tanto mejorar el
depdsito proteico sin un incremento concomitante de los niveles de proteina dietaria.

Por otra parte, la mdxima acrecién proteica en cerdos muy jévenes (<50
Kg) depende fundamentalmente de la ingesta energética (Whittemore, 1986). Al
menos, parte de los incrementos en la deposicidn proteica inducida por GH, puede
estar asociada con el efecto antilipogénico de la hormona y con el incremento de la
energia derivada hacia la sintesis proteica.

En cerdos de mds peso corporal, el méximo depdsito proteico estd limitado
mds por factores intrinsecos que por ambientales (ingesta energética) y por lo tanto,
la relacién entre la administracién de GH, la proteina dietaria y sus efectos sobre
la capacidad de acrecién proteica puede ser distinta que en los animales mds

Jovenes.
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En trabajos recientes, Campbell y col. (1991) senalan que cuando la ingesta
energética es fija, la administracion de GH aumenta la velocidad de deposicion
proteica de 119 a 215 g/dia, lo que se corresponde con un incremento en el nivel
de proteina dietaria del 10,6% al 18% en cerdos entre 60 y 90 Kg de peso. Este
resultado indica que el aumento en el porcentaje proteico de la dieta requerido por
los animales GH-tratados es directamente proporcional al incremento en la capacidad
de depésito proteico, aunque no existe evidencia alguna de un efecto marcado de la
GH sobre la utilizacién de los aminodcidos dietarios.

Reciprocamente, la magnitud del incremento en la acrecion proteica y en la
composicion corporal inducidos por la GH pueden ser funcidn del contenido dietario
en protefna, puesto que la velocidad con que se deposita proteina es la misma en
cerdos sometidos a bajas ingestas proteicas, tanto controles como GH-tratados.

Por el contrario, la velocidad de acrecidn grasa (g/dfa) se reduce con dietas
altas en proteina, agudizdndose la pérdida con la administracion de la hormona,
tanto en cerdos jovenes como mds viejos (Campbell y col., 1990).

Estos datos ponen de manifiesto las acciones independientes de la hormona
sobre los metabolismos graso y proteico, lo que no es demasiado sorprendente,
puesto que los efectos estimuladores de 1a proteina parecen mediados en parte por
el factor IGF-I (Cheng y Kalant, 1968; Allen y col., 1986), cuya sintesis y posterior
liberacion puede ser inhibida por la deficiencia proteica (Campbell y col., 1990). Por
¢l contrario, la inhibicién de la lipogénesis por disminucion de la captacién de
glucosa y de la sensibilidad a Ja insulina de los adipocitos (Walton y col., 1987) es
un efecto directo de la GH, mediante la inhibicidn de la actividad de las enzimas
lipogénicas fundamentales (Magri y col., 1987).

Por ltimo, la magnitud de los cambios en la velocidad de depdsito de
proteina y grasa inducida por la GH estdn influidos por el peso corporal (Etherton
y col., 1986) y el sexo del animal (Campbell y col., 1989b), asi como por la dosis
empleada de la hormona (Evock y col.,1988), por lo que todos estos factores pueden

modificar el nivel de proteina dietaria necesario para su accién anabdlica.
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2.2.5.2. RELACION ENTRE LA HORMONA DE CRECIMIENTO Y LA
INGESTA ENERGETICA CON LA CAPACIDAD DE DEPOSITO
PROTEICO.

Con dietas adecuadas en proteinas la acrecién proteica corporal, en animales
muy jévenes en crecimiento, es una funcion de la ingesta energética y parece
independiente de la ingesta proteica (Campbell y Taverner, 1988). La relacidn entre
la ingesta energética y la acrecion de la proteina corporal, determina la distribucidn
de la energia entre los requerimientos para mantenimiento y la proteina y la grasa
corporales y en consecuencia, indica los efectos que la modificacién de la ingesta
energética puede ejercer sobre el crecimiento y la composicion corporal (Black y
col., 1986, Dunkin y col., 1986).

En cerdos de mds de 60 Kg la relacidon es de forma lineal/meseta,
representando la meseta la mdxima capacidad de crecimiento de la proteina del
animal (Campbell y col., 1985a, Dunkin y col., 1986). En cerdos de menos peso,
el depdsito proteico presenta una relacién lineal con el aumento de la ingesta
energética, hasta el limite del apetito del animal (Campbell y col., 1985b), lo que
influye de forma marcada sobre la ganancia ponderal y por tanto sobre la eficiencia
de conversion del alimento en peso. De acuerdo con Campbell y col. (1985,a,b),
Dunkin y col. (1986) y Whittemore (1986) esta relacidn tiene consecuencias sobre
la expresién de los requerimientos de aminodcidos y de proteina dietaria. As{ por
ejemplo, la necesidad de mantener constante la razén proteina/energia dietaria para
un buen crecimiento de la proteina corporal, permanece vdlido y es bioldgicamente
el método ideal para expresar los requerimientos proteicos, sdlo cuando la acrecion
proteica se relaciona linealmente con la ingesta energética. Como la ingesta
energética es el mayor determinante de la velocidad de depdsito proteico, una razén
proteina/energfa especifica puede corregir cambios en la ingesta de alimentos; por
ello, la demanda de proteina a nivel tisular serd alcanzada por un cambio apropiado
en ia ingesta proteica. Por el contrario, la relacién en meseta de la acrecidn proteica
determina que los requerimientos proteicos tisulares para proteina permanezcan
constantes e independientes de la ingesta energética, por lo que los requerimientos

dietarios deben ser expresados sobre una base de ingesta diaria y tedricamente
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cambiard cuando se modifique la ingesta de alimentos. Esia relacion lineal entre la
ingesta energética y el depdsito proteico se mantiene en cerdos administrados con
GH, entre 25 y 55 Kg de peso (Campbell y col., 1988).

Sin embargo en los animales GH-tratados aumentan los requerimientos de
energia para mantenimiento y se altera la relacion entre la ingesta energética y el
depodsito proteico, aunque la magnitud de los cambios y los efectos consiguientes
sobre la expresion de los requerimientos de proteina estdn influidos por el sexo del
animal, lo que indica que la hormona somatotropa altera la demanda de nutrientes

a nivel tisular (Campbell y col., 1991).
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3. MATERIAL Y METODOS
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3.1. DISENO EXPERIMENTAL.

EXPERIMENTO 1: ANIMALES NO TRATADOS (NT).
ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DE LA EDAD, NIVEL DE PROTEINA
DIETARIA, SEXO Y DE SUS INTERACCIONES SOBRE EL CRECIMIENTO Y

METABOLISMO PROTEICO DEL MUSCULO GASTROCNEMIO DE RATONES
BALB/c ENTRE EL DESTETE Y LA PUBERTAD.

Lote 1. Control no tratado y sometido al 12% de protefna (caseina+D,L-metioni-

na) en la dieta.

- n° de animales: 60 ratones BALB/c.
-grupo 9 12% NT (30 ratones BALB/c ).
-grupo ¢ 12% NT (30 ratones BALB/c &).

- peso inicial: 11 £ 1 g.

- edad inicial: 21 dias de vida.

- periodo experimental total; 30 dfas.

- periodos experimentales parciales: 21-25, 25-30, 30-35, 35-40, 40-45 y 45-
50 dias de vida.

- Administracidon de solucién salina fisiologica estéril por via subcutdnea,
en dosis de 20 pl/g de peso, seglin se expresa en la seccion 3.2.2.

- Al final de cada periodo parcial de experiencia se sacrifican 5 animales
machos y 5 hembras.

- Toma de muestra: musculo gastrocnemio.

Lote 2. Control no tratado y sometido al 20% de proteina (caseina+D,L-metioni-

na) en la dieta.

- n° de animales; 60 ratones BALB/c.
-grupo 2 20% NT (30 ratones BALB/c %).
-grupo ¢ 20% NT (30 ratones BALB/c o).

- peso inicial: 11 + 1 g.
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- edad inicial: 21 dias de vida.
- periodo experimental total: 30 dias.
- periodos experimentales parciales: 21-25, 25-30, 30-35, 35-40, 40-45 y 45-
50 dias de vida.
- Administracion de solucion salina fisioldgica estéril por via subcutdnea,
en dosis de 20 pl/g de peso, segiin se expresa en la seccién 3.2.2.
- Al final de cada periodo parcial de experiencia se sacrifican 5 animales
machos y 5 hembras.

- Toma de muestra: misculo gastrocnemio.

La influencia de la EDAD de los animales No Trarados se observa mediante
la comparacion de los diferentes periodos experimentales parciales dentro de cada
grupo. El efecto de la DIETA se obtiene por comparacién de animales del mismo
sexo sometidos a ambos niveles proteicos dietarios (¢ 12% NT con ¢ 20% NT y &
12% NT con & 20% NT). Finalmente, en un mismo nivel proteico se comparan
animales de distinto sexo (£ 12% NT con ¢ 12% NT y ¢ 20% NT con & 20% NT)
para observar el efecto sexual. Se estudia también la influencia de las interacciones

entre los factores mencionados.

EXPERIMENTO 2: ANIMALES TRATADOS (T).

ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DE LA EDAD, NIVEL DE PROTEINA
DIETARIA, SEXO Y SUS INTERACCIONES SOBRE EL CRECIMIENTO Y
METABOLISMO PROTEICO DEL MUSCULO GASTROCNEMIO DE RATONES
BALB/c ADMINISTRADOS CON rhGH ENTRE EL DESTETE Y LA
PUBERTAD.

Lote 3. Tratado con hormona de crecimiento humana recombinante (rhGH) y

sometido al 12% de proteing (caseina+D,L-metionina) en la dieta.

- n° de animales: 60 ratones BALB/c.
-grupo € 12% T (30 ratones BALB/c 2).
-grupo & 12% T (30 ratones BALB/c &Y.
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- peso inicial: 11 + 1 g.

~ edad inicial: 21 dias de vida.

~ periodo experimental total: 30 dias.

- periodos experimentales parciales: 21-25, 25-30, 30-35, 35-40, 40-45 y 45-
50 dias de vida.

- Administraciéon de rhGH por via subcutdnea, en dosis de 0,074 ug/20 p!
CINa 0,9%/g de peso, segin se expresa en la seccién 3.2.2.

- Al final de cada perfodo parcial de experiencia se sacrifican 5 animales
machos y 5 hembras.

- Toma de muestra: misculo gastrocnemio.

Lote 4. Tratado con hormona de crecimiento humana recombinante (rhGH) y

sometido al 20% de proteina (caseina+D,L-metionina) en fla dieru.

- n? de amimales: 60 ratones BALB/c.
~grupo # 20% T (30 ratones BALB/c ¢).
~grupo ¢ 20% T (30 ratones BALB/c o).

- peso inicial: 11 + 1 g.

- edad inicial: 21 dias de vida.

- perfodo experimental total: 30 dias.

- periodos experimentales parciales: 21-25, 25-30, 30-35, 35-40, 40-45 y 45-
50 dias de vida.

- Administracion de thGH por via subcutdnea, en dosis de 0,074 pg/20 pl
sol. de CINa 0,9%/g peso, seglin se expresa en la seccién 3.2.2,

- Al final de cada periodo parcial de experiencia se sacrifican 5§ animales
machos y 5 hembras.

- Toma de muestra: muisculo gastrocnemio.
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La influencia de la EDAD de los animales Tratados se observa mediante la
comparacion de los diferentes perfodos experimentales parciales dentro de cada
grupo. El efecto de la DIETA se obtiene por comparacion de animales del mismo
sexo sometidos a ambos niveles proteicos dietarios (€ 12% Tcon £ 20% Ty 7 12%
T con d 20% T). Finalmente, en un mismo nivel proteico se comparan animales de
distinto sexo (2 12% Tcon & 12% Ty ¢ 20% T con o 20% T) para observar el

efecto sexual. Se estudia la influencia de las interacciones de los factores

mencionados.

EXPERIMENTO 3: ANIMALES NO TRATADOS (NT) Y TRATADOS (T).
EFECTO DE LA ADMINISTRACION EXOGENA DE HORMONA DE
CRECIMIENTO HUMANA RECOMBINANTE (rhGH) SOBRE EL
CRECIMIENTO Y METABOLISMO PROTEICO DEL MUSCULO
GASTROCNEMIO DE RATONES BALB/c ENTRE EL DESTETE Y LA
PUBERTAD.

INFLLUENCIA DE LLAS INTERACCIONES ENTRE TRATAMIENTO, EDAD Y
DIETA.

La influencia del TRATAMIENTO con rhGH se observa mediante la
comparacion entre los animales No Trarados y Tratados de igual sexo y nivel
proteico dietario (? 12% NT con ¢ 12% T, ¢ 12% NT con ¢ 12% T, 2 20% NT
con ¢ 20% Ty & 20% NT con & 20% T). Se estudia también el efecto de las
interacciones entre los factores: TRATAMIENTO con thGH, EDAD y DIETA.
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3.2. DESARROLLO EXPERIMENTAL

3.2.1. COMPOSICION DE LAS DIETAS UTILIZADAS.

Las dietas fueron preparadas siguiendo las recomendaciones para el raton del

American Institute of Nutrition (AIN-76™, 1977).

- Diera del 12% de proteina (Caseina + D,L- metionina).

INGREDIENTES % S.S.8
CASEINA . . 12,0%
METIONINA ... 0,3%
SACAROSA ... .. o 56,15%
ALMIDON . .. e 16,85%
CELULOSA . ... 5,0%
ACEITEDE OLIVA ... ... ... ... . 5,0%
COLINA ... 0,2%
CORRECTOR MINERAL * | ... ... ... ... .. ... ... ... ..... 3,5%
CORRECTOR VITAMINICO ** ... ... ... ... .. ... ........ 1,0%

- Dieta del 20% de proteina (Casefna + D,L-metionina).

INGREDIENTES % S.S.S
CASEINA . . .. 20,0%
METIONINA . ... 0,3%
SACAROSA . ... .. 50,0%
ALMIDON | .. . 15,0%
CELULOSA .. .. .. 5.0%
ACEITEDE OLIVA . . ... ... i 5.0%
COLINA . 0,2%
CORRECTOR MINERAL * . .. ... . ... .. . ..., 3,5%

CORRECTOR VITAMINICO ** | | . . . i i, 1,0%
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Suplementos dietarios

* CORRECTOR MINERAL

FOSFATO CALCICO HIDRATADO . ... .. ... ... ..... ... ... 500,00 mg
CLORURO SODICO . ... .. it 74,00 mg
CITRATO POTASICO MONOHIDRATADO . ... .............. 220,00 mg
SULFATO POTASICO . ... ... e 52,00 mg
OXIDO DE MAGNESIO . . ... . 24,00 mg
CARBONATO MAGNESICO . . . ... i 3,50 mg
CITRATO FERRICO . . . ... .. . i 6,00 mg
CARBONATODE ZINC .. ... . e 1,60 mg
CARBONATO CUPRICO . ... ... ... 0,30 mg
[ODATO POTASICO . ... . i 0,01 mg
SELENITO SODICO . . .. .. . . i 0,01 mg
SULFATO CROMICO POTASICO . ... ... . . 0,55 mg
SACAROSA para completar hasta . .. .. ......... ... ....... 1.000,00 mg
** CORRECTOR VITAMINICO

TIAMINA CLORHIDRATO (B1) . . . ... ..o 600,0 mg
RIBOFLAVINA (B2) ... ... i, 600,0 mg
PIRIDOXINA CLORHIDRATO (B6) .. ..................... 700,0 mg
ACIDONICOTINICO . .. ... ... . . .. 3.000,0 mg
PANTOTENATO CALCICO . . ... .. .. .. . . ... . .. ... ..... 1.600,0 mg
ACIDO FOLICO . ... e 200,0 mg
D-BIOTINA . .. 20,0 mg
CIANOCOBALAMINA (BI2) . ... .. ... i, 1,0 mg
VITAMINA A ... o e 20,0 mg
VITAMINA D ... 2,5 mg
VITAMINAE . ... 100,0 mg
VITAMINA K ... e 5,0 mg
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3.2.1.1. Control de las materias primas y de las dietas

Se realiza el control de riqueza de las materias primas, asi como de la
composicién de las dietas (AOAC, 1990):

- HUMEDAD por pérdida de peso en estufa de desecacion a 100 + 2 °C a presidn
atmosférica normal, hasta pesada constante.

- RIQUEZA EN PROTEINA TOTAL: Determinacién del contenido de nitrégeno
por el método Kjeldahl. El resultado se multiplica por el factor de conversion
del nitrégeno total en proteina (6,25).

- CENIZAS por incineracién a 450-500°C durante 15 horas.

- GRASA mediante la técnica de Soxhlet, con dietileter de petrdleo como liquido

extractor.
RESULTADOS:
MATERIAS PRIMAS % RIQUEZA % HUMEDAD
CASEINA 92 + 0,2 11 + 0,1
ALMIDON - 12 + 0,2
CELULOSA ; 5 + 0,05
[ DIETAS ]L % HUMEDAD L % PROTEINAS % GRASA % CENIZAS

12% 38 +£03 12,3 £ 0,2 3,0 £ 0,1 3,0 £ 0,05
20%

50 £ 0,1 20,2 £ 0,3 4.9 £ 0,2 3,1 + 0,1
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3.2.2. PAUTA DEL EXPERIMENTO

Animales de experimentacion

Se han utilizado como animales de experimentacién ejemplares machos y
hembras de ratones blancos Mus musculus linea BALB/c, de 21 dias de edad, con
pesos iniciales de 11 + 1 g y destetados a los 21 dfas. Proceden del criadero de
animales de la Seccién Departamental de Fisiologia Animal de la Facultad de
Farmacia de la Universidad Complutense de Madrid. Se mantienen en condiciones
ideales para el trabajo de laboratorio (BOE 67 18/03/88) siguiendo ia Directiva
Comunitaria 86/609/CEE (Diario Oficial de las Comunidades Europeas n® L 358,
1986).

Agrupacion de los animales en conjuntos homogéneos

Los animales se distribuyen en ocho grupos de 30 ratones cada uno (4 grupos
de 30 ratones machos y 4 grupos de 30 ratones hembras) atendiendo a los tres
factores de categorizacién: TRATAMIENTO, DIETA y SEXO. Cada factor admite
dos estados o categorias (TRATAMIENTO: grupo control NT (solucién salina) y
grupo T (administrado con rhGH), DIETA: niveles proteicos del 12% y del 20%,
SEXO: hembra y macho). Cada grupo se especifica en el cuadro del disefio

experimental.
Régimen de mantenimiento

Los animales se disponen en jaulas individuales ubicadas en una habitacion
iluminada de 08:00 a 20:00 h y mantenida a una temperatura de 23 + 1 °C hasta el
dia de sacrificio de cada grupo.

A lo largo del periodo experimental total (30 dias), el agua y la dieta son
administradas ad libitum y el peso corporal y la ingesta de alimento son controladas

diariamente,
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A fin de disminuir la cantidad de alimento desperdiciado se ha disenado un
dispositivo especial para su suministro y medida. El dispositivo se rellena diariamente
con 4 g de dieta, pesindolo de nuevo transcurridas 24 h con el contenido que no ha
sido consumido. A este valor se le afiade el alimento desperdiciado. La ingesta diaria
se calcula por diferencia entre la dieta suministrada y la no consumida mds la
desperdiciada.

Se administra a los animales controles No Tratados solucidén salina fisioldgica
estéril en désis de 20 pl/g de peso, dos veces cada cinco dias, incrementando el
volumen en proporcion al aumento ponderal.

Los animales Tratados son administrados con hormona de crecimiento
humana recombinante (rthGH). La hormona se disuelve en solucidn salina obteniendo
una concentracion de 0,074 ug/20 ul y se administra dos veces cada cinco dias, en
un volumen de 20 ul/g de peso, aumentando la cantidad de rhGH proporcionalmente
al incremento de peso. La dosis utilizada es de 0,074 pg/20 pl/g.

A los 25, 30, 35, 40, 45 y 50 dias de vida (al final de cada periodo
experimental parcial), de cada grupo de animales son sacrificados 5 ratones macho
y 5 ratones hembra por dislocacién cervical. Posteriormente se procede a la

extraccion del musculo gastrocnemio.

Extraccion del musculo gastrocnemio

Se coloca la rata en posicién decubito dorsal, fijdndose las extremidades que
no se intervienen a la tablilla de diseccién.

A continuacidn se realiza una incision circular a nivel de la articulacion distal
de la pata, que compromete Unicamente la piel. Acto seguido, se tira de ésta, en
sentido proximal, dejando al descubierto toda la aponeurosis superficial de la
musculatura de la extremidad.

Posteriormente, se disecciona la aponeurosis a nivel del miisculo dejando a
la vista los musculos aductor y grécilis, que se seccionan mediante tijera en la unién
de los tercios proximal y distal. Asi, se visualiza la insercién proximal del miisculo
gastrocnemio. A este nivel se realiza la primera seccién del mismo, repitiéndose el

mismo proceso para la insercion distal, separdndolo cuidadosamente del muisculo

séleo.
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Una vez extraido el musculo gastrocnemio de ambos miembros inferiores,
con el fin de obtener suficiente cantidad de muestra, éstos se pesan y se suspenden
en una solucién tampoén constituida por CiNa 0,1 M y CO,HNa 0,005M en una
proporcién de 1/20 (P/V) a 0°C y pH 7,4. Posteriormente se homogeneiza a 4.000
g a intervalos de 15 segundos hasta su completa homegeneizacion.

Una parte alicuota del homogenado se destina para la determinacién
analitica de las concentraciones de DNA y RNA vy el resto se centrifuga durante 20
minutos a 1.000 g. El sobrenadante se introduce en un baio de hielo para impedir
pérdidas enzimdticas y se utiliza para analizar los demds pardmetros bioguimicos.
Todas las pruebas analiticas se realizaron por triplicado teniendo en cuenta su

control tanto intra como inter-ensayo.

3.3. PARAMETROS CONTROLADOS

Las variables determinadas se pueden englobar en tres categorias:

3.3.1. VARIABLES DIARIAS: Variables que se miden diariamente: Peso del
animal, utilizado para el cdlculo de las variables estimadas en el grupo de variables
acumuladas (véase apartado 3.3.3).

3.3.2. VARIABLES PERIODICAS: Aquellas que se determinan al final de
cada periodo experimental parcial que corresponden a los dias 25, 30, 35, 40, 45
y 50 de vida y que a su vez comprenden:

- Pardmetros relacionados con el crecimiento general y muscular: Peso
corporal final, peso muscular, Indice miosomdtico, proteina muscular/Organo y
proteina muscular/g.

- Pardmetros relacionados con el crecimiento celular del miisculo:
DNA/6rgano, DNA/g, mimero de niicleos*, proteina/DNA*, Peso
muscular/nimero de nicleos*, DNasa dcida/Organo, DNasa dcida/g, DNasa
dcida/proteina, DNasa dcida/DNA.
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- Pardmetros relacionados con el metabolismo proteico y det RNA
muscular:  RNA/drgano, RNA/g, RNA/Proteina*, RNA/DNA*, RNasa
dcida/d6rgano, RNasa acida/g, RNasa dcida/proteina, RNasa 4dcida/DNA, RNasa
icida/RNA, catepsina D/drgano, catepsina D/g, catepsina D/proteina y catepsina
D/DNA.

Mediante estas variables se estudian las diferencias por TRATAMIENTO,
EDAD, DIETA y SEXO expuestas en el disefio experimental, asi como para

representar su evolucion en relacion con la edad.

* Cdlculo de Pardmetros:

NUMERO DE NUCLEOS (miliones): Es el cociente entre {a cantidad de DNA total
(mg/érgano) y cantidad de DNA que contiene un dnico nicleo (6,2 x 10°)
(Enesco y Leblond, 1962).

PROTEINA/DNA: Indica el tamafio de la célula muscular en funcién del contenido
proteico del musculo. Se calcula dividiendo la cantidad de proteina (img)
entre el DNA total del misculo (mg) (Enesco y Puddy, 1964).

PESO MUSCULAR/NUMERO DE NUCLEOS (ng): Expresa el tamano de la célula
muscular en funcién del peso del miisculo. Se calcula dividiendo el peso
muscular (mg) entre el niimero de nicleos (millones) (Leblond, 1972).

RNA/PROTEINA: Esta razén indica la capacidad de sintesis proteica del miisculo.
Se calcula dividiendo la cantidad de RNA total {mg) por la cantidad de
proteina muscular (mg) (Millward y col. 1973).

RNA/DNA: Indica la cantidad de ribosomas por unidad de DNA. Se calcula
dividiendo el contenido de RNA (mg) entre la cantidad de DNA muscular
(mg) (Winick y Noble, 1966).

3.3.3. VARIABLES GLOBALES: Variables que se calculan entre el dia
inicial y final de vida (variables acumuladas).
Comprenden valores individuales correspondientes al periodo total de vida

de cada grupo de animales (5, 10, 15, 20, 25 y 30 dias):
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INCREMENTO ACUMULADOQ DE PESO MUSCULAR (IACM). Es la cantidad
en gramos que ha incrementado el peso muscular de un animal desde ¢l nicio

del periodo experimental hasta el final de su periodo de vida. Se obtiene por
diferencia entre el peso muscular final (dia de sacrificio) y el peso muscular

inicial (dfa 21 de vida), y se han estimado. utilizando las ecuaciones
alométricas entre el peso muscular y el peso corporal final a dia inicial y

final de cada grupo de animales. A continuacién se expresan las ecuaciones

utilizadas.

Grupos

¢ 12% NT IACM = (0,0015-PCE"*)-(0,0015-PCI"*")
¢ 12% NT IACM = (0,0048 PCF"")-(0,0048 PC1'*7)
$ 20% NT IACM = (0,0049-PCF**)-(0,0049 -PCI*™)
¢ 20% NT TACM = (0,0063PCF*"*)-(0,0063 PCI***)
2 12% T  IACM = (0,0061 PCF*"%-(0,0061 -PCI**)
7 12% T  IACM = (0,0140-PCF**)-(0,0140-PCI*™)
©20% T  IACM = (0,0062PCF*®)-(0,0062 PCI*™)
@20% T  IACM = (0,0074 PCF*9-(0,0074-PCI***)

f

o

VELOCIDAD ABSOLUTA DE CRECIMIENTO MUSCULAR (VACM). Calculado
como el cociente entre el incremento acumulado de peso muscular y el

nimero de dias de que consta cada perfodo de vida estudiado (5, 10, 15,
20, 25, 30).

VACM (g/dia) = IACM (g)/periodo (dias)

VELOCIDAD FRACCIONAL DE CRECIMIENTO MUSCULAR (VFECM). Esta
velocidad relativa se obtiene hallando el cociente entre la velocidad absoluta
de crecimiento muscular (VACM) y el peso del musculo en €l dia inicial de
cada periodo expertmental parcial. Se expresa como porcentaje de

incremento sobre el peso inicial.

VFCM (%/dia) = 100-VACM (g/dia)/Peso Muscular Inicial del Periodo (g)
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INCREMENTO ACUMULADO DE PROTEINA MUSCULAR (IAPrM). Es el

incremento expresado en peso de proteina (g), desde el dia inicial del

periodo experimental, hasta el (ltimo dia de vida del ratén. Corresponde

a la diferencia entre el contenido proteico al sacrificio y el contenido proteico

a dia 21 de vida. Se ha estimado utilizando las ecuaciones de regresion lineal

entre la cantidad de proteina absoluta y el peso muscular de cada grupo de

animales. A continuacidn se expresan las ecuaciones utilizadas.

Grupos

¢ 12% NT
& 12% NT
¢ 20% NT
g 20% NT
?12% T
g12% T
¢ 20% T
d20% T

IAPTM = (-5,467+PCF.1,040)-(-5,467+PCI-1,040)
IAPIM = (-6,556-+PCE-1,174)-(-6,556+PCI1,174)
IAPIM = ( 1,300+ PCF0,550)-( 1,300+PCI10,550)
IAPIM = ( 3,047+ PCF0,488)-( 3,047+PCL0,488)
IAPIM = ( 9,331-PCE- 0,066)-( 9,331 - PCI0,066)
IAPIM = (13,433-PCE- 0,291)-(13,433-PCI- 0,291)
IAPIM = (-6,223+PCF-1,171)-(-6,223+PCI‘1,171)
TAPTM = (-1,933+PCF0,995)-(-1,933 +PCI),995)

]

VELOCIDAD ABSOLUTA DE CRECIMIENTO DE LA PROTEINA
MUSCULAR (VAPrM). Calculado como el cociente eatre el incremento

acumulado de proteina muscular y ¢l ndmero de dias de que consta cada

periodo de vida estudiado (5, 10, 15, 20, 25, 30).

VAPIM (g/dia) = IAPtM (g)/periodo (dias)

VELOCIDAD FRACCIONAL DE CRECIMIENTO DE LA PROTEINA
MUSCUILAR (VFPrM). Esta velocidad relativa se obtiene hallando el

cociente entre la velocidad absoluta de crecimiento de la proteina muscular

(VAPIM) y el valor de la proteina en el dia inicial de cada perfodo

experimental parcial, previamente estimado. Se expresa como porcentaje de

incremento sobre el peso inicial.

VFPrM (%/dia) = 100-VAPrM (g/dia)/Proteina muscular inicial del periodo (g)
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Todos los pardmetros antedichos se relacionan entre si para estudiar la
dindmica del crecimiento,y se aplican en las ecuaciones alémetricas y de regresion

lineal a fin de establecer el grado de relacion existente entre pares de variables.

NOTA: Los pardmetros, proteina de la carcasa e ingestas proteica (IP) y energética
(IE), se han tomado de trabajos previos (Agis, 1994) y se utilizan en la obtencién

de relaciones lineales con algunos parametros musculares.

3.4. DETERMINACIONES ANALITICAS
3.4.1. DETERMINACION DE LA PROTEINA MUSCULAR

Fundamento:

Se utiliza el método colorimétrico de Lowry (1951).

En esta técnica intervienen dos reacciones:

1.- Una interaccién inicial de la proteina con solucién alcalina de tartrato de
cobre (reactivo de Biuret) formando complejos cuprico-proteicos y cuprico-
aminoacidicos (triptofano y tirosina contenidos en la proteina).

2.- BEstos complejos intervienen en la reduccién de los dcidos fosfottingstico
y fosfomolibdico (reactivo de Folin-Ciocalteau) a 6xido de molibdeno y de tungsteno
respectivamente. Estos iltimos compuestos producen una coloracién azul intensa
cuya absorbancia a 750 nm, es proporcional a la concentracion de proteina de la

muestra (Peterson, 1979).

Reactivos:

- Reactivo cuproalcalino: CO,Na al 2% en NaOH 0, Ny SO,Cu al 0,5% en tartrato
sddico-potdsico al 1%.

- Reactivo Fenol Folin-Ciocalteu.
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Técnica:
0,1 ml de homogenado se mezclan con 5 ml de reactivo cupro-alcatino y se
dejan reposar 20 minutos. Posteriormente se agregan 0,5 m} de reactivo fenol y se
deja en reposo 30 minutos. El color desarrollado se lee a una longitud de onda de

750 nm frente al blanco.

Cdlculos:

Las absorbancias obtenidas se llevan a una curva de calibracién realizada con
solucién madre de albimina a la concentracién de 10 mg/m] [prot pg] = 651,458.x
- 43,877 con una correlacién de r= 0,995. Se asume que una unidad de absorbancia
es equivalente a 0,6 mg de péptido/ml.

Los resultados se expresan en mg de proteina/organo y en mg de proteina/g.

3.4.2. DETERMINACION DE ACIDOS NUCLEICOS

3.4.2.1. Extraccion.

Fundamento:

El método utilizado es el de Schmidt y Thannhauser (1945), modificado por
Fleck y Munro (1961). Los dcidos nucleicos son separados por digestién en solucién
alcalina mediante la cual el RNA se hidroliza a mononucledtidos que son solubles
en medio dcido, mientras que el DNA y la mayorfa de las proteinas celulares se

precipitan mediante acidificacion.

Técnica;

2,5 ml de CIO,H 0,6 N se mezclan con 5 ml de homogenado. El precipitado
obtenido se lava tres veces con CiOH 0,2 N frio, siendo desechados los liquidos de
lavado. Posteriormente el precipitado es disuelto en 4 m!l de KOH 0,3 N durante 1
h. a 37°C con el fin de hidrolizar el RNA. Después de anadir 2,5 ml de CIOH 1,2
N los ribonucledticos son extraidos por lavado con solucién CIOH 0,2 N. El

sobrenadante es recogido para determinar la concentracion de RNA.
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El precipitado resultante se trata con 4 ml de CIO,H 0,6 N a 90°C durante
10 minutos para hidrolizar ¢l DNA. En el sobrenadante obtenemos los nucledtidos

correspondientes a la hidrdlisis del DNA.

3.4.2.2. DETERMINACION DEL ACIDO DESOXIRRIBONUCLEICO (DNA).

Fundamento:
El método utilizado es el de Burton (1956). Se basa en la adicién de
difenilamina a la desoxirribosa de los nucledtidos procedentes de la hidrélisis del

DNA, lo que origina una coloracién azul que es proporcional a la cantidad de DNA.

Reactivos:
Reactivo de difemilamina: 1,5 g de difenilamina se disuelven en 100 ml de acido

acético glacial y 1,5 ml de SO,H, concentrado.

Técnica:
Un volumen de extrato de DNA se mezcla con dos volimenes de reactivo de
difenilamina. La absorbancia del color desarrollado después de incubar a 100°C

durante 10 minutos, es leido a una longitud de onda de 600 nm frente al blanco.

Calculos:
Los resultados se llevan a una recta de calibracién, construida con distintas
concentraciones de DNA tipo I : [ug de DNA]= 708,597.x + 34,734, con una

correlacion de r= (,986. Se asume que una unidad de absorbancia es equivalente a
0,67 mg/ml.
La cantidad de DNA se expresa en pg/drgano y en mg/g.
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3.4.2.3. DETERMINACION DEL ACIDO RIBONUCLEICO (RNA)

Fundamento:
El método utilizado es el de Kerr y Seraidarian (1945). Se basa en la adicion
al RNA de orcinol y cloruro férrico, lo que resulta en la valoracidn de Ia ribosa

existente en el dcido nucleico.

Reactivos:
Reactivo de orcinol: 100 mg de orcinol en 1 ml de etanol 95%.

Solucién de cloruro férrico: ChFe 0,1% en CIH concentrado.

Técnica:
A 3 ml de extracto de RNA se le anaden 3 ml de solucién de Cl,Fe y 0,3 m]
de reactivo de orcinol. Se incuba a 100° C durante cuarenta minutos y se mide la

absobancia del color desarrollado a 670nm frente al blanco.

Cadlculos:
Los resultados se llevan a una recta de calibracion obtenida con distintas
concentraciones de RNA tipo XI. [ikg RNA] = 425,477.x - 3,015, cuya correlacion

es de r= 0,985. Se asume que una unidad de absorbancia corresponde con 0,42 mg
de RNA/ml,

La cantidad de RNA se expresa en pg/drgano y en mg/g.
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3.4.3. DETERMINACION DEL ENZIMA DESOXIRRIBONUCLEASA ACIDA
(Deoxiribonucleato-3'-nucledtido hidrolasa E.C. 3.1.4.6.).

Fundamento:

El método utilizado es el de McDonald modificado (1955). El enzima
desoxiribonucleasa 4cida es una endonucleasa, que actia sobre todas las uniones de
tipo b del DNA, es decir, hidroliza las uniones 5'-OH de las pentosas y el grupo
fosfato de los polinucledtidos.

Su actuacion sobre las cadenas de 4cido desoxiribonucleico, produce
oligonucledtidos cuya extincion puede ser medida espectrofométricamente a 260 nm.
Las lecturas son proporcionales a la cantidad de oligonucieétidos y ésta a la

actividad enzimdtica de las muestras ensayadas.

Reactivos:

- Solucidn de sustrato: 10 mg de DNA (ternera tipo I) se disuelven en 30 mil de H,O.
Una vez disuelto el DNA se afiaden 25 ml de solucion buffer de acetato sddico 0,1
M apH 5,0 y 10,5 ml de SOMg 0,1 M. Posteriormente se enrasa con H,O destilada
hasta 250 ml.

- Solucidn de acetato de uranilo: acetato de uranilo al 0,25% en dcido percidrico al
60% .

Técnica:

2,5 ml de sol. sustrato se mezclan con 0,5 ml de homogenado. La reaccién
se lleva a cabo a 37 °C durante una hora. El DNA no digerido se precipita con 1,25
mg de solucién de acetato de uranilo. Las mezclas de ensayo se mantienen 15
minutos a 0°C y se centrifugan posteriormente durante 20 minutos a [.000 g. La

absorcion de los oligonucledtidos liberados se miden a 260 nm.

Cdlculos:
Los resultados se llevan a una curva de calibracidn construida con soluciones

patrén de DNasa 4cida: [DNasa Ul}= 3,505. x - 0,067, r=0,989.
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Una unidad de actividad enzimdtica se define como la cantidad de enzima
capaz de producir un incremento de 0,001 de absorbancia a 260 nm de nucledtido
por minuto en 1 mla pH 5 y 37 °C.

La cantidad de enzima se expresa en Ul/érgano, Ul/g y UI/DNA y la

actividad especifica del enzima se expresa en Ul/mg de proteina.

3.4.4. DETERMINACION DEL ENZIMA RIBONUCLEASA ACIDA.

(Ribonucleato pirimidin-nucleotido-2'-trasferasa ciclizante E.C. 2.7.7.16.)

Fundamento.

El método utilizado es el de Kalnistsky (1959).

El enzima ribonucleasa es una endonucleasa que escinde las uniones en 3" de
los pirimidin-nucledtidos. Su actuacidn sobre las cadenas de 4cido ribonucleico
produce oligonucledtidos cuya extincién puede ser medida espectrofotométricamente

a 260 nm. Las lecturas son proporcionales a la cantidad de oligonucledtidos, y €ésta

a la actividad enzimdtica de las muestras ensayadas.

Reactivos:
~ Solucién de sustrato: Se mezclan 10 mg de sustrato de RNA (tipo XI) con 100 ml
de solucion tampodn de acetato sodico 0,1 M a pH 5,0.

- Solucién de acetato de uranilo; acetato de uranilo al 0,25% en dcido percidrico al
60% .

Técnica:

1 ml de solucién de sustrato de RNA se mezcla con 0,2 ml. de homogenado
y se completa el volumen con solucién tampon acetato sédico 0,1 M hasta 2 ml. La
reaccion se lleva a cabo a 37°C durante una hora. El RNA no digerido se precipita
con 1,25 mg de solucion de acetato de uranilo. La mezcla del ensayo se mantiene
2 horas a 0°C y se centrifuga posteriormente durante 20 minutos a 1.000 g. La

absorbancia de los oligonucledtidos liberados se lee a 260 nm.
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Calculos:

Los resultados se llevan a una curva de calibracién construida con soluciones
patrén de RNasa dcida, [RNasa Ul]= 0,074. x - 0,003 con una correlacion de r =
0,995.

Una unidad enzimdtica es la cantidad de enzima capaz de liberar una unidad
Optica de absorcion de nucledtidos a 260 nm por minuto y por mi a 37°C.

{a cantidad del enzima obtenida se expresa en mUl/organo, mUl/g,

mUI/DNA y mUI/RNA y la actividad especifica del enzima se expresa en mUl/mg

de proteina.

3.4.5. DETERMINACION DEL ENZIMA CATEPSINA D (Carboxilpeptidasa D
E.C 3.4.235.)

Fundamento:

Se utiliza el método de Anson modificado (1938). El enzima catepsina D es
un endopeptidasa lisosémica que hidroliza los enlaces peptidicos del interior de las
moléculas de proteina. Su accién sobre la hemoglobina desnaturalizada con urea,
produce polipéptidos que son solubles en dcido tricloroacélico y cuya extincidn
puede ser medida a una longitud de onda de 280nm. Las lecturas son proporcionales

a la cantidad de péptidos liberados y ésta a la actividad enzimadtica de las muestras

estudiadas.

Reactivos:

- Solucién de sustrato de hemoglobina: 5 g de hemoglobina liofilizada se mezcla con
80 m! de H,0O destilada y desionizada. Después de dializar la solucién se afiaden 80
g de urea y se incuba durante 1 h a 37°C. Posteriormente se mezclan con 125 ml de
buffer fosfato 0,133 M a pH 8,5 y 10 g de urea y se deja en reposo toda la noche.
Finalmente la solucion se ajusta a pH 4,4 con dcido acético glacial.

- Solucion TCA: dcido tricloroacético al 5%
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Técnica:

2,5 ml de sustrato de hemoglobina se mezcla con 0,5 ml de muestra. Después
de 10 minutos de incubacidn a 37°C, la reaccidn se para con 5 ml de solucién TCA.
La mezcla del ensayo se centrifuga posteriormente a 1.000 g durante 20 min para
precipitar las proteinas no digeridas. La absorbancia de los polipéptidos producto
de la hidrolisis de la hemoglobina se mide a 280 nm frente al blanco.

Una unidad enzimdtica se define como la cantidad de enzima que produce un

incremento de 1 en absorbancia durante 10 min a pH 4,4 y 37°C.

Cdlculos:

Las absorbancias se llevan a la curva de calibracién obteniendo asi la
unidades enzimdticas correspondientes [Catepsina (UD)]= 1,078. x - 0,078
r=0,984.

La cantidad de enzima se expresa en Ul/drgano, Ul/g y UI/DNA y la

actividad especifica del enzima se expresa en mUl/mg de proteina.
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3.5. METODOS ESTADISTICOS E INFORMATICOS UTILIZADOS

3.5.1. METODOS ESTADISTICOS APLICADOS

Para detectar diferencias entre las medias de distintos grupos se utiliza el
andlisis de la varianza uni y multifactorial, mediante el procedimiento Split-plot del
apartado GLM (General Lineal Model) del SAS que posee diferente niimero de casos
por celda de andlisis (Statistical Analysis Systems, 1990).

También se utiliza el test de comparacion miiltiple LSD de SPSS/PC’*
(Norusis, 1986) a fin de determinar donde se encuentran las diferencias detectadas
por ¢l ANOVA unifactoral.

La medida de la correlacidn lineal o de Pearson se aplica a la determinacién
del grado de relacion lineal entre dos o mds variables, su expresién grifica
(Statgraphics, 1986) y la recta de regresion correspondiente (Turner, 1970).
También se aplica la ecuacion alométrica para obtener el correspondiente coeficiente
de crecimiento (Y = a.X") (Kowalski y Gluire, 1974).

La determinacidén de diferencias entre las pendientes de las rectas de
regresién lineal y entre los coeficientes alométricos de dos grupos, se realiza
mediante el procedimiento de variables ficticias (Dummy variables) (Wallace y
Silver, 1988).

3.5.2. CRITERIOS APLICADOS AL ESTUDIO DEL CRECIMIENTO

El estudio del crecimiento del misculo gastrocnemio se ha llevado a cabo
mediante dos perspectivas: el andlisis transversal y el longitudinal.

En el andlisis transversal se comparan los distintos grupos en un mismo punto
determinado del crecimiento (Goldstein, 1978), utilizando el analisis de la varianza
(ANOVA) en cada uno de los periodos experimentales, a fin de determinar la
influencia de los factores individualmente considerados: DIETA, SEXO vy
TRATAMIENTO. La determinacion exacta de las diferencias entre grupos se lleva

a cabo mediante el test de comparaciéon multiple L.SD.
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En e! andlisis longitudinal se utiliza también el ANOVA, pero en éste caso
se determina la influencia del factor EDAD y sus posibles interacciones con ios
factores anteriores.

Ademds se utiliza la ecuacion alométrica mediante la que se puede comparar
una parte distinguible del cuerpo (Y) (misculo gastrocnemio, proteina muscular,
elc...) con el total corporal o el muscular (X) y permite aplicar las prioridades que
establece un organismo al aumentar su biomasa, bajo el supuesto de un crecimiento
exponencial, cuando el periodo de tiempo es pequeno (Kowalski y Gluire, 1974).

Los procedimientos de series temporales en el andlists longitudinal (Kowalski
y Gluire, 1974) se utilizan para la determinacion de la evolucién de las variables

consideradas y su representacion frente la edad.

3.5.3. MATERIAL INFORMATICO UTILIZADO

Centro de proceso de datos de la U.C.M. Sistema IBM 4381/P22.
- Sistemas Operativos: VM/SP (versidn 4.0)
- Herramientas de usuvario: DMS/CMS
- Andlisis estadistico aplicado: SAS BASIC, SAS EST

Seccion Departamental de Fisiologia Animal. Facultad de Farmacia. U.C.M.
Sistema COP-AT 286-12 (IBM COMPATIBLE).

- Sistemas Operativos: MS-DOS (version 5.0)

- Herramientas de usuario: PC Tools 7.1 (Central Point Software

Inc.)

- Proceso de textos: Word Perfect V 5.2 (Espafiol)

- Andlisis estadistico aplicado: SPSS/PC* V 1.1

- Representacion grifica: GRAPHER 1.79 Golden Software)

- Sistema de base de datos: dBase IV (Espaiiol)
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3.6. APARATOS UTILIZADOS

- Agitadores magnéticos MATHESON SCIENTIFIC y agitadores mecdnicos de
tubos HEIDOLPH REAX 2000.

- Balanzas de precision METTLER PM 460 DELLTARANGE y balanzas analiticas
SAUTER 414/13 y METTLER H72.

- Bafio ATOM UNITRONIC 320 y bafios con termostato de inmersion electronico
TECTRON §-473-100.

- Centrifuga de refrigeracion "KUBOTA 5500".

- Digestor KIELDATHERM vy sistema de determinacion KJELDAHL BUCHI.

- Estufa desecacién y esterilizacion SELECT serie V-300.

- Extractor de grasa SOXHLET modelo SOXTEC SYSTEM M6 1040-001
TECATOR.

- Fotocolorimetro SPECTRONIC 20 D y Espectrofotémetro SPECTRONIC 601,

- Homogenizador ULTRATURRAX T 25 JANKE & KUNKLE K.G.

- Jaulas metabdlicas de metacrilato.

- Mufla SELECT HORN.

- PHmetro CRISON MICROPH 2001,

- Pipetas automdticas PIPETMAN GILSON.
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4. RESULTADOS

Los resultados se presentan bajo dos conceptos:

1) Exposicién numérica y gréfica (Tablas y gréficas).

2) Descripcién de cada grupo de resultados.
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Tabla 1. Influencia de la Edad, la Dieta y el Sexo sobre el Peso corporal final, Peso
muscular e Indice miosomdtico del misculo gastrocnemio de ratones BALB/c de
ambos sexos entre 25 y 50 dfas de vida, No Tratades (NT) y sometidos a dos niveles

de proteina dietaria (12 y 20%).

PESO CORPORAL FINAL (PCF) (g)

12% PROTEINA

20% PROTEINA

Hembras Machos Hembras Machos
Edad
Dia 25 11,1 + 0,2° 12,7 + 0,4 13,0 + 0,5% 13,1 + 0,4
Dia 30 16,3 + 0,45 14,6 + 0,4Y 15,5 + 0,5 13,0 + 0,4°%
Dia 35 14,9 + 0,25 15,6 + 0,5° 15,5 + 0,3 15,2 + 0,6%
Dia 40 16,2 + 0,45 15,9 + 0,4° 17,9 + 0,6° 16,4 + 0,6
Dia 45 16,9 + 0,7 16,0 + 0,5%" 18,4 + 0,5¢ 18,3 + 0,7°"
Dia 50 17.1 + 0,5 18,6 + 0,7 20,5 + 0,59 18,8 + 1,9°

PESO MUSCULAR (PM) (g)
12% PROTEINA 20% PROTEINA

Hembras Machos Hembras Machos
Edad
Dia 25 0,045 + 0,003 0,065 + 0,0022%" 0,058 + 0,002%" 0,057 + 0,002%"
Dia 30 0,087 + 0,002°* 0,075 + 0,002°% 0,083 + 0,003%% 0,071 + 0,002°+
Dia 35 0,074 + 0,003° 0,081 + 0,003" 0,077 + 0,002° 0,077 + 0,003%
Dia 40 0,080 + 0,003 0,078 + 0,003 0,087 + 0,004 0,084 + 0,004°
Dia 45 0,075 + 0,002°" 0,080 + 0,003 0,093 + 0,003%+" 0,101 + 0,004¢+"
Dia 50 0,089 + 0,003>F 0,099 + 0,003 0,096 + 0,003° 0,093 + 0,004°

INDICE MIOSOMATICO (IMS) (mg/g)
12% PROTEINA 20% PROTEINA

Hembras Machos Hembras Machos
Edad
Dia 25 4,0 + 0,11**" 5,1 + 0,03*+° 4,4 + 0,19*" 4,3 + 0,13*
Dia 30 5,3 1+ 0,09° 5,1 + 0,09%° 5,3 + 0,13 5.4 + 0,15
Dia 35 4,9 + 0,15 5,1 + 0,112 4,9 + 0,15 5,0 + 0,03°
Dia 40 4,9 + 0,15° 4,9 + 0,05° 4,8 + 0,23% 5,1 + 0,08°
Dia 45 4,4 + 0,00°" 5,0 + 0,07%+* 5,0 + 0,067+ 5,5 + 0,08*"
Dia 50 5,1 + 0,08 5,3 + 0,08 4,6 + 0,06%+" 5,1 + 0,49%*

Cada valor es la media & error estdndar de la media para 5 ratones/dia.
Letras distintas en cada columna indican diferencias significativas edad-dependientes.

+ indica diferencias significativas entre sexos para una misma edad e igual nivel proteico.
* indica diferencias significativas entre niveles proteicos para una misma edad e igual sexo.
P <0,05 segin el test de comparacién miltiple LSD,
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Tabla 2. Influencia de la Edad, 1a Dieta y el Sexo sobre el incremento acumulado de
peso y sobre las Velocidades absoluta y fraccional de crecimiento ponderal del miisculo
gastrocnemio de ratones BALB/c de ambos sexos entre 25 y 50 dias de vida, No

Tratados (NT) y sometidos a dos niveles de proteina dietaria (12 y 20%).

INCREMENTO ACUMULADO DE PESO MUSCULAR (IACMXg)

12% PROTE{NA

20% PROTEINA

Hembras Machos Hembras Machos

Edad

Dia 25 0,012 £ 0,001 0,016 + 0,001*" 0,008 + 0,002** 0,013 £ 0,001*"
Dia 30 0,023 + 0,002>* 0,012 + 0,002** 0,019 + 0,001 0,615 + 0,061*
Dia 35 0,018 + 0,001 0,018 + 0,002° 0,024 + 0,002"" 0,020 + 0,001*
Dia 40 0,028 + 0,002° 0,024 4+ 0,003" 0,035 + 0,004¢ 0,029 + 0,002°
Dia 45 0,035 + 0,002% 0,024 + 0,004°" 0,036 + 0,001° 0,035 + 0,003
Dia 50 0,038 + 0,003¢ 0,034 + 0,004° 0,039 + 0,003° 0,037 + 0,005°

VELGCIDAD ABSOLUTA DE CRECIMIENTO DE PESO MUSCULAR (VACM) (mg/dia)

12% PROTEINA

20% PROTEINA

Hembras Machos Hembras Machos

Edad

Dia 25 2,45 + 0,19** 3,19 + 0,164 1,68 + 0,40°* 2,59 + 0,07°
Dia 30 2,25 + 0,21**° 1,23 + 0,19 1,88 + 0,07**" 1,51 + 0,138
Dia 35 1,23 + 0,07* 1,21 + 0,11° 1,59 + 0,14® 1,36 + 0,05°
Dia 40 1,39 £ 0,11° 1,19 + 0,13° 1,72 + 0,20* 1,46 + 0,10°
Dia 45 1,40 + 0,09 0,96 + 0,15 1,45 + 0,03* 1,41 + 0,10
Dia 50 1,26 + 0,08" 1,13 + 0,11* 1,28 + 0,09° 1,24 + G,17°

VELOCIDAD FRACCIONAL DE CRECIMIENTO DE PESO MUSCULAR (VFCM) (%/dia}

12% PROTEINA

20% PROTEINA

Hembras Machos Hembras Machos

Edad

Dia 25 7.61 + 0,58 6,67 + 0,28 3,16 + 0,74**" 4,83 + 0,28"
Dia 30 4,21 + 0,41 2,09 + 0,42 3,39 + 0,287 2,93 + 0,24"
Dia 35 2,53 + 0,21° 2,06 + 0,30° 3,15 + 0,3¢4*F 2,48 + 0,26
Dia 40 2,93 + 0,27 2,14 + 0,25 3,42 + 0,52° 2,82 + 0,27
Dia 45 3,14 + 0,29° 1,79 + 0,40 2,80 + 0,19* 2,58 + 0,23°
Dia 50 2,87 + 0,28 1,89 + 0,18 2,24 4+ 0,37 2,24 + 0,320

Cada valor es la media + error estdndar de la media para 5 ratones/dia.

Letras distintas en cada columna indican diferencias significativas edad-dependientes.

+ indica diferencias significativas entre sexos para una misma edad e igual nivel proteico.
* indica diferencias significativas entre niveles proteicos para una misma edad e igual sexo.
P« 0,05 segiin el test de comparacién multiple LSD.
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Tabla 3. Influencia de la Edad, la Dieta y el Sexo sobre Proteina absoluta y relativa
del misculo gastrocnemio de ratones BALB/c, de ambos sexos entre 25 y 50 dias de
vida, No Tratados (NT) y sometidos a dos niveles de proteina dietaria (12 y 20%).

Edad

Dia 25
Dia 30
Dia 35
Dia 40
Dia 45
Dia 50

Edad

Dia 25
Dia 30
Dia 35
Dia 40
Dia 45
Dia 50

PROTEINA ABSOLUTA (PrA) (mg/6érgano)

12%
Hembras

6,0 + 020"
10,2 + 0,3%+"
9,9 + 0,2""
10,7 + 0,3bc+*
1,8 + 0,3°
14,9 + 0,49+*

12%
___Hembras

135,3 + 2,7
117,5 + 1,72+
134,5  2,5*
134,1 + 1,8
157,3 + 2,9¢*
167,4 + 1,39+

PROTEINA

Machos

8,9 + 0,3*+"
9,5 + 0,280 +"
10,4 + 0,4%"
12,2 + 0,3°F"
12,2 + 0,3
17,1 + 0,3¢*"

PROTEINA
Machos

138,1 + 1,5%
126,5 + 2,1°+"
129,4 + 2,7°°
156,3 + 1,9°+"
152,6 + 2,4"
172,5 + 1,34%°

20% PROTEINA

Hembras

9,2 + 0,3*"
8,9 + 0,3
8,7 + 0,18%"
11,8 + 0,2
11,9 + 020"
13,0 + 0,2°°

PROTEINA RELATIVA (PrR) (mg/g)

Machos

9,3 + 0,3
8,2 + 0,2b*
9,7 + 0,227
11,1 + 0,3
13,0 + 0,24
13,3 + 0,29

20% PROTEINA

Hembras

159,4 4 082"
106,2 + 0,5°+"
112,2 4 1,8°°
135,3 + 0,69
128,4 + 2,3°"
128,9 + 1,7¢+"

Cada valor es la media + error estindar de la media para 5 ratones/dia.
Letras distintas en cada columna indican diferencias significativas edad-dependientes.

+ indica diferencias significativas entre sexos para una misma edad e igual nivel proteico.
* indica diferencias significativas entre niveles proteicos para una misma edad e igual sexo.
P < 0,05 segiin ¢l test de comparacién miltiple LSD.

Machos

135,8 4 2,00
114,8 + 1,9°*"
117,0 + 1,0*°
132,8 + 2,5%"
128,7 + 2,3

142,9 + 2,64%"
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Tabla 4. Influencia de la Edad, la Dieta y el Sexo sobre el Incremento acumulado de
protefna y sobre las Velocidades absoluta y fraccional de crecimiento de la proteina
del musculo gastrocnemio de ratones BALB/c, de ambos sexos entre 25 y 50 dias de
vida, No Tratados (NT) y sometidos a dos niveles de proteina dietaria (12 y 20%).

INCREMENTO ACUMULADO DE PROTEINA (IAPrM) (mg)

12% PROTEINA

20% PROTEINA

Hembras Machos Hembras Machos

Edad

Dia 25 2,37 + 0,172%" 3,68 + 0,18**" 0,96 + 0,23*" 1,33 + 0,03
Dia 30 3,74 + 0,34+ 2,84 + 0,45*%° 2,15 + 0,08°+" 1,56 + 0,14%%"
Dia 35 3,16 + 0,19°F 4,20 + 0,39+ 2,75 + 0,24° 2,12 + 0,08*
Dia 40 4,70 + 0,37° 5,51 + 0,61 3,96 + 0,46° 3,05 + 0,21
Dia 45 5,88 + 0,359 5,56 + 0,90 4,16 + 0,10 3,71 + 0,27°0*
Dia 50 6,34 + 0,469*" 7,81 + 0,80°*" 4,43 4 0,31 3,94 + 0,56°"

VELOCIDAD ABSOLUTA DE CRECIMIENTO DE LA PROTEINA (VAPrM) (mg/dia)

12% PROTEINA

20% PROTEINA

Hembras Machos Hembras Machos

Edad

Dia 25 0,474 + 0,03427" 0,737 + 0,0382*"" 0,194 + 0,047*" 0,267 + 0,007*"
Dfa 30 0,374 + 0,034*" 0,284 + 0,046"" 0,216 + 0,009%+" 0,156 + 0,014°**
Dia 35 0,211 + 0,013° 0,280 + 0,026"" 0,183 + 0,017% 0,142 + 0,006°"
Dia 40 0,235 + 0,019°" 0,276 + 0,031%" 0,198 + 0,023*+" 0,153 + 0,011°+*
Dia 45 0,235 + 0,034°" 0,223 + 0,036Y" 0,167 + 0,004% 0,149 + 0,011°"
Dia 50 0,211 + 0,016°" 0,261 + 0,027°" 0,148 + 0,010* 0,131 + 0,019""

VELOCIDAD FRACCIONAL DE CRECIMIENTO DE LA PROTEINA (VFPeM) (%/dia)

12% PROTEINA

20% PROTEINA

Hembras Machos Hembras Machos

Edad

Dia 25 12,75 + 1,082%" 15,91 + 1,108t 2,62 + 0,628*" 3,30 + 0,142%"
Dia 30 4,85 + 0,49"" 4,00 + 1,01°" 2,82 + 0,200 1,98 + 0,16~
Dia 35 3,09 + 0,30° 4,00 + 0,89"" 2,59 + 0,27°7F i,71 + 0,13%*"
Dia 40 3,54 + 0,33% 4,19 + 0,51°" 2,81 + 0,41°F 1,92 + 0,16°*"
Dia 45 3,93 + 0,48"" 3,76 + 1,11% 2,31 + 0,13*° 1,80 + 0,15
Dia 50 3,56 + 0,390 3,48 + 0,32 1,88 + 0,28%" 1,57 + 0,22

Cada valor es la media + error estindar de la media para 5 ratones/dia.
Letras distintas en cada columna indican diferencias significativas edad-dependientes.

+ indica diferencias sigmificativas entre sexos para una misma edad ¢ 1gual nivel proteico.
* indica diferencias significativas entre niveles proteicos para una misma edad e 1gual sexo.
P < 0,05 segin el test de comparacién miiltiple LSD.



Tabla 5. Andlisis de la varianza trifactorial (ANOVA 2x2x6)" de los efectos directos e interacciones de 1a Edad (E), la Dieta (D) y el Sexo ((S) sobre el
estudio del crecimiento? del muisculo gastrocnemio en ratones BALB/c de ambos sexos entre 25 y 50 dfas de vida, No Tratados (NT) y sometidos a dos

niveles de protefna dietaria (12 y 20%).

PCF PM IMS IACM VACM | VFCM PrA PrR IAPTM VAPrM | VFPrM
EDAD | 0,0001 0,0001 0,0001 | 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001
DIETA | 0,0030 0,0004 NS 0,019 NS 0,0290 | 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001
SEXO NS NS 0,0006 0,004 NS 0,0001 0,0001 0,0220 NS NS NS
ExD 0,011 0,0001 0,0020 0,041 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 NS 0,0001 0,0001
ExS 0,044 0,0001 NS 0,030 0,0001 NS 0,0001 0,0001 NS 0,0001 0,017
DxS 0,035 0,0048 NS NS NS 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,023
ExDxS NS 0,0214 | 0,0079 NS NS NS 0,0001 0,0001 NS NS NS

1. Valor de la probabilidad (p <0,05). NS - No significativo.
2. Variables dependientes: Peso corporal final (PCF), peso muscular (PM), indice miosomdtico (IMS), incremento acumulado de peso muscular (IACM),

velocidad absoluta (VACM) y fraccional (VFCM) de crecimiento de peso muscular, proteina muscular absoluta (PrA) y relativa (PrR), incremento acumulado
de protefna muscular (IAPrM), velocidad absoluta (VAPrM) y fraccional (VEPrM) de crecimiento de protefna muscular.

601



Tabla 6. Relacién con la Edad de las variables: Peso corporal, peso muscular, {ndice miosomdtico y protefna absoluta y relativa del musculo
gastrocnemio de ratones BALB/c de ambos sexos entre 25 y 50 dfas de vida, No Tratados (NT) y sometidos a dos niveles de proteina dietaria

(12 y 20%).

12% PROTEINA 20% PROTEINA
variable 5eX0 ecuacion® error® r sig. ecuacién’® error(® r sig.
? y=12,12 + x.0,190 0,034 0,719  0,0000 y=11,97 + x.0,278 0,026 0,893 0,0000
Peso 1
es0 corpora g y=12,22 + x.0,193 0,022 0,796  0,0000 y=11,28 + x.0,260 0,043 0,751  0,0000
y=0,055 + x0,0011 0,00022 0,605  0,0004 y=0,059 + x0,0013 0,0001°! 0,808  0,0000
P ]
680 musciar & y=0,615 + x0,0010  0,0001*) 0,783  0,0000 y=0,053 + x0,0015  0,0001°! 0,845  0,0000
. 9 y=4,490 + x0,0183  0,01071 0,307 NS y=5,066 + x0,0029 0004421 0,123 NS
dice Miosomti
106 MhosomAUCo y=4,887 - x0,0001 0,0001°1 0,002 NS y=4,719 + x0,0223  0,0120> 0,330 NS
y=5,621 + x9,285 0,02881 0,883  0,0000 y=7,431 + x0,179 0,019 0,862  0,0000
Protefna/s
roteina/organo & y=6,717 + x0,288 0,029%! 0,879  0,0000 y=7,189 + x9,205 0,018 0904  0,0000
y=113,16 + x1,594  0,2488) 0,771  0,0000 y=134,68 - x0,359 0,379 0,176 NS
Proteina/
rotefna/g 2 y=118,20 + x1,580  0,233*! 0,788 0,000 y=119,38 + x0,531 021822 0418 NS

(A) Ecuaciones de regresién entre cada variable dependiente (Y) y la Edad (X). (B) error estdndar de la pendiente.
r - Coeficiente de regresién lineal de Pearson. sig. - significacién de la correlacién. NS - No significativa.

En cada variable: Letras distintas indican diferencias significativas entre sexos para un mismo nivel dietario.
Nimeros distintos indican diferencias significativas entre niveles proteicos para un mismo sexo.

p<0,01 segin andhisis Dummy variables.
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Tabla 7. Relacién con 1a Edad de las variables: Incremento acumulado de peso (IACM) y velocidades absoluta (VACM) y fraccional (VFCM)
de crecimiento ponderal del misculo gastrocnemio de ratones BALB/c de ambos sexos entre 25 y 50 dfas de vida, No Tratados (NT) y

sometidos a dos niveles de proteina dietaria (12 y 20%).

12% PROTEINA 20% PROTEMNA
variable 5€X0 ecuacién™ errorS T sig. ecuacién’®) error® r sig.
¢ y=0,008 + x.0,0010 0,0001%' 0,860  0,0000 y=0,005 + x.0,0012 0,0001°2 0,885  0,0000
IACM
& y=0,008 + x.0,0007 0,0001®L 0,728  0,0000 y=0,005 + x.0,0011 0,0001%2 0,861  0,0000
y=2,50 - x0,048 0,008 0,718  0,0000 ¥y=1,92 - x 0,018 0,009% 0,345 NS
VACM al b1
y=2,60 - x9,063 0,013 0,658  0,0001 y=2,29 - x0,039 0,008 0,666  0,0001
y=65,38 - x1,513 0,306"! 0,683  0,0000 y=36,41 - 0,347 0,208%2  .0,300 NS
VFCM al "
y=52,52 - x-1,413 0,313 0,648  0,0001 y=43,48 - x0,780 0,170°2 0,654  0,0001

(A) Ecuaciones de regresion entre cada variable dependiente (Y) y la Edad (X). (B) error estdndar de la pendiente.
r - Coeficiente de regresion lineal de Pearson. sig. - significacién de la correlacion. NS - No significativa.

En cada variable: Letras distintas indican diferencias significativas entre sexos para un mismo nivel dietario.
Niimeros distintos indican diferencias significativas entre niveles proteicos para un mismo sexo.

p<0,01 segiin analisis Dummy variables.
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Tabla 8. Relacion con la Edad de las variables: Incremento acumulado de proteina (IAPrM) y velocidades absoluta (VAPIM) y fraccional
(VFPrM) de crecimiento de la proteina del musculo gastrocnemio de ratones BALB/c de ambos sexos entre 25 y 50 dias de vida, No Tratados
(NT) y sometidos a dos niveles de proteina dietaria (12 y 20%).

12% PROTEINA 20% PROTEINA
variable  sexo ecuaciént® error® T sig. ecuaciont®) error® T sig.
y=1,58 + x.0,159 0,017° 0,863 0,000l y=0,61 + x.0,140 0,013 0,885  0,0001
IAPIM 1 :
d y=1,92 + x.0,172 0,030? 0,727 0,0001 y=0,58 + x.0,110 0,013* 0,861 0,0001
y=0,46 - x0,009 0,0012! -0,756 0,0000 y=0,22 - x0,002 0,001%2 -0,344 NS
VAPrM
! y=0,60 - x0,014 0,0032!  -0,659  0,0001 y=0,23 - x0,003 0,001*2 0,650  0,0001
y=101,1 - x2,750 0,59021 ~0,658 0,0001 y=130,12 - x0,280 0,165%2 -0,312 NS
YFPrM
! a y=108,5 - x:3,020 0,770 0,599  0,0006 y=29,49 - x 0,510 0,11182 0,655  0,0001

(A) Ecuaciones de regresidn entre cada variable dependiente (Y) y la Edad (X). (B) error estindar de la pendiente.
r - Coeficiente de regresién lineal de Pearson. sig. - significacién de la correlacién. NS - No significativa.

En cada variable: Letras distintas indican diferencias significativas entre sexos para un mismo mivel! dietario,
Nimeros distintos ndican diferencias significativas entre niveles proteicos para un mistno sexo.

p<0,01 segin andlisis Dummy variables.
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4.1. INFLUENCIA DE LA EDAD, LA DIETA Y EL SEXO SOBRE EL
CRECIMIENTO DEL MUSCULO GASTROCNEMIO EN RATONES BALB/c DE
AMBOS SEXOS, ENTRE 25 Y 30 DIAS DE VIDA, NO TRATADOS (NT) Y
SOMETIDOS A DOS NIVELES DE PROTEINA EN LA DIETA (12 Y 20%)
(Tablas 1-8, Gréaficas 1 y 3).

De acuerdo con el andlisis de la varianza de tres factores (Tabla 5), la EDAD
afecta significativamente a todos los pardmetros en estudio: Peso corporal final
(PCF), peso muscular (PM), indice miosomdtico (IMS), incremento acumulado de
peso (IACM), velocidad absoluta de crecimiento de peso (VACM), velocidad
fraccional de crecimiento de peso (VFCM), proteina absoluta (PrA) y relativa (PrR),
incremento acumulado de proteina (IAPrM), velocidad absoluta de crecimiento de
proteina (VAPrM) y velocidad fraccional de crecimiento de protefna muscular
(VEPrM).

A lo largo del periodo experimental (25-50 dias), se produce un aumento
paulatino en los valores de PCF y PM de todos los grupos de animales estudiados,
en especial en el grupo ¢ 12% NT, cuyo PM alcanza un 97% sobre su valor inicial
(Tabla 1). Este resultado determina una correlacién lineal temporal significativa,
cuyos coeficientes de correlacion mds altos corresponden a los grupos con mayor
nivel proteico dietario, lo que demuestra el cardcter edad-dependiente del crecimiento
muscular (Tabla 6 y Gréfica 1a).

Ademds, el PM presenta un crecimiento proporcionalmente superior al PCF,
que se manifiesta en ¢l aumento de IMS entre los dias 25 y 50 de vida en los grupos
2 12% NT y ¢ 20% NT (Tabla 1), ain cuando no presentan correlacién temporal
significativa (Tabla 6).

El crecimiento ponderal del misculo se realiza mediante un aumento edad-
dependiente del IACM (Tablas 2 y 7) que llega a ser del 387% en el grupo ¢ 20%
NT. Paralelamente aparece un descenso temporal en las velocidades absoluta y
fraccional de crecimiento muscular (Tabla 2), que oscila entre un 50% y un 60% en

todos los grupos estudiados, a excepcidn de los animales ¢ 20% NT que presentan
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cardcter edad-independiente, de acuerdo con el valor de las pendientes de las
ecuaciones de regresion frente a la edad (Tabla 7).

Por otra parte, los valores de proteina absoluta y relativa y del IAPrM,
aumentan durante el tiempo de experiencia en todos los grupos estudiados, excepto
el valor de PrR del grupo ¢ 20% NT, que desciende significativamente respecto al
valor inicial. Los mayores porcentajes de incremento de proteina absoluta
corresponden a los animales sometidos al 12% de proteina (¢ =147% y ¢=91%),
mientras que el mayor IAPrM lo obtiene el grupo ¢ 20% NT (Tablas 3 y 4, Gréficas
1b y 3a).

Las velocidades absoluta y fraccional de crecimiento de la proteina muscular
descienden temporalmente en todos los grupos estudiados, a excepcidon de los
animales  20% NT en el que se mantienen estables (Tabla 4, Grdfica 3b).

El cardcter edad-dependiente de los valores relacionados con la proteina
muscular se refleja en sus correspondientes rectas de regresion frente a la edad, las
cuales presentan altos coeficientes de correlacion en todos los grupos, a excepcion
de los valores de proteina relativa (2 y o 20% NT) y de VAPTM y VFPIM (2 20%
NT) que resultan no significativos (Tablas 6 y 8).

I.a DIETA afecta significativamente a todos los pardmetros estudiados, a
excepcion del IMS y de la VACM segiin el andlisis de la varianza de tres factores
(Tabla 3).

No obstante, las diferencias dietarias en las variabies PCF, PM, IMS, IACM
y VFCM son muy puntuales segin el test LSD, apareciendo un ligero incremento
en los dias 45 y 50 de vida en los animales sometidos al 20% de proteina, aungue
las mayores VFCM las presentan los grupos sometidos al 12% de proteina entre los
25 y 30 dias de vida (Tablas 1 y 2). También los grupos del 12% presentan a dia
50 de vida un ligero aumento de la protefna absoluta (Grédfica 1b), aunque la
concentracién de proteina muscular (proteina/g) resulta siempre superior a la de los
animales del 20% (Tabla 3). Este resultado es consecuencia de la elevacion tanto del
IAPrM como de las variables VAPrM y VFPrM en relacién a las obtenidas por los

animales de mayor nivel proteico (Tabla 4, Grdficas 3a y 3b).



115

Ademds, las variables IMS, IACM, VFCM, PrA v PrR se encuentran
afectadas significativamente por el SEXQ segin el andlisis de la varianza de tres
factores (Tabla 5), aunque se detectan diferencias de cardcter puntual en los demas
pardmetros, segin el test LSD (Tablas 1-4).

En general, los machos obtienen valores puntuales significativamente mayores
que las hembras, independientemente de la dieta utilizada en todos los pardmetros
afectados.

La diferente evolucion temporal entre los animales estudiados es,
bdsicamente, una manifestacion dei efecto de Ias interacciones ExD, ExS y en menor
medida de la interacciones ExDxS (Tabla 35).

Se puede destacar, que ain cuando las mads altas velocidades absoluta y
fraccional de crecimiento de proteina muscular corresponden a los grupos del 12%
de proteina (Tablas 2 y 4), su pérdida temporal es mucho mds pronunciada que la
correspondiente a los grupos de mayor nivel proteico, de acuerdo con las pendientes

de las ecuaciones de regresion respectivas (Tablas 7 y 8).
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Tabla 9. Influencia de la Edad, la Dieta y el Sexo sobre el Peso corporal final, Peso
e Indice miosomdtico del misculo gastrocnemio de ratones BALB/c de ambos sexos
entre 25 y 50 dias de vida, Tratados con rhGH (T) y sometidos a dos niveles de
proteina dietaria (12 y 20%).

Edad

Dia 25
Dia 30
Dia 35
Dia 40
Dia 45
Dia 50

Edad

Dia 25
Dia 30
Dia 35
Dia 40
Dia 45
Dia 50

Edad

Dia 25
Dia 30
Dia 35
Dia 40
Dia 45
Dia 50

PESO CORPORAL FINAL (PCF) (g)

12% PROTEINA 20% PROTEINA
Hembras Machos Hembras Machos
11,9 + 0,4 11,4 + 0,4 11,3 + 0,4 12,1 + 0,12
11,8 + 0,4 11,7 + 0,4% 11,2 + 0,5° 12,0 + 0,4°
14,1 + 0,4° 13,0 + 0,4° 12,7 + 0,5 13,8 + 0,3"
13,3 + 0,4%0° 14,6 + 0,5° 15,3 + 0,5" 15,8 + 0,5
14,0 + 0,5 15,2 + 0,3 16,7 + 0,90+" 18,3 + 0,79%"
17,0 + 0,6 15,6 + 0,5°" 20,1 + 0,6°*" 20,4 + 1,0°"
PESO MUSCULAR (PM) (g)
12% PROTEINA 20% PROTEINA
Hembras Machos Hembras Machos
0,063 + 0,004%b¢ 0,067 + 0,003 0,064 + 0,004% 0,061 + 0,002°
0,057 + 0,003" 0,059 + 0,002 0,050 + 0,002b+ 0,064 + 0,00220+
0,067 + 0,002°" 0,065 + 0,003% 0,058 + 0,003%*" 0,071 + 0,003+
0,065 + 0,003¢" 0,067 + 0,002%" 0,079 + 0,004 0,080 + 0,002¢"
0,071 + 0,002°" 0,075 + 0,002¢* 0,080 + 0,003°*" 0,090 + 0,004
0,085 + 0,003t 0,078 + 0,002°** 0,096 + 0,0039* 0,098 + 0,005%"
INDICE MIOSOMATICO (IMS) (mg/g)
12% PROTEINA 20% PROTEINA
Hembras Machos Hembras Machos
5,2 + 0,412 5,8 + 0,10°"" 5,7 + 0,44*% 5,0 + 0,233+
4,8 + 0,162 50 + 0,21% 4,4 + 0,13%* 5,3 + 0,160
4,7 + 0,09® 4,9 + 0,19" 4,6 + 0,020 5,1 + 0,08%0+
4,8 + 0,10% 4,5 + 0,15° 5.1 + 0,09 5,0 + 0,132
5,0 + 0,10% 4,9 + 0,14 4,8 + 0,26 48 + 0,032
5,0 + 0,14% 4,9 + 0,11° 4,7 + 0,15% 4,7 + 0,01

Cada valor es la media + error estindar de la media para 5 ratones/dia.
Letras distintas en cada columna indican diferencias significativas edad-dependientes.

+ indica diferencias significativas entre sexos para una misma edad e igual nivel proteico.
* indica diferencias significativas entre niveles proteicos para una misma edad e igual sexo.
P < 0,05 segin el test de comparacién miiltiple LSD.
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Tabla 10. Influencia de la Edad, la Dieta y el Sexo sobre ¢l incremento acumulado de
peso y sobre las velocidades absoluta y fraccional de crecimiento ponderal del madsculo
gastrocnemio de ratones BALB/c, de ambos sexos entre 25 y 50 dias de vida,
Tratados con thGH (T) y sometidos a dos niveles de proteina dietaria (12 y 20%).

Edad

Dia 25
Dia 30
Dia 35
Dia 40
Dfa 45
Dia 50

INCREMENTO ACUMULADO DE PESO MUSCULAR (IACM) (g)

12%
Hembras

PROTEINA

Machos

0,008 + 0,001*"

0,008 + 0,001°

0,017 + 0,002
0,019 + 0,002%
0,023 + 0,002°*"
0,032 + 0,002%*"

0,005 + 0,001*"

0,007 + 0,001°

0,010 + 0,001*"
0,013 + 0,002

0,016 + 0,001*"
0,017 + 0,002+~

20% PROTEINA

Hembras

0,008 + 0,001
0,010 + 0,002*
0,015 + 0,001°
0,024 + 0,003*
0,032 + 0,004
0,045 + 0,003*

Machos

0,008 3+ 0,001°
0,009 + 0,002*
0,015 + 0,001°
0,024 + 0,002
0,035 + 0,003"
0,043 + 1,004

VELOCIDAD ABSOLUTA DE CRECIMIENTO DE PESO MUSCULAR (VACM) (mg/dia)

Edad

Dia 25
Dia 30
Dia 35
Dia 40
Dia 45
Dia 50

12%
Hembras

1,67 + 0,21*"
0,84 + 0,09°

1,12 + 0,10°*
0,94 + 0,08%*
0,92 + 0,07**
1,07 + 0,08~

PROTEINA
Machos

1,01 + 0,16**"
0,70 + 0,10°

0,68 + 0,07°*"
0,67 + 0,07°*"
0,65 + 0,03**"
0,58 + 0,05*"

20% PROTEINA

Hembras

1,64 + 0,18
1,04 + 0,15°
1,02 + 0,09°
1,21 + 0,13°
1,27 £+ 0,14%
1,49 + 0,10

Machos

1,67 + 0,14*
0,85 + 0,19°
1,00 + 0,06”
1,19 + 0,11%
1,39 + 0,10¢
1,44 + 0,12*

VELOCIDAD FRACCIONAL DE CRECIMIENTO DE PESO MUSCULAR (VFCM) (%/dia)

Edad

Dia 25
Dia 30
Dia 35
Dia 40
Dia 45
Dia 50

12% PROTEINA
Hembras Machos
3,30 + 0,40** 1,79 + 0,29*
1,68 + 0,18 1,27 + 0,19°
2,19 + 0,23 1,22 + 0,14
2,02 + 0,16 1,16 + 0,13*+"

2,02 4+ 0,13~
2,17 + 0,16""

1,16 £+ 0,05**"
1,02 + 0,10°*7

20% PROTEINA

Hembras

3,51 + 0,40°
2,38 + 0,39°
2,35 + 0,39°
2,49 + 0,28
2,70 + 0,29
3,07 + 0,28

Cada valor es la media + error estdndar de la media para 5 ratones/dia.
Letras distintas en cada columna indican diferencias significativas edad-dependientes.

+ indica diferencias significativas entre sexos para una misma edad e igual nivel proteico.
* indica diferencias significativas entre niveles proteicos para una misma edad e igual sexo.
P < 0,05 segin el test de comparacién miltiple L.SD.

Machos

2,95 + 0,28°
1,59 + 0,35
1,84 + 0,17
2,19 + 0,21
2,56 + 0,157
2,65 + 0,217

+
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Tabla 11. Influencia de ia Edad, la Dieta y el Sexo sobre la proteina absoluta y
relativa del misculo gastrocnemio de ratones BALB/c, de ambos sexos entre 25 y 50
dias de vida, Tratados con rhGH (T) y sometidos a dos niveles de proteina dietana
(12 y 20%).

PROTEINA ABSOLUTA (PrA) (mg/6rgano)

12% PROTEINA 20% PROTEINA
Hembras Machos Hembras Machos
Edad
Dia 25 9,4 + 0,3**" 11,1 + 0,28+" 7.7 + 0,2*° 8,0 + 0,2%"
Dia 30 7,8 + 0,2°F" 10,5 + 0,22*" 6,2 + 0,2°+" 12,5 + 0,2"*"
Dia 35 8,6 + 0,1 8.1 + 0,1 7,9 + 0,22+" 9,5 + 0,1°*"
Dia 40 8,6 + 0,14%° 9,3 + 0,3°%" 11,5 + 0,2¢%" 16,3 + 0,39+*
Dia 45 8,1 + 0,17 8,5 + 0,1 12,2 + 0,1°%" 14,1 + 0,1°**
Dia 50 8,0 + 0,3b¢+" 9,5 + 0,2 19,6 + 0,6%° 20,2 + 1,17
PROTEINA RELATIVA (PrR) (mg/g)
12% PROTEINA 20% PROTEINA
Hembras Machos Hembras Machos
Edad
Dia 25 150,2 + 3,i*" 153,8 + 1,1*" 125,5 + 2,7 129,8 + 0,5%"
Dia 30 133,6 + 0,4°%" 180,1 + 2,1°%" 125,5 + 1,82 198,6 + 1,4°F"
Dia 35 125,2 + 2,4°° 125,6 + 2,65 132,8 + 1,4°" 137,3 + 2,0°°
Dia 40 129,2 + 2,20¢+* 138,0 + 2,3¢+" 153,5 + 1,0°%" 200,3 + 2,9b+"
Dia 45 13,7 + 0,8¢" 113,6 + 1,1°" 153,8 + 2,1°° 155,7 + 0,8%"
Dia 50 93,7 4+ 2,0%° 123,2 + 1,457 204,5 + 3,49" 206,6 + 0,9¢

Cada valor es la media + error estdndar de la media para 5 ratones/dia.
Letras distintas en cada columna indican diferencias significativas edad-dependientes.

+ indica diferencias significativas entre sexos para una misma edad e igual nivel proteico.
* indica diferencias significativas entre niveles proteicos para una misma edad e igual sexo.
P < 0,05 segin el test de comparacién miltiple LSD.
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Tabla 12. Influencia de la Edad, la Dieta y el Sexo sobre el Incremento acumulado
de proteina y sobre las velocidades absoluta y fraccional de crecimiento de la Proteina
del misculo gastrocnemio de ratones BALB/c, de ambos sexos entre 25 y 50 dias de

vida, Tratados con rhGH (T) y sometidos a dos niveles de proteina dietaria (12 y
20%).

INCREMENTO ACUMULADO DE PROTEINA MUSCULAR (IAPrM)(mg)

12% PROTEINA 20% PROTEINA
Hembras Machos Hembras Machos

Edad

Dia 25 0,12 + 0,012%" 0,44 + 0,07*%" 2,15 + 0,23*" 1,78 + 0,16
Dia 30 0,12 + 0,012%" 0,61 + 0,09°*" 2,71 + 0,442 1,90 + 0,43+
Dia 35 0,24 + 0,020%" 0,92 + 0,10°+" 4,03 + 0,36 3,38 + 0,20*"
Dia 40 -0,27 + 0,025+ -1,25 + 0,15°*" 6,49 + 0,71 5,44 + 0,54""
Dia 45 20,33 + 0,02°%" -1,53 + 0,089+" 8,54 + 1,00 8,05 + 0,61°"
Dia 50 0,47 + 0,034%" -1,63 + 0,179%" 12,12 + 0,889" 10,09 + 0,944"

VELOCIDAD ABSOLUTA DE CRECIMIENTO DE LA PROTEINA (VAPrM) (mng/dia)

12% PROTEINA

20% PROTEINA

Hembras Machos Hembras Machos

Edad

Dia 25 0,024 + 0,003°Y" 0,088 + 0,0152"" 0,431 + 0,048*" 0,358 + 0,033 **
Dia 30 0,012 + 0,00t*** 0,062 + 0,010°*" 0,272 + 0,041P*" 0,190 + 0,044+
Dia 35 0,017 + 0,002°*" 0,061 + 0,007+ 0,269 + 0,024"" 0,225 + 0,014%*
Dia 40 -0,014 + 0,001**" 0,063 + 0,008%b*" 0,325 + 0,036%* 0,272 + 0,02720"
Dia 45 0,013 + 0,001%** 0,061 + 0,003°t* 0,342 + 0,040%" 0,322 + 0,025%"
Dia 50 20,016 + 0,001°*"  -0,054 + 0,006+ 0,404 + 0,030*" 0,336 + 0,0323"

VELOCIDAD FRACCIONAL DE CRECIMIENTO DE LA PROTEINA (VFPrM) (%/dia)

12% PROTEINA

20% PROTEINA

Hembras Machos Hembras Machos

Edad

Dia 25 0,282 + 0,037°T"  .0,840 + 0,147 9,258 + 1,301 4309 + 04160t"
Dia 30 0,142 + 0,016 0,580 + 0,000°F" 7,111 + 1,365*T" 2,347 + 0,528P*"
Dia 35 0,191 + 0,017°**  .0,581 + 0,063°*" 7,568 + 1,9042%" 2,719 + 0,301P+"
Dia 40 0,157 + 0,013°%" 0,600 + 0,074%°*" 6220 + 0,810°%" 3264 + 03320+"
Dia 45 0,154 + 0,012 .0,582 + 0,032°*" 7,066 + 0,738%F" 3,871 + 0,23+
Dia 50 0,182 + 0,014°*" 0,518 + 0,054°*" 7,829 + 1,036 4,043 + 0,334**"

Cada valor es la media + error estindar de la media para 5 ratones/dia.
Letras distintas en cada columna indican diferencias significativas edad-dependientes.

+ indica diferencias significativas entre sexos para una misma edad e igual nivel proteico.
* indica diferencias significativas entre niveles proteicos para una misma edad e igual sexo,
p < 0,05 segiin el test de comparacién miiltiple LSD.



Tabla 13. Andlisis de la Varianza trifactorial (ANOVA 2x2x6)' de los efectos directos e interacciones de la Edad (E), la Dieta (D) y el Sexo (S) sobre el
estudio del crecimiento® def musculo gastrocnemio en ratones BALB/c de ambos sexos entre 25 y 50 dfas de vida, Tratados con rhGH (T) y sometidos a

dos niveles de protefna dietaria (12 y 20%).

PCF PM IMS IACM VACM | VFCM PrA PrR IAPrM VAPIM | VFPrM
EDAD | 0,0001 0,0001 0,0001 0.0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 NS
DIETA | 0,0030 0,0008 NS 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001
SEXO NS NS NS 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001
ExD 0,011 0,0001 NS 0,0001 0,0017 NS 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 NS
ExS 0,044 0,0001 0,0266 NS NS NS 0,0001 0,0001 NS NS NS
DxS 0,035 NS NS 0,0001 0,0001 0,017 NS 0,0003 NS NS 0,0001
ExDxS NS 0,0018 0,0058 NS NS NS 0,0001 0,0001 NS NS NS

1. Valor de la probabilidad (p <0,05). NS - No significativo.
2. Variables dependientes: Peso corporal final (PCF), peso muscular (PM), indice miosomdtico (IMS), incremento acumulado de peso muscular (IACM),

velocidad absoluta (VACM) y fraccional (VFCM) de crecimiento de peso muscular, protefna muscular absoluta (PrA) y refativa (PrR), incremento acumulado
de proteina muscutar (IAPrM), velocidad absoluta (VAPrM) y fraccional (VFPrM) de crecimiento de protefna muscular.

0cl!



Tabla 14. Relacién con la Edad de las variables: Peso corporal, peso muscular, indice miosomadtico, proteina absoluta y relativa del musculo
gastrocnemio de ratones BALB/c de ambos sexos entre 25 y 50 dias de vida, Tratados con rhGH (T) y sometidos a dos niveles de proteina

dietaria (12 y 20%).

12% PROTEINA

20% PROTEINA

Variable Sexo ecuacion™ error® T sig. ecuacién™ error® r sig
Peso corporal ? y=10,64 + x.0,176 0,0278! 0,770 0,0000 y=8721 + x.0,363 0,03422 0,893 0,0000
& y=10,32 + x.0,189 0,021% 0,856  0,0000 y=9,18 + x.0,357 0,031% 0,903 0,0000
y=0,052 + x0,0008 0,0001% 0,718  0,0000 y=0,044 + x0,0015 0,0002*2 0,789  0,0000
P m i}
oso musewlar 4 y=0,058 + x0,0005  0,0001*" 0,632 0,002 y=0,050 + x0,0015 00001 0,893 00000
9 y=5,000 - x-0,0019 0,0097%1  -0,038 NS y=5,221 - x0,0179 0,0130** 0,251 NS
{ndice
Miosomatico & y=5,574 - x0,0298 0,0096°1 0,506  0,0043 y=5,293 - x0,0148 0,0062% 0,408 NS
v=9,033 - x0,035 0,013%! -0,439 NS y=2,747 + x40,463 0,046 0,882  0,0000
Proteina/é
roteiarorgane & y=10,74 - x0,070 0,020'0 0,548  0,0017 y=6,168 + x0,414 0,049 0,843  0,0000
Q y=158,06 - x-1,932 0,155 ©,919  0,0000 y=99,17 + x2,862 0,289 0,881  0,0000
Proteina/
ToleInYE & y=173,02 - x1,941 0,339 0,733 0,0000 y=139,54 + x-1,819 06102 0,490  0,0059
(A} Ecuaciones de regresion entre cada variable dependiente (Y) y la Edad (X). (B) error estdndar de la pendiente. 3

r - Coeficiente de regresion lineal de Pearson. sig. - significacion de la correlacién. NS - No significativa,
En cada vanable: Letras distintas indican diferencias significativas entre sexos para un mismo nivel dietanto.

Ntimeros distintos indican diferencias significativas entre niveles proteicos para un musmo Sexo.



Tabla 15. Relacién con la Edad de las variables: Incremento acumulado de peso (IACM) y velocidades absoluta (VACM) y fraccional (VFCM)
de crecimiento ponderal del misculo gastrocnemio de ratones BALB/c de ambos sexos entre 25 y 50 dias de vida, Tratades con rhGH (T)
y sometidos a dos niveles de protefna dietaria (12 y 20%).

12% PROTEINA

20% PROTEINA

variable  sexo ecuacion®™ error™® r sig.
y=0,0015 + x.0,0009 0,00009*1 0,500  0,0000
IACM
y=0,0022 + x.0,0005 0,00006°! 0,873  0,0000
? y=1,39 - x- 0,0170 0,0072! -0,359 NS
VACM |
y=0,94 - x- 0,0130 0,004* 0,473 0,008
? y=27.14 - x0,273 0,1442! -0,337 NS
VFCM 1 :
y=16,97 - x0,241 0,0817 0,470 0,0059

ecuacion'™ error'® I g,
y=-0,0031 + x.0,0014 0,0001°2 0,902  0,0000
y=-0,0041 + x.0,0015 0,0001*22 0,921  0,0000
y=1,27 + x- 0,0007 0,007% 0,017 NS
y=1,14 + x- 0,0058 0,008%2 0,133 NS

y=28,66 - x- 0,063 0,1782! 0,066 NS
y=21,26 + x- 0,100 0,149°! 0,126 NS

(A) Ecuaciones de regresién entre cada variable dependiente (Y) y la Edad (X). (B) error estindar de la pendiente.
r - Coeficiente de regresién lineal de Pearson. sig. - significacion de la correlacién. NS - No significativa.
En cada variable: Letras distintas indican diferencias significativas entre sexos para un mismo nivel dietario.

Niimeros distintos indican diferencias significativas entre niveles proteicos para un mismo sexo.

p<0,01 segin andlisis Dummy variables.
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Tabla 16. Relacién con la Edad de las variables: Incremento de acumulado de proteina (IAPrM) y velocidades absoluta (VAPrM) y fraccional
(VFPIM) de crecimiento de la proteina del misculo gastrocnemio de ratones BALB/c de ambos sexos entre 25 y 50 dfas de vida, Tratados
con rhGH (T) y sometidos a dos niveles de proteina dietaria (12 y 20%).

12% PROTEINA

20% PROTEINA

variable  sexo ecuacién® error®! T sig. ecuacién® error(® r sig
? y=-0,02 - x.0,013 0,0012! -0,897 0,000t y= 0,96 + x.0,390 0,030%2 0,908  0,0001
IAPIM
i y=-0,16 - x.0,051 0,005°1 0,872 0,0001 y=-1,09 + x.0,350 0,020*2 0,917  0,0001
y=-0,02 + x0,0002 0,0001*1 0,385 NS y=0,327 + x0,0007 0,002%2 0,066 NS
VAPM
! y=-0,08 + x0,0009 0,0004"' 0,39 NS y=0,250 + x0,0019 0,001 0,190 NS
y=-2,34 + x0,028 0,012% 0,389 NS y=83,71 - x0,490 0,5858! 0,157 NS
VFPrM
r =-1,75 + x0,090 0,040"! 0,386 NS y=30,48 + x9,210 0,223% 0,179 NS

(A) Ecuaciones de regresion entre cada variable dependiente (Y) y la Edad (X). (B) error estindar de [2 pendiente.
r - Coeficiente de regresién lineal de Pearsont. sig. - significacion de la correlacién. NS - No significativa.
En cada variable: Letras distintas indican diferencias significativas entre sexos para un mismo nivel dietario,

Niimeros distintos indican diferencias significativas entre niveles proteicos para un mismo sexo.

p < 0,01 segiin andlisis Dummy variables.

74!
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4.2, INFLUENCIA DE LA EDAD, LA DIETA Y EL SEXO SOBRE EI.
CRECIMIENTO DEL MUSCULO GASTROCNEMIO EN RATONES BALB/c DE
AMBOS SEXO0S ENTRE 25 Y 50 DIAS DE VIDA, TRATADOS CON thGH (T)
Y SOMETIDOS A DOS NIVELES DE PROTEINA EN LA DIETA (12 Y 20%).
(Tablas 9-16, Graficas 2 y 4).

La EDAD afecta significativamente a todos los pardmetros en estudio
relacionados con el crecimiento del musculo gastrocnemio, a excepeion de la VEPrM
segun el andlisis de la varianza de tres factores (Tabla 13).

En este estudio se observa una respuesta bifdsica temporal en todos los
parametros estudiados de los amimales tratados (T). En la primera etapa (25 a 35
dias de vida), los valores descienden 0 se mantienen, mientras que en la segunda
etapa (35-50 dias), vuelven a incrementarse con tendencia a alcanzar el nivel inicial.

A partir del dia 35 de vida, los animales tratados con thGH experimentan un
incremento significativo de los pesos corporal y muscular, alcanzando los mayores
porcentajes de aumento los grupos sometidos al 20% de proteina dietaria (Tabla 9,
Grifica 2a), lo que da lugar a una correlacion lineal temporal muy significativa
(Tabla 14).

Puesto que los aumentos en PM son en general, menores proporcionalmente
que los del PCF, el IMS tiende a disminuir a lo largo del periodo experimental, en
especial en los grupos ¢ 12% Ty ¢ 20% T (Tabla 9).

Esta evolucion temporal del IMS sdlo resulta correlativa con la edad en el
grupo ¢ 12% T, aungue con un bajo coeficiente de correlacion (r=-0,506), lo que
indica la independencia respecto a la edad de éste parametro (Tabla 14).

También el IACM experimenta un elevacion significativa edad-dependiente,
seglin demuestran las pendientes de la ecuaciones de regresion lineal frente a la edad
(Tabla 15), alcanzando los mayores porcentajes de aumento los animales de ambos
sexos alimentados con la dieta del 20% de proteina (Tabla 10). Este resultado se

acompaiia de la estabilizacion temporal de la VACM y la VFCM.
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Por el contrario en los animales T sometidos al 12% de proteina, el menor
aumento en IACM se acomparia del descenso prolongado en dichas velocidades,
descenso que se inicia a dia 30 de vida coincidiendo con la primera etapa de la
respuesta bifdsica a la hormona (Tabla 10).

Los valores de PrA y PrR descienden entre los 25 y los 50 dias de vida en
los animales sometidos al 12% de proteina, mientras que en el grupo del 20% se
produce un incremento edad-dependiente en ambos pardmetros (Tablas 11 y 14).

Esta disminucién temporal de los animales del 12% de proteina es
consecuencia del profundo descenso con valores negativos del IAPTM y de las
velocidades VAPrM y VFPrM. Por el contrario en los animales del 20% T, el
IAPrM alcanza un 450% sobre el valor inicial debido a la estabilidad temporal de las
VAPIrM y la VFPrM (Tabla 12, Grificad ay b)

La evolucion bifdsica en las velocidades de crecimiento de la proteina
condiciona su cardcter edad-independiente, resultando no significativos sus
coeficientes de correlacién (Tabla 16).

La DIETA modifica significativamente todos los pardmetros estudiados de los
animales tratados, a excepcion del IMS segiin el andlisis de la varianza de tres
factores (Tabla 13).

El mayor nivel proteico dietario induce un incremento de los valores
ponderales PCF, PM, IACM, VACM y VFCM a partir del dia 40 de vida (Tablas
9 y 10), aunque no aparecen modificaciones en el IMS.

También a partir del dia 35 de vida se produce un incremento en la
concentracién de PrA y PrR muscular de los animales sometidos al 20% de
proteina, respecto de los alimentados con el 12%, lo que sefala la mayor
disponibilidad de substrato y la facilidad de depd6sito proteico en los animales mejor
alimentados. Del mismo modo, el resto de las variables relacionadas con la proteina,
presentan valores superiores en los animales tratados sometidos al 20% respecto a
los del 12% (Tabla 11 y 12, Gréaficas 42 y b).

El SEXO afecta a todos los pardmetros estudiados a excepcidn de los valores
de PCF, PM e IMS (Tabla 13).

El grupo ¢ 12% T presenta mayores valores del IACM, asi como de las
VACM y VFCM respecto de los animales machos, mientras que no hay

modificaciones sexuales en los animales T sometidos al 20% de proteina (Tabla 10).
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Por el contrario, los valores de PrA y PrR son superiores en los animales
machos T de ambas dietas, atn cuando los pardmetros IAPrM y VAPTM y VFPTM
son menores que en las hembras, especialmente en el grupo & 12% T (Tablas 1y
12).

El crecimiento muscular mds acentuado se produce en los animales de mayor
nivel proteico respecto de los sometidos al 12% de proteina, de acuerdo con el
estudio estadistico del valor de las pendientes de sus respectivas rectas de regresion,
lo que parece ser consecuencia de la mayor velocidad temporal de PrA y PrR (Tabla
15).

Por el contrario, la caida del depdsito proteico de los grupos & y & 12% T
se debe a la negatividad de los valores de VAPTM y VFPrM, lo que da lugar a un
menor crecimiento muscular (Tabla 12). Este diferente comportamiento indica el
efecto de la interaccién ExD (p=0,0001). Las demds interacciones resultan menos

significativas (Tabla 13).



Tabla 17. Efecto de la administracion ex6gena de thGH sobre el peso corporal final y peso e indice miosomatico del miisculo gastrocnemio de ratones BALB/c de ambos

sexos entre 28 y 50 dias de vida y sometidos a dos niveles de proteina dietana (12 y 20%).

Edad

Dia 25
Dia 30
Diz 35
Dia 40
Dia 45
Dia 50

Edad

Dia 25
Dia 30
Difa 35
Dia 40
Dia 45
Dia 50

Edad

Dia 25
Dia 30
Dia 35
Dis 40
Dia 45
Dia 50

PESO CORPORAL FINAL (PCF) (g)

12% PROTEINA

20% PROTEINA

NO TRATADOS TRATADOS NO TRATADOS TRATADOS
Hembras Machos Hembras Machos Hembras Machos Hembras Machos
11,1 + 0.2 12,7 4+ 0,4* 11,9 + 0,4 11,4 + 0,4 13,0 + 0,5+ 13,1 + 0,4 11,3 + 0,4* 12,1 + 9,1
16,3 + 0,4* 14,6 + 0,4* 11,8 4+ 0,4+ 11,7 + 0,4* 15,5 + 0,5% 13,0 + 6,4 11,2 + 0,5* 12,0 + 0.4
149 + 0,2 15,6 + 0,5* 14,1 + 0,4 13,6 + 0,4% 15,5 4 0,3+ 15,2 + 0,6* 12,7 + 0.5+% 13,8 + 0,3*
16,2 + 0,4+ 159 + 0,4 13,3 + 0,4+ 14,6 £ 0,5 17,9 + 0,6* 16,4 + 0,6 15,3 £ 0,5+ 15,8 + 0,5
i6,9 + 0,7* 16,0 + 0,5 14,0 + 0,5+ 152 +0,3 18,4 + 0,5 18,3 + 0,7 16,7 + 0,9 18,3 + 0,7
17,1 £ 0,5 18,6 + 0,7+ 17,0 + 0,6 15,6 + 0,5*% 20,5 £ 0,5 18,8 + 1,9 20,1 + 0.6 20,4 + 1,0
PESO MUSCULAR (PM) (g}
12% PROTEMNA 20% PROTEMNA
NO TRATADOS TRATADOS NO TRATADOS TRATADOS
Hembras Machos Hembras Machos Hembras Machos Hembras Machos
0,045 £+ 0,001* 0,065 + 0,002 0,063 + 0,004% 0,067 + 0,003 0,058 + 0,002 0,057 + 0,002 0,064 + 0,004 0,061 + 0,002
0,087 + 0,002* 0,075 + 0,002* 0,057 + 0,003* 0,059 + 0,002* 0,083 + (,003* 0,671 + 0,002* 0,050 + 0,002* 0,064 + 0,002*
0,074 + 0,003 0,081 + 0,003+ 0,067 + 0,002 0,065 + 0,003* 0,077 + 0,002+ 0,077 + 0,003 0,058 + 0,003* 0,071 + 0,003
0,080 + 0,003% 0,078 £ 0,003 0,065 + 0,003+ 0,067 4+ 0,002* 0,087 £ 0,004 0,084 + 0,004 0,079 + 0,004 0,080 + 0,002
0,075 + 0,002 0,080 + 0,003 0,071 + 0,002 0,075 + 0,002 0,093 + 0,003* 0,101 + 0,004* 0,080 + 0,003+ 0,090 £ 0,004+
0,089 + 0,003 0,099 + 0,003* 0,085 + 0,003 0,078 + 0,002 0,096 + 0,003 0,093 + 0,004 0,096 + 0,003 0,098 + 0,005
fNDICE MIQ-SOMATICO (IMS) (mg/g)
12% PROTEINA 20% PROTEINA
NO TRATADOS TRATADOS NO TRATADOS TRATADOS
Hembras Machos Hembras Machos Hembras Machos Hembras Machos
4,0 + 0,11* 5,1 + 0,03* 5.2 £ 0,41 5,8 + 0,10* 4,4 + 0,19+ 4,3 + 0,13+ 5.7 + 0,44% 5,0 + 0,23+
5.3 + 0,06* 5.1 £ 0,09 4,8 + 0,16* 5,0 £ 0,21 5,3 + 0,13 54 + 0,15 4.4 + 0,13* 5.3 + 0,16
4,9 + 0,15 5.1 + 0,11 4,7 + 0,09 4.9 + 0,19 4.9 + 0,15 5,0 + 0,03 4,6 + 0,02 5,1 + 0,08
4,9 + 0,15 4,9 + 0,05 4,8 + 0,10 45 + 0,15 4,8 + 0,23 5,1 + 0,08 51 + 0,08 50+ 0,13
4,4 + 0,09 3,0 +£ 0,07 5,0 £ 0,10* 4,9 + 0,14 5,0 + 0,06 5,5 + 0,08% 4.8 + 0,26 4.8 + 0,03+
5.1 + 0,08 53 + 0,08 5,0 + 0,14 4,9+ 0,11 4,6 + 0,06 5.1 + 0,49 4,7 + 0,15 4,7 + 0,01

E! simbolo ® en una misma fila indica diferencias significativas enire ratones No Tralados y Tratados para un mismo sexo v nivel proteico dietario, p < 0,05 segin el test de comparactén miiltiple LSD.



Tabla 18. Efecto de la administracidn exdgena de thGH sobre el Incremento acumulado de peso y sobre las velocidades absoluta y fraccional de crecimiento ponderal del
muisculo gastrocnemio de ratones BALB/c de ambos sexos entre 25 y 50 dfas de vida y sometidos a dos niveles de proteina dietaria (12 y 20%).

Edad

Dia 25
Dia 30
Dia 35
Dia 40
Dia 45
Dia 50

Edad

Dia 25
Dia 30
Dia 35
Dia 40
Dia 45
Dia 50

Edad

Dia 25
Dia 30
Dia 35
Dia 40
Diz 45
Dia 50

Ei simboio ~

e una iisma {ila

NO TRATADOS
Hembras Machos
0,012 + 0,001+ 0,016 + 0,001+
0,023 + 0,002+ 0,012 + 0,002+
0,018 + 0,001 0,018 + 0,002+
0,028 + 0,002+ 0,024 + 0,003+
0,035 + 0,002* 0,024 + 0,004*
0,038 + 0,003 0,034 + 0,004+
NO TRATADOS
Hembras Machos
2,45 + 0,19* 3,19 + O,16%
2,25 4 0,2} 1,23 + 0,19+
1,23 £ 0,07 1,21 £ 0,11*
1,39 £ 0,01+ 1,19 4 0,13*
1,40 £ 0,09+ 0,96 + 0,15%
1,26 + 0,09+ 1,13 + 0,11+
NO TRATADOS
Hembras Machos
7,61 + 0,58+ 6,67 + 0,28+
4,21 + 0,41+ 2,09 + 0,42+
2,53 + 0,21 2,06 + 0,30*
2,93 +£ 0,27+ 2,14 + 0,25+
3,14 + 0,20+ 1,79
2,87 + 0,28+ 1,89

Tho e
Y

INCREMENTO ACUMULADO DE PESO MUSCULAR (IACM)(g)
12% PROTEINA

TRATADOS
Hembras Machos
0,008 + 0,001+ 0,005 + 0,001+
0,008 + 0,001+ 0,007 + 0,001+
0,017 + 0,002 0,010 + 0,00}
0,019 + 0,002+ 0,013 + 0,002+
0,023 + 0,002+ 0,016 + 0,001+
0,032 + 0,002 0,017 + 0,002+

12% PROTEINA

TRATADOS
Hembras Machos
1,67 + 0,21* 1,01 + 0,16*
0,84 + 0,09* 0,70 + 0,10%
1,12 + 0,10 0,68 + 0,07+
0,84 + 0,08 0,67 + 0,07
0,92 + 0,07* 0,65 + 0,03+
1,07 + 0,08 0,58 + 0,05+

12% PROTEINA

TRATADOS
Hembras Machos
3,30 + 0,40* 1,79 + 0,29+
1,68 + 0,18* 1,27 + 0,19+
2,i9 + 0,23 1,22 + 0,14*
2,02 £ 0,16% 1,16 + 0,13+
2,02 + 0,13* 1,16 + 0,05+
2,17 + 0,16* 1,02 + 0,10+

20% PROTEINA

NO TRATADOS

Hembras Machos

0,008 + 0,002 0,013 + 0,001*
0,019 + 0,001* 0,015 + 0,001+
0,024 + 0,002% 0,020 + 0,001+
0,035 + 0,004+ 0,029 + 0,002

0,036 + 0,001 0,035 + 0,003

0,039 + 0,003 0,037 + 0,005

VELOCIDAD ABSOLUTA DE CRECIMIENTO MUSCULAR (VACM)(mg/dia)

20% PROTEINA

NO TRATADOS

Hembras Machos

1,68 + 0,40 2,59 + 0,07*
1,88 + 0,07* 1,51 + 0,13*
1,59 + 0,14+ 1,36 + 0,05%
1,72 + 0,20%* 1,46 + 0,10
1,45 + 0,03 1.41 + 0,10
1,28 + 0,09* 1,24 + 0,17

VELOCIDAD FRACCIONAL DE CRECIMIENTO MUSCULAR (VFCM) (%/dia)

20% PROTEINA

NG TRATADPOGS

Hembras Machos

3,16 + 0,74 4,83 + 0,28+
3,39 + (,28%* 2,93 4 0,24*
3,15 4+ 0,34 2,48 + 0,26*
3,42 + 0,52* 2,82 + 0,27+
2,80 + 0,19 2,58 + 0,23
2,24 + 0,37 2,24 + 0,32

TRATADOS
Hembras Machos
0,008 + 0,001 0,008 + 0,001~
0,010 + 0,002 0.009 + 0,002
0,015 + 0,001* 0,015 + 0,001+
0,024 + 0,003* 0,024 + 0.002
0,032 + 0,004 0,035 + 0,003
0,045 + 0,003 0,043 + 0,004
TRATADOS
Hembras Machos
1,64 £ 0,18 1,67 £ 0,14*
1,04 + 0,15* 0,85 + 0,19+
1,02 £ 0,09* 1,00 + 0,06*
1,21 + 0,13+ 1,19 + 0,11
1,27 £ 0,14 1,36 £ 0,10
1,49 + 0,10* 1,44 + 0,12
TRATADOS
Hembras Machos
3,51 £ 0,40 2,95 + 0,28*
2,38 + 0,39+ 1,59 + 5,35+
2,35 + 0,39 1,84 + 0,17*
2,49 + 0,28* 2,19 + 0,21+
2,70 + 0,29 2,36 + 0,15
3,07 £ 0,28 2.65 + 0,21

diea diferencias significativas entre ratanes No Tratados v Tratados para un mismo sexo ¥ nivel proleico dietario. p<0,05 segiin ef test de comparacion multiple LSD.
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Tabla 19. Efecto de la administracién exdgena de thGH sobre la proteina absoluta y relativa del musculo gastrocmenio de ratones BALB/c de ambos sexos entre 25 y
50 dias de vida y sometidos dos niveles de proteina dietaria (12 y 20%).

PROTEINA ABSOLUTA (PrA) (mg/6rgano)

12% PROTEINA 20% PROTEINA
NO TRATADOS TRATADOS NO TRATADOS TRATAPQS
Hembras Machos Hembras Machos Hembras Machos Hembras Machos
Edad
Dia 25 6,0 + 0,2* 89 + 0,3 9,4 + 0,3* 11,1 + 0,2* 9.2 + Q3+ 9,3 +0,3* 7,7 + 0,2% 8,0 + 0,2
Dia 30 10,2 + 0,3* 9.5 + 0,2* 7,8 + 0,2* 10,5 + 0,2* 8,9 + 0,3* 8,2 + 0,2+ 6,2 + 0,2 12,5 + 0,2+
Dia 35 0.9 + 0,2* 10,4 + 0,4* 8,6 +£0,1* 8,1 + 0,1%* 8,7 + 0,1 9,7+ 0,2 7.9 + 0,2+ 9.5+ 0,1
Dia 40 10,7 + 0,3+ 12,2 4+ 0,3* 8,6 + 0,1* 9,3 + 0,3+ 11,8 +£ 0,2 11,1 4 0,3* 11,5 £ 0,2 16,3 + 0,3*
Dia 45 11,8 £ 0,3* 12,2 + 0,3+ 8,1 + 0,1% 8,5 + 0,1 11,9 + 0,2 13,0 + 0,2 12,2 + 0,1 14,1 + 0,1*
Dia 50 14,9 + 0,4 17,1 + 0,3% 8,0 + 0,3* 9.5 4 0,2%* 13.0 + 0,2* 13,3 £ 0,2* 19,6 + 0,6% 20,2 + |,1*
PROTEINA RELATIVA (PrR) (mg/g)
12% PROTE[NA 20% PROTEINA
NO TRATADOS TRATADOS NO TRATADOS TRATADOS
Hembras Macheos Hembrag Machos Hembras Machos Hembras Machos
Edad
Dia 25 1353 + 2,7* 138,1 + 1,5% 150,2 £ 3,1* 158,8 + 1,1* 159,4 + (,8* 135.8 + 2,0* 125,5 + 2,7+ 1298 + 0,5*
Dia 30 117,5 £ 1,7* 126,5 + 2,1+ 133,6 + 0,4* 18G,1 4 2,1* 106,2 + 0,5+ 114,8 + 1,9* 125,5 + 1,8 198,6 + 1,4*
Dia 35 134,5 + 2.,5* 129,4 + 2,7 125,2 + 2,4* 1256 + 2,6 112,2 + 1,8% 117,0 + 1,0* £32,8 + 1,4~ 1373 + 2.0*
Diz 40 134,1 + 1,8* 156,3 + 1,9* 129,2 + 2,2+ 138,0 + 2,3* 135,3 4+ 0,6 132,8 + 2,5 153,5 4+ 1,0* 00,3 + 2,9*
Dia 45 1573 +£ 2,9* 152,6 + 2,4* [13,7 + G,8* 113,6 + 1,1* 128,4 + 2,3* 128,7 + 2,3 153.8 + 2,1* 155,7 £ 0.8*
Dia 50 67,4 + 1,3* 172,5 + 1,3* 93,7 + 2,0* 123,2 + 4,4* 1289 4 1,7* 142,9 + 2,6+ 2045 + 3,4+ 206,6 + 0,9*

El simbolo * en una misma fila indica diferencias significativas entre ratones No Tratados y Tratados para un mismo sexo y nivel proteico dietario. P<0,05 segin el test de comparacién multiple LSD.
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Tabla 20. Efecto de la administracién exdgena de thGH sobre el Incremento acumulado de proteina y sobre las velocidades absoluta y fraccional de crecimiento de la

proteina de! miisculo gastrocnemio de ratones BALB/c de ambos sexos entre 25 y 50 dias de vida y sometidos a dos niveles de protefna dietaria {12 y 20%).

INCREMENTO ACUMULADO DE FROTEINA (IAPM)(mg)

12% PROTEINA

20% PROTEINA

NO TRATADOS TRATADOS NO TRATADOS TRATADOS
Hembras Machos Hembrag Machos Hembras Machos Hembras Machos
Edad
Dia 25 2,37 + 0,17+ 3,68 + 0,i8* -0,12 £ 0,01* -0,44 + 0,07+ 0,96 + 0,23* 1,33 + 0,03+ 2,15 + 0,23+ 1,78 + 0,16*
Dia 30 3,74 + 0,34 2,84 + 0,45 -0,12 + 0,01* 0,61 + 0,09* 2,15 + 0,08 1,56 + 0,14 2,71 £ 0,44 1,90 & 0,43
Dia 35 3,16 + 0,19* 4,20 £ 0,39+ -0,24 + ¢,02* -0,92 + 9,10+ 2,75 + 0,24* 2,12 + 0,08 4,03 + 0,36* 3,38 4 0,20%
Dia 40 4,70 + 0,37+ 5,51 + 0,61~ -0,27 + 0,02* -1,25 £ 0,15% 3,66 + 0,46% 3,05 + G,21% 6,49 + 0,71+ 5,44 + (0,54%
Dia 45 5,88 + 0,35* 5,56 4 0,90+ 0,33 + 0,02+ -1,53 + 0,08+ 4,16 + 0,10+ 3,71 + 0,27 8,54 + 1,00+ 8,05 £+ 0,61*
Dia 50 6,34 + 0,46 7,81 + 0,80+ -0,47 + 0,03+ -1,63 + 0,17 4,43 + 031 3,94 £+ 0,56* 12,12 + 0,88+ 10,09 + 0,94*
VELOCIDAD ARSOLUTA DE CRECIMIENTO DE LA PROTEINA (VAPtM)(mg/dia)
12% PROTEINA 20% PROTEINA
NO TRATADOS TRATADOS NO TRATADOS TRATADOS
Hembras Magchos Hembras Machos Hembrag Machos Hembras Machos
Edad
Dia 25 0,474 + 0,034% 0,737 + 0,038+ -0,024 + 0,003+ -0,088 + 0,015* 0,194 + 0,047* 0,267 + 0,007* 0,431 + 0,048* 0,358 + 0,033+
Dia 30 0,374 + 0,034* 0,284 + 0,046% -0,012 + 0,001* -0,062 £ 0,610+ 0,216 + G,009 0,156 + 0,014 0,271 £ 0,041 0,190 + 0,044
Dia 35 0,211 + 0,013+ 0,280 + 0,026+ -0,017 + 0,002+ -0,061 + 0,007+ 0,183 £+ 0,017+ 0,142 + 0,006* 0,269 + 0,024* 0,225 + 0,014~
Dia 40 0,235 4 G,019*% 0,276 + 0,031+ 0,014 + 0,000* -0,063 + 0,008+ 0,198 + 0,023+ 4,153 + 0,611* 0,325 + 0,036" 0,272 + 0,027*
Dia 45 0,235 + 0,014+ 0,223 + 0,036+ -0,013 4 0,001+ -0,061 4 0,003% 0,167 + 0,004* 0,149 + 0,011* 0,342 + 0,040* 0,322 + 0,025+
Dia 50 0,211 + 0,016* 0,261 + 0,027+ -0,016 + 0,001+ -0,054 + 0,006* 0,148 + 0,010* 0,131 + 0,019* 0,404 + 0,030* 0,336 + 0,032+
VELOCIDAD FRACCIONAL DE CRECIMIENTO DE LA PROTEINA (VFPAM) (%/dia)
12% PROTEINA 20% PROTEINA
NO TRATADOS TRATADOS NO TRATADOS TRATADOS
Hembras Machos Hembras Machos Hembras Machos Hembras Machos
Edad
Dia 25 12,75 + 1,08% 15,91 + 1,10% -0,28 + 0,03 -0,84 + 0,14* 2.62 + 0,62* 3,30 + 0,14% 9,25 + i,30% 4,30 £ 0,4+
Dia 30 4,85 + 0,49+ 4,00 + 1,01 0,14 + 0,01 0,58 + 0,00% 2,82 £ 0,20* 1,98 + 0,16* 7,81 £ 1,36% 2,34 + 0,52
Dia 35 3,09 + 0,30+ 4,00 + 0,86+ -0,39 + 0,01* 0,58 + 0,06~ 2,59 + 0,27+ 1,71 + 0.13% 7,56 + 1,90 2,71 + 0,30*
Dia 40 3,54 + 0,33 4,19 + 0,51+ -0,15 £ 0,01* -0,60 + 0,07* 2,81 + 0 41* 1,92 + 0,16 6,22 + 0,81+ 3.26 + 0,33+
Dia 45 3,93 + 0,48* 3,76 + 1,11+ 005 + 0,00* 0,58 + 0,03+ 2,31 + 0,13+ 1,80 + 0,15% 7.06 + 0,73+ 3,87 + 0.23*
Dia 50 3,56 + 0,39+ 3,48 + 0,32% -0,18 + 0,01* -0,51 + 0,05 1,88 + 0,28* 1,57 £ 0,22% 7.82 + 1,03* 4,04 4 0,33*

El simboio * en una misma [ila indica

ionificativas entre ratones No Tralados y Tratados para un mismo sexe y nivel proteico dietario. p < 0,05 segin ¢l test de comparacion multiple LSD.
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Tabla 22. Valor de las pendientes de las rectas de regresion frente a la Edad y su error de las variables: peso corporal final, peso muscular,
fndice miosomdtico y protefna absoluta y relativa del mdsculo gastrocnemio de ratones BALB/c de ambos sexos entre 25 y 50 dias de vida,

No Tratados y Tratados con thGH y sometidos a dos niveles de protefna dietaria (12% y 20%).

12% PROTEINA 20% PROTEINA
NO TRATADOS TRATADOS NO TRATADOS TRATADOS
variables SEX0 pendiente  error pendiente  error pendiente  error pendientte  error
g 0,190 0,034 0,176 0,027 0,278 0,026* 0,363 0,031*
Peso corporal
o 0,193 0,027 0,189 0,021 0,260 0,043* 0,357 0,031*
g 0,0011  0,0002 0,0008  0,0001 (,0613  0,0001 0,0015  0,0002
Peso muscular
g 0,0010 0,0001* 0,0005 0,0001* 0,0015  0,0001 0,0015  0,0001
@ 0,0183 0,0107* -0,0019 0,0097* 0,0029 0,0044* -0,0179  0,0130*
Indi i0somti
oo MOSOmENee -0,0008  0,0091% -0,0298 0,0096* 00223  0,0120% 10,0148 0,0062*
g 0,285 0,028+ -0,035 0,013% 0,179  0,019* 0,463 0,046*
Proteina/ érgano
d 0,288 0,029+ -0,070  0,020* 0,205  0,018%* 0,414  0,049*
? 1,594  0,248% -1,932  0,155% 0,359 0,379* 2,862 0,289*
Proteina/g
=y 1,58¢  0,233% -1,941  0,339% 0,531  0,218% 1,819  0,610%

A%

El simbolo * en una misma fila indica diferencias significativas entre ratones No Tratados y Tratados para un mismo sexo y nivel proteico dietario.

P < 0,01 segun &l analisis de Dumsmy variables.



Tabla 23. Valor de las pendientes de las rectas de regresion frente a la Edad y su error de las variables Incremento acumulado de peso muscular
(IACM), Velocidades absoluta (VACM) y fraccional (VFCM) de crecimiento ponderal, Incremento acumulado de Proteina (JAPrM) y
Velocidades absoluta (VAPrM) y fraccional (VEPIM) de protefna del miisculo gastrocnemio de ratones BALB/c de ambos sexos entre 25 y 50
dias de vida, No Tratados y Tratades con rhGH y sometidos a dos niveles de proteina dietaria (12% y 20%).

12% PROTEINA 20% PROTEINA
NO TRATADOS TRATADOS NO TRATADOS TRATADOS
variables seX0 pendiente  error pendiente  error pendiente  error pendiente  error
0,0010  0,0001 0,0009  0,00009 0,0012  0,0001 0,0014 0,0001
IACM
d 0,0007  0,0001%* 0,0005  0,00006* 0,0011  0,0001* 0,0015 0,0001*
¢ -0,048 0,008+ -0,017 0,007+ 0,018  0,009* 0,0007  0,007*
C
vacM d -0,063 0,013* -0,013  0,004* -0,039  0,008* 0,0058  0,008*
§ -1,513 0,306* -0,273  0,144* 0,347 0,208 0,063 0.178
VFCM
d -1,413 0,313% -0,240  0,081* 0,780 0,170* 0,100 0,145%*
b 0,159 0,017* -0,013  0,001* 0,140  0,013* 0,390  0,030*
TAPM a 0,172 0,030* -0,051  0,005* 0,110 0,013% 0,350  0,020%*
g 0,009  0,001* 0,0002  0,0001* -0,002  0,0010* 0,0007 0,002+
VAPM
g d 0,014  0,003* 0,0009  0,0004* -0,009  0,0008* 0.0019 0,001*
? 2,750 0,590* 0,028 0,012+ -0,280 0,165 -0,490 0,580
VFPM o
: -3,020 Q,770% 0,090 0,040* -0,510 0,111* 0,210 0,223~ "

El simbolo * en una misma fila indica diferencias significativas entre ratones No Tratados y Tratados para un mismo sexo y nivel proteico dietario.
P < 0,01 segiin ¢l andlisis de Oummy variabies.
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Grifica 1. Evolucién temporal del Peso muscular (a) y de la Proteina muscular abseluta (b) en ratones
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Grifica 2. Evolucion temporal del Pese muscular (a) v de la Proteina muscular abseluta (b) en ratones
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Grifica 3. Evoiucion temporal del Incremento proteico muscular (a) y de la Velocidad Fraccional de
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Grafica 4. Evolucion temporal del Incremento proteico muscular (a) y de la Velocidad Fraccional de
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4.3. EFECTOS DE LA ADMINISTRACION EXOGENA DE LA HORMONA
SOMATOTROPA (rhGH) SOBRE EL CRECIMIENTO DEL MUSCULO
GASTROCNEMIO EN RATONES BALB/c DE AMBOS SEXO0S, ENTRE 25 Y 50
DIAS DE VIDA Y SOMETIDOS A DOS NIVELES DE PROTEINA EN LA
DIETA (12 Y 20%) (Tablas 17-23, Gréficas 1-4).

La EDAD, el TRATAMIENTO y la DIETA influyen muy significativamente
sobre todos los pardmetros estudiados, a excepcidn del IMS segtin el andlisis de la
varianza de tres factores (Tabla 21).

El efecto bifdsico de la hormona es evidente sobre el crecimiento corporal y
muscular en todos los animales T respecto a los NT de acuerdo con el test L.SD, ya
que durante la primera etapa del tratamiento (25-35 dias) disminuyen tanto los
valores de peso (PCF, PM) (Tabla 17, compdrese grificas la y 2a) como las
variables JACM y VACM y VFCM (Tabla 18).

Sin embargo en la segunda etapa (35-50 dias), los valores de peso se
incrementan hasta alcanzar el valor de los animales NT, a excepcion de los
correspondientes al grupo d 12% T, que no se recuperan (Tabla 17).

Los valores de JACM y las VACM y VFCM solo aumentan en los grupos
de animales sometidos al 20% de proteina, permaneciendo inferiores a los controles
en los grupos de menor nivel proteico (12%) (Tabla 18).

Este comportamiento depende fundamentalmente de la influencia de las
interacciones ExT, TxD y ExTxD (Tabla 21), que también se manifiestan sobre los
parametros relacionados con la proteina muscular.

Asi, s6lo los animales ¢ y ¢ 20% T aumentan los valores de PrA y PrR en
relacion a los animales NT respectivos a pesar de un {igero descenso a los 25 dias
de vida (Tabla 19). Ello es consecuencia de la elevacion del TAPrM, asi como de
las velocidades VAPrM y VFPrM en relacion a los animales control a lo largo del
estudio, aunque no presentan diferencias a dia 30 de vida (Tabla 20, Graficas 3a y
4a, 3b y 4b).
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Por el contrario, todos los pardimetros antedichos resultan menores en los
animales 12% T respecto a los del 12% NT, ya que la negatividad de los valores de
[IAPrM, VAPIM y VFPrM impiden el crecimiento de la proteina muscular (Tablas
19 y 20, Gréficas 3a y 4a, 3b y 4b).

El estudio estadistico de las pendientes de las rectas de regresion (Tablas 22
y 23) indica que los animales T del 12% de proteina tienen un crecimiento mds
lento de]l PM y del IACM en relacidn a los animales NT, aunque las VACM y
VFCM tienen menor rapidez de decrecimiento.

La disminucién de los valores de la proteina muscular y del IAPrM respecto
a los animales NT (Tablas 19 y 20) se acompafia, no obstante, de menores pérdidas
temporales de las velocidades de crecimiento en relacion a las obtenidas por los
animales 12% NT (Tablas 22 y 23).

También los animales T sometidos al 20% de proteina presentan una mayor
o idéntica aceleracidn en el crecimiento del PCF y del PM, respectivamente, que los
animales 20% NT, junto con una mayor rapidez en el desarrollo de las variables
JACM, VACM y VFCM. Los valores relacionados con la proteina tienen un
crecimiento mds acelerado en los animales 20% T respecto de los controles 20%
NT.
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Grifica 5. Relacion entre el Incremento proteico muscuiar (Y) v las Ingestas Pmoteica (X) (a) y
Energética (X) (b) en ratones BALB/c de ambos sexos entre 25 y 30 dias de vida, No Tratados (NT)
y sometidos a dos niveles de proteina dietaria (12 v 20%).

a b
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supesindices (diferencias entre pendientes): letras distintas indican dif, sig. entre sexos para una misma dieta v un mismo tratamiento, Numeros
distintos indican dif: sig. enire dietas para un mismo sevo v un mismo tratamiento. El asterisco marea las diferencias entee NT v T,



Grafica 6.
Energética (X) (b) en ratones BALB/c de ambos sexos entre 25 y 50 dias de vida, Tratados con vhGH
(T) y sometidos a dos niveles de proteina dietaria (12 y 20%).
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supetindices (diferencias entre pendientes): letras distintas indican dif. sig. entre sexos para una miisma digta y un mismo tratamiento. Nimeros
distintos indican dif. sig. entre diclas para un mismo sexo y un mismo tratamiento. El asterisco marca las diferencias entre NT y T.
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Grafica 7. Relacion entre la Proteina muscular absoluta (Y) v la Proteina de la carcasa {X) en ratonss
BAI B/ de ambos sexos entre 23 y 50 dias de vida, No Tratados (NT) v sometidos a dos niveles de
proteina dietaria (12 v 20%).
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superindices (difercncias entie pendientes): letras distintas indican dif” sig. entre sexos para una misma dieta ¥ un musmo lratmiento. Numeros
distintos indican dif sig, enire diclas para un misme sexo v un mismo tratamiento. B asterisco marca las diferencias entre NT v
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Grafica 8. Relacion entre la Proteina muscular absoluta (Y) y la Proteina de la carcasa (X) en ratones
BALB/c de ambos sexos, entre 25 y 50 dias de vida, Tratados con rhGH (1) y sometidos a dos
niveles de proteina dietaria (12 y 20%).
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superindices (diferencias entre pendientes): letras distintas indican dif. sig, entre sexos para una misma dieta y un mismo tratamiento. Nimeros
distintos indican dif. sig. entre dietas para un mismo sexo y un mismo tratamiento. El asterisco marca las diferencias entre NT y T.
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Grafica 9. a). Relacion entre ¢l Peso Muscular (Y) y ¢l Peso Corporal Final (X). b) Relacion entre la
Proteina Muscular Absoluta (Y) y el Peso Muscular (X) en ratones BALB/c de ambos sexos enire
25 y 50 dias de vida , No Tratados (NT) y sometidos a dos niveles de proteina dietaria (12 y 20%).
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Grifica 10. a) Relacién entre el Peso Muscular (Y) y el Peso Corporal Final (X} b) Relacion entre la
Proteina Muscular Absoluta (Y) y el Peso Muscular (X) en ratones BALB/¢c de ambos sexos entre 25 v
50 dias de vida, Tratades con GH (T) y sometidos a dos niveles de proteina dietaria (12 y 20%).
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superindices (diferencias ente pendientes): letras distintas indican dif sig. entre sexos para una misma dieta y un mismo Iratamiento. Nimeros
distintos indican dif. sig. entre dietas para un mismo sexo y un mismo tratamiento. El asterisco marca las diferencias entre NT y T.
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Gnifica 11. Relacion entre la Velocidad fraccional de crecimiento de 1a Proteina muscular (Y) v la
Velocidad fraccional de crecimiento de peso muscular (X) en ratones BALB/c de ambes sexos entre
25 y 50 dias de vida, No Tratados (NT) y sometidos a dos niveles de proteina dietaria (12 y 20%).
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superindices (diferencias entre pendientes): letras distintas indican dif. sig. entre sexos para una misma dieta ¥ un mismo tratamiento. Nomeros
distintos indican dif. sig. entre dietas para un mismo sexo ¥ un mismo iratamiento. El asterisco marca las diferencias entre NT v T.
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Gnifica 12. Relacion entre la Velocidad fraccional de crecimiento de la Proteina muscular (Y) y la
Velocidad fraccional de crecimiento de peso muscular (X) en ratones BALB/¢ de ambos sexos entre
25 y 50 dias de vida, Tratados con rhGH (T) vy sometidos a dos niveles de proteina dietaria (12 y

20%).
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4.4. DINAMICA DE CRECIMIENTO DEL MUSCULO GASTROCNEMIO EN
RATONES BALB/c NO TRATADOS (NT) Y TRATADOS CON rhGH (T).

- Relacion entre el incremento proteico muscular y las ingestas proteica (IP) y
energética (IE) (Grdficas 5ay b, 6a 'y b).

De acuerdo con las ecuaciones de regresion correspondientes, existe una
correlacion lineal entre el depdsito de proteina muscular y las ingestas proteica y
energética, de tal modo que el incremento de la proteina es directamente
proporcional al aumento de las ingestas para todos los animales estudiados, a
excepcidn de fos grupos 2 y J 12% T en los que resulta inversamente proporcional.

La utilizacion de la proteina ingerida (Gréafica 5a) es mejor por parte de los
animales del 12% NT respecto a los de mayor nivel proteico, mientras que la IE es
utilizada (Gréfica 5b) de forma similar por todos los grupos NT. Sin embargo, tanto
la IP como la IE son mejor utilizadas por los animales T sometidos al 20% de
proteina (Grifica 6a y b).

Por otra parte, la administracién de la hormona rhGH induce un mayor
depdsito de proteina muscular en los animales T sometidos al 20% de proteina, a
partir tanto de la IP como de la IE respecto de los grupos del 20% NT, mientras que
los grupos 12% T utilizan peor ambas ingestas que sus controles NT, siendo el grupo

d" 12% T el que presenta la peor utilizacién (compérese graficas y ecuaciones 5a-6a
y 5b-6b).

- Relacion entre la proteina muscular y la proteina de la carcasa (Grdficas 7 v 8).

El aporte de la proteina muscular a la proteina de la carcasa se incrementa
a medida que aumenta esta (ltima en todos los animales estudiados, a excepcién de
los grupos 2 y & 12% T en los que resulta inversamente proporcional, de acuerdo

con las ecuaciones de regresion lineal respectivas (Graficas 7 y 8).
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En los animales NT la coatribucién de la proteina muscular/g de proteina
de la carcasa es mayor en los grupos sometidos al 12% de proteina dietaria (Grafica
7), mientras que por el contrario, en los animales T la mayor contribucidn
corresponde a los grupos del 20% T, no sélo respecto a los grupos T de menor nivel
proteico {cuya pendiente es negativa)(Grafica 8), sino también respecto a los grupos

20% NT (compdrese grificas y ecuaciones 7 y 8).

- Relaciones alométricas entre el peso muscular y el peso corporal final y entre la

proteina muscular y el peso muscular (Grdficas 9a y b, 10a y b).

El crecimiento del musculo gastrocnemio es proporcional al del peso corporal
en todos los animales NT (coeficiente alométrico = 1) a excepeidn del grupo ¢ 12%
NT, cuyo crecimiento muscular es superior al corporal (b= 1,40) a consecuencia de
diferencias de caricter sexual y dietario (Gréfica 9a).

El crecimiento muscular en los animales T, aunque con coeficientes
ligeramente inferiores a 1 respecto al PCF, es casi proporcional a éste en todos los
grupos, a excepcion del grupo J 12% T cuyo coeficiente alométrico es el mds bajo
{b=0,60) (Grafica 10a).

Siempre, el porcentaje de contribucidn del peso muscular respecto al peso
corporal es menor en los animales 12% T respecto de los grupos 12% NT, e igual
en los sometidos al 20% de proteina respecto a sus controles (20% NT) (compdrese
gréficas y ecuaciones 9a y 10a).

También los grupos 12% NT y especialmente los animales ¢ 12% NT
presentan los mayores coeficientes alométricos entre la proteina muscular y el peso
del muisculo (Grdfica 9b) respecto de los animales del 20% NT, lo que indica las
diferencias dietana y sexual de esta alometria.

Por su parte, son los grupos de mayor nivel proteico (20% T) los que aportan
una mayor cantidad de proteina al peso muscular tanto respecto a ios animales
sometidos al 12% T (Grafica 10b) como a los controles 20% NT (compdrese

graficas y ecuaciones b y 10b).
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- Relacion entre la velocidad fraccional de crecimiento de la proteina muscular y

la velocidad fraccional de crecimiento de peso muscular (Graficas 11y 12).

Ambas velocidades son directamente proporcionales entre si en todos los
animales estudiados, a excepcion de los grupes &'y € 12% T en los que son
inversamente proporcionales.

La dieta del 12% de proteina proporciona una mayor pendiente en los
animales NT respecto a los grupos NT del 20% de proteina (Grdfica 11), mientras
que es muy superior en los grupos 20% T, tanto respecto de los animales 12% T

(Gréfica 12) como de los grupos 20% NT (compdrese graficas y ecuaciones 11 y
12).
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Tabla 24. Influencia de la Edad, la Dieta y el Sexo sobre el crecimiento celular
muscular: DNA absoluto, DNA relativo y numero de nucleos del musculo
gastrocnemio de ratones BALB/c de ambos sexos entre 25 y 50 dias de vida, No
Tratados (NT) y sometidos a dos niveles de proteina dietaria (12 y 20%}).

DNA ABSOLUTO (pg/6rgano)

12% PROTEINA 20% PROTEINA
Hembras Machos Hembras Machos
Edad
Dia 25 103 + 22t 246 + 62" 95 + 48+ 141 + 10*+"
Dia 30 223 + b+ 104 4 4b+* 220 + ot 133 + g+t
Dfa 35 99 4 42" 172 4 3¢F" 148 + 6°%° 220 + 5°*°
Dia 40 168 + 5°° 181 + 9¢* 217 + 4b+* 332 + 6¢t+*
Dia 45 220 + 2P 235 + 7 233 + 6°* 268 + [19%”
Dia 50 237 + 74 232 + 5 237 + 8°F 341 + 119+
DNA RELATIVO (mg/g)
12% PROTEINA 20% PROTEINA
Hembras Machos Hembras Machos
Edad
Dia 25 2,3 + 0,020+ 3,8 + 0,100*° 1,6 + 0,012*" 2,4 + 0,022t
Dia 30 2,4 + 0,015 1,4 + 0,030%" 2,6 + 0,017*" 1,9 + 0,01°+"
Dia 35 1,3 + 0,03 2,1 + 0,01°%" 1,9 + 0,02¢%" 2,9 + 0,01°t"
Dia 40 2,1 + 0,03¢%" 2,3 + 0,049%° 2,5 + 0,024%" 3,9 + 0,02¢*"
Dia 45 2,9 + 0,01°" 2,9 + 0,01°" 2,5 + 0,014+" 2,6 + 0,01°%"
Dia 50 2,7 + 0,01T+" 2,3 + 0,014%" 2,5 + 0,019* 3.7 + 0,01f"
NUMERO DE NUCLEOS {millones/érgano)
12% PROTEINA 20% PROTEINA
Hembras Machos Hembras Machos
Edad
Dia 25 16,6 + 0,322F 39,7 + 0,632+" 15,3 + 0,767 22,4 + 0,728+
Dia 30 34,3 + 0,93°F 16,7 + 0,64°*" 35,5 + 1,12b% 21,4 + 0,81*%°
Dia 35 15,8 + 0,732 %" 27,1 + 0,945 24,1 + 0,66°%" 35,6 + 1,190+
Dia 40 27,1 + 1,07°° 29,2 + 1,24 34,8 + 1,33 52,8 + 2,45+
Dia 45 35,5 + 1,175 37,9 + 1,11* 36,9 4 1,16°% 43,2 + 1,739+"
Dia 50 38,3 + 1,459 37,3 + 1,11*" 37,9 + 0,990 55,0 + 2,48°%"

Cadza valor es la media + error estidndar de la media para 5 ratones/dia.
Letras distintas en cada columna indican diferencias significativas edad-dependientes.

+ indjca diferencias significativas entre sexos para una misma edad e igual nivel proteico.
* indica diferencias significativas entre niveles proteicos para una misma edad e igual sexo.
P <0,05 segun el test de comparacién miltiple L.SD.
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Tabla 25. Influencia de la Edad, la Dieta y el Sexo sobre el tamafio celular: peso
muscular/nimero de miicleos y proteina/DNA de! miisculo gastrocnemio de ratones
BALB/c de ambos sexos entre 25 y 50 dias de vida, No Tratados (NT) y sometidos
a dos niveles de protefna dietaria (12 y 20%).

PESO MUSCULAR/NUMEROQO DE NUCLEOS (ng)

12% PROTEINA 20% PROTEINA
Hembras Machos Hembras Machos
Edad
Dia 25 2,69 + 0,03**" 1,63 + 0,03**° 3,78 + 0,04°+" 2,57 + 0,022+
Dia 30 2,54 + 0,022%" 4,53 + 0,11b+" 2,35 + 0,01°*"° 3,32 + 0,03"+°
Dia 35 4,69 + 0,13°*" 2,99 + 0,03 3,19 + 0,00°+" 2,18 + 0,01°*"
Dia 40 2,96 + 0,04¢+" 2,69 + 0,054%" 2,49 + 0,029+° 1,59 + 0,019+"
Dia 45 2,12 + 0,019 2,12 + 0,01¢° 2,52 + 0,029*° 2,35 + 0,02°%"
Dia 50 2,33 + 0,020" 2,66 + 0,024+* 2,53 + 0,029*" 1.69 + 0,015+
PROTEINA/DNA MUSCULAR (mg/mg)
12% PROTEINA 20% PROTEINA
Hembras Machos Hembras Machos
Edad
Dia 25 58,8 + 1,5%+" 36,5 + 0,82+" 97,1 + 1,28*" 56,2 + 1,02%
Dia 30 46,0 + 0,6+ 92,3 + 3,00*" 40,2 + 0,4°*" 61,5 + 0,9°+"
Dia 35 100,7 + 2,7°+" 61,1 + L,1°%" 57,7 + 0,9¢* 41,0 + 0,4°*"
Dia 40 64,5 + 1,02" 68,1 + 0,9°" 54,3 + 0,79*" 34,1 + 0,59+"
Dia 45 53,6 + 1,14 52,5 + 0,8" 52,3 + 1,24% 48,7 + 0,8°+"
Dia 50 63,8 + 0,72%" 73,6 + 0,8¢*" 52,6 + 0,99+ 39,0 + 08"

Cada valor es Ia media + error estindar de la media para 5 ratones/dia.
Letras distintas en cada columna indican diferencias significativas edad-dependientes.

+ indica diferencias significativas entre sexos para una misma edad e igual nivel proteico.
* indica diferencias significativas entre niveles proteicos para una misma edad e igual sexo.
P<0,05 segiin el test de comparacién miltiple LSD.
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Tabla 26. Influencia de la Edad, la Dieta y el Sexo sobre la cantidad absoluta y
relativa del enzima desoxirribonucleasa acida del musculo gastrocnemio de ratones
BALB/c de ambos sexos entre 25 y 50 dias de vida, No Tratados (NT) y sometidos
a dos niveles de proteina dietaria (12 y 20%).

DNasa ACIDA ABSOLUTA (Ul/érgano)

12% PROTEINA

20% PROTEINA

Hembras Machos Hembras Machos
Edad
Dia 25 1,87 + 0,06*+" 3,28 + 0,13*F° 2,85 + 0,13*" 2,65 + 0,14%"
Dia 30 4,69 + 0,03°+" 3,49 + 0,07°0+" 3,50 + 0,13°*" 2,89 + 0,072*"
Dia 35 3,08 + 0,05 3,20 + 0,07*" 3,76 + 0,05°+" 4,14 + 0,04°*"
Dia 40 2,85 + 0,07°" 2,85 + 0,07°" 4,23 + 0,14°%" 5,23 + 0,13¢+"
Dia 45 3,05 + 0,06°+" 3,57 + 0,10°%" 5,43 + 0,109%" 4,72 + 0,114+
Dia 50 3,56 + 0,159+ 4,75 + 0,09%+" 4,77 + 0,08 4,94 + 0,08

DNasa ACIDA RELATIVA (Ul/g)
12% PROTEINA 20% PROTEINA

Hembras Machos Hembras Machos
Edad
Dia 25 41,9 + 0,5%%"° 50,5 + 0,1&*" 49,3 + 0,22+ 45,1 + 0,32%"
Dia 30 51,5 + 0,5P+" 46,3 + 0,4°*" 42,0 + 0,8°*° 40,5 + 0,40+
Dia 35 41,4 + 0,124+ 39,6 + 0,3°+" 52,1 + 0,5°%" 53,5 + 0,2¢t"
Dia 40 35,7 + 0,3°" 36,3 + 0,3%" 490 + 0,62%° 55,6 + 0,39+"
Dia 45 40,5 4 0,5%*° 44,2 + 0,2+ 58,3 + 054" 46,6 + 0,3¢+"
Dia 50 40,0 + 0,6°%" 48,2 + 0,1f+" 498 + 0,62 53,3 + 0,8t"

Cada valor es la media + error estindar de la media para 5 ratones/d{a.

Letras distintas en cada columna indican diferencias significativas edad-dependientes.

+ indica diferencias significativas entre sexos para una misma edad e igual nivel proteico.
* indica diferencias significativas entre niveles proteicos para una misma edad e igual sexo.
P < 0,05 segiin ¢l test de comparacién miltiple L.SD.
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Tabla 27. Influencia de la Edad, la Dieta y el Sexo sobre la actividad especifica del
enzima desoxirribonucleasa acida y sobre la razén DNasa dcida/DNA del miusculo
gastrocnemio de ratones BALB/c de ambos sexos entre 25 y 50 dias de vida, No

Tratados (NT) y sometidos a dos niveles de protefna dietaria (12 y 20%}).

DNasa ACIDA/PROTEINA MUSCULAR (Ul/mg)

12% PROTE{NA

20% PROTEINA

Hembras Machos Hembras Machos
Edad
Dia 25 0,30 + 0,009 0,36 + 0,0082%" 0,30 + 0,0022% 0,33 + 0,004**"
Dia 30 0,45 + 0,0150+" 0,36 + 0,0142+" 0,39 + 0,000P+" 0,35 + 0,003**"
Dia 35 0,31 + 0,011 0,30 + 0,014 0,46 + 0,008 0,45 + 0,005
Dia 40 0,26 + 0,005°*" 0,23 + 0,008+ 0,36 + 0,0034+" 0,41 + 0,010°*"
Dia 45 0,25 + 0,007%4*+* 0,29 + 0,011b4+" 0,45 + 0,011°*" 0,36 + 0,00724+"
Dia 50 0,24 1 0,0084+" 0,27 + 0,0049+" 0,38 + 0,004 0,37 + 0,011%"

DNasa ACIDA/DNA MUSCULAR (Ul/mg)
12% PROTEINA 20% PROTEINA

Hembras Machos Hembras Machos
Edad
Dia 25 18,2 + 0,42F" 13,3 + 0,4*+" 30,0 + 0,37+ 18,7 + 0,22+
Dia 30 21,1 + 0,2b+° 33,8 + 0,9"*" 15,9 + 0,2b+" 21,7 + 0,1°*"
Dia 35 31,3 + 0,8¢*" 19,1 + 0,3°* 26,8 + 0,3°%" 18,8 + 0,22F
Dia 40 17,0 + 0,24 15,7 + 0,39 19,7 + 0,49t" 14,3 + 0,18
Dia 45 13,8 + 0,2¢%" 15,1 + 0,19%* 23,7 + 0,2¢%* 17,6 + 0,14+"
Dfa 50 15,0 + 0,28%° 20,7 + 0,1°+" 20,3 + 0,39+* 14,6 + 0,2°%"

Cada valor es la media + error estindar de la media para 5 ratones/dia.
Letras distintas en cada columna indican diferencias significativas edad-dependientes.

+ indica diferencias significativas entre sexos para una misma edad e igual nivel proteico.
* indica diferencias significativas entre niveles proteicos para una misma edad e igual sexo.
P < 0,05 segin el test de comparacién multiple LSD,



Tabla 28. Andlisis de la varianza trifactorial (ANOVA 2x2x6)* de los efectos directos e interacciones de 1a Edad (E), 1a Dieta (D) y el Sexo (S) sobre el
estudio del crecimiento celular® del musculo gastrocnemio de ratones BALB/c de ambos sexos entre 25 v 50 dias de vida, No Tratados (NT) y sometidos

a dos niveles de proteina dietaria (12 y 20%).

DNA/6rgano | DNA/g NN Peso/NN | Protefna/DNA | DNasa/drgano | DNasa/g | DNasa/Protefna | DNasa/DNA
EDAD 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001
DIETA 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001
SEXO 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 NS 0,0095 0,0001 0,0001 0,0001
ExD 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001
ExS 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001
DxS 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0032 0,0001
ExDxS§ 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,000] 0,0001 0,0001 0.0001 | 0,0001

1. Valor de la probabilidad (p<0,05). NS - No significativo.
2. Variables dependientes: DNA absoluto (DNA/6rgano) y relativo (DNA/g), nimero de nicleos (NN), peso muscular/mimero de miicleos

(peso/NN), Protefna/DNA, DNasa 4cida absoluta (DNasa/6rgano) y relativa (DNasa/g) y actividad especifica DNasa dcida/proteina
(DNasa/Protefna) y la razén DNasa dcida/DNA (DNasa/DNA).

¢Sl



Tabla 29. Relacién con la Edad de las variables: DNA absoluto y relativo, nimero de micleos, peso muscular/mimero de micleos y
proteina/DNA del miisculo gastrocnemio de ratones BALB/c de ambos sexos, entre 25 y 50 dfas de vida, No Tratados (NT) y sometidos
a dos niveles de protefna dietaria (12 y 20%).

12% PROTEINA

20% PROTEINA

Variable SeX0 ecuacisn® error'®) r sig.
? y=0,101 + x0,0041 0,0009*f 0,623  0,0002
DNA/6
rgano & y=0,161 + x40,0019 0,0010°' 0,319 NS
y=1,892 + x40,0229 0,0103*! 0,385 NS
DNA/
£ & y=2,713 - x0,0139 0,0165"7 0,157 NS
? y=16,378 + x0,675 0,160%! 0,623 0,0002
Nimero de ,
nficleos & y=25,961 + x0,306 0,173° 0,316 NS
? y=3,366 - x0,027 0,018 .0,274 NS
Peso misculo/ ]
2° de niicleos @ y=3,009 + x0,013 0,019? 0,129 NS
Q y=63,71 + x0,0399 0,399%! 0,019 NS
Proteina/DNA
rotelna o y=56,70 + xG,4195 0,395°1 0,19 NS

ecuacion™™ error® T sig.

y=0,110 + x0,0046 0,000822 0,737  0,0000
y=0,088 + x0,0086 0,0009°2 0,875  0,0000
y=1,866 + x0,0231 0,0065°1 0,554  0,0015
y=1,927 + x0,0549 0,0115%2 0,667  0,0001
y=17,964 + x90,730 0,128°! 0,732 0,0000
y=14,246 + x1,392 0,1452 0,875  0,0000
y=3,450 - x 0,036 0,00822 0,612  0,0003
y=3,071 - x0,045 0,009%! 0,664  0,0001
y=78,03 - x-1,0856 0,340%% 20,515 0,0035
y=59,92 - x0,7519 0,164¥2 0,653  0,0001

(A) Ecuaciones de regresidn entre cada variable dependiente (Y) y la Edad (X). (B) error estindar de Ja pendiente.
r - Coeficiente de regrestén lineal de Pearson. sig. - significacién de la correlacién. NS - No significativa,
En cada variable: Letras distintas indican diferencias significativas entre sexos para un mismo nivel dietario.

Niimeros distintos indican diferenctas significativas entre niveles proteicos para un mismo sexo.

p<90,01 segin andlisis Dummry variables,

b6l
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Tabla 30. Relacién con la Edad de las variables: cantidad absoluta y relativa del enzima DNasa dcida, actividad especifica DNasa
dcida/protefna y la razén DNasa 4cida/DNA del misculo gastrocnemio de ratones BALB/c de ambos sexos entre 25 y 50 dfas de vida, No

Tratados (NT) y sometidos a dos niveles de protefna dietaria (12 y 20%).

12% PROTEINA

20% PROTEINA

variable sEX0 ecuacidn® error'® r sig.
¢ y=2,847 + x0,0190 0,018721 0,185 NS
DNasa 4cida/
Stgano a y=2,800 + x0,0413 0,0114*! 0,562  0,0012
g y=46,62- x 0,275 0,093 0,485  0,0065
DNasa 4cida/
Nasa dcida/g & y=46,28 x.0,118 0,1062 0,206 NS
¢ y=0,407 - x 0,005 0,0010%!  -0,631  0,0002
DNasa dcida/
protefna F y=0,380 - x0,004 0,0007°!  -0,726  0,0000
? y=24,58 - x 0,296 0,116%! 0,431 NS
DNasa dcida/
DNA & y=21,90 - x0,129 0,15081 0,161 NS

(A) Ecuaciones de regresién entre cada variable dependiente (Y} y la Edad (X). (B) error estindar de la pendiente.
r - Coeficiente de regresidn lineal de Pearson. sig. - significacién de la correlacion. NS - No significativa.
En cada variable: Letras distintas indican diferencias significativas entre sexos para un mismo nivel dietario.

Nimeros distintos indican diferencias significativas entre niveles proteicos para un mismo sexo.

p<0,01 segtin andlisis Dummy variables.

ecuacion™ error® r s1g,
y=2,499 + x40,0907 0,009%2 0,885  0,0000
y=2,292 + x0,1030 0,011%? 0,864  0,0000
y=4522 + x0,276 0,096 0,478  0,0075
y=42,94 + x40,351 0,10122 0,548  0,0017
y=0,349 + x0,002 0,001%2 0,408 NS
y=0,363 + x0,001 0,000% 0,216 NS
y=25,94 - x 0,183 0,098 0,330 NS
y=21,32 - x0,213 0,043 0,701 0,0000
T
~J
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4.5. INFLUENCIA DE LA EDAD, LA DIETA Y EL SEXO SOBRE EL
CRECIMIENTO CELULAR DEL MUSCULO GASTROCNEMIO EN RATONES
BALB/c DE AMBOS SEXOS, ENTRE 25 Y S0 DiAS DE VIDA, NO
TRATADOS (NT) Y SOMETIDOS A DOS NIVELES DE PROTEINA EN LA
DIETA (12 Y 20%) (Tablas 24-30).

Todos los pardmetros relacionados con el crecimiento celular del miusculo
gastrocnemio de ratones no tratados: DNA/drgano, DNA/g, Nimero de nticleos
(NN), Peso muscular/NN, Proteina/DNA, DNasa dcida/6érgano, DNasa 4cida/g,
DNasa dcida/proteina, DNasa dcida/DNA  se encuentran afectados muy
significativamente por la EDAD, segtn el andlisis de la varianza de tres factores
(Tabla 28).

Entre los dias 25 y 50 de vida, se produce en todos los animales NT un
aumento de las cantidades absoluta y relativa de DNA muscular, asi como del
nimero de nicleos/6rgano, a excepcidn del grupo & 12% NT en el que estos
valores descienden (DNA/g) o se mantienen (DNA/érgano, NN) a lo largo de la
experiencia (Tabla 24).

La evolucién de todas las variables mencionadas resulta edad-dependiente en
los animales sometidos al 20% de proteina, mientras que sélo los valores
DNA/érgano y NN del grupo 2 12% NT presentan correlacion temporal
significativa (Tabla 29).

De forma paralela el tamano celular del musculo, expresado mediante las
razones proteina/DNA y peso muscular/nimero de nicleos, evoluciona de forma
diferente a lo largo de la edad segiin el grupo considerado (Tabla 25). Mientras que
ambas razones presentan descensos temporales en los animales del 20% de proteina,
en los grupos del 12% NT bien aumentan (&) o bien disminuyen 0 no se alteran (£),
aunque siempre de forma no correlativa con la edad (Tablas 25 y 29).

Por otra parte, a lo largo del tiempo la cantidad absoluta del enzima DNasa
dcida se incrementa en todos los animales NT, lo que se corresponde con ligeros
descensos de su valor relativo (DNasa 4dcida/g) en los grupos € y & 12% NT,
mientras que aumenta (d) o no se altera (2) en los grupos del 20% de proteina
dietaria (Tabla 26).
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La correlacion lineal temporal de ambas variables es significativa en todos los
animales excepto para los valores DNasa dcida/6érgano (2 12%) y DNasa dcida/g
(" 12%), presentando los mayores coeficientes de correlacion lineal los grupos
sometidos al mayor nivel proteico dietario, especialmente en el valor absoluto del
enzima (2 r=0,885 y o r=0,864) (Tabla 30).

La variacion temporal de Ia actividad especifica de DNasa dcida es diferente
en cada nivel dietario estudiado, disminuyendo en funcién de la edad en los animales
del 12% de proteina e incrementdndose en los alimentados con el 20% de forma
edad- independiente (Tablas 27 y 30).

Por su parte, Ja razén DNasa dcida/DNA sufre descensos en todos los
animales estudiados, a excepcion del grupo d 12% NT en el que se incrementa un
55% sobre el nivel inicial (Tabla 27).

También el crecimiento celular muscular estd influido significativamente por
la DIETA, seguin el andlisis de la varianza de tres factores (Tabla 28).

El test de comparacion miiltiple (LSD) sefala en general, que la cantidad
absoluta y relativa de DNA y el NN se incrementan en los animales alimentados con
la dieta de mayor nivel proteico, siendo mds acentuado el aumento en los animales
d (Tabla 24).

La razon protefna/DNA decrece en los animales ¢ y ¢ 20% NT entre los 30
y 50 dias de vida, mientras que la razon peso muscular/NN es mas variable (Tabla
25).

Asi mismo, los animales bien alimentados presentan un incremento en todos
los parametros relacionados con el enzima DNasa 4cida respecto a los sometidos al
12% de proteina dietaria (Tablas 26 y 27).

El SEXO influye de forma significativa sobre todos los pardmetros
relacionados con el crecimiento celular del misculo, a excepcién de la razon
proteina/DNA, segin el analisis de Ja varianza de tres factores (Tabla 28).

En general, los animales macho presentan un mayor nimero de células y de
niicleos en el musculo gastrocnemio. Por el contrario, el mayor tamafio celular
corresponde a los animales hembra, observdndose mejor la influencia sexual en los

grupos alimentados con el 20% de proteina (Tablas 24 y 25)
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El enzima DNasa dcida, en cualquiera de sus relaciones presenta una gran
variabilidad sexual, por lo que resulta poco clara la significacion de este efecto
(Tablas 26 y 27).

Del estudio de las pendientes de las rectas de regresion (Tablas 29 y 30) se
desprende que todos los pardmetros estudiados en el crecimiento celular, excepto el
tamafio de la célula, crecen mds rdpidamente en los animales sometidos al 20% de
proteina que los de menor nivel de proteina en la dieta. La mayor velocidad de
crecimiento del DNA y las menores pérdidas en la razon proteina/DNA, las
obtienen los animales d' 20% NT respecto de sus .

Por otra parte, mientras que el grupo ¢ 12% NT presenta una mayor
velocidad de crecimiento de DNA muscular y menor velocidad de la razén
proteina/DNA que el grupo & 12% NT, el grupo & 20% NT tiene mayor rapidez
de crecimiento de DNA con un menor decrecimiento de su tamano celular respecto
al grupo ? 20% NT (Tabla 29).

Como consecuencia de estas influencias, se produce un efecto importante de
las interacciones ExD, ExS, DxS y ExDxS como muestra el andlisis de la varianza

de tres factores (Tabla 28).
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Grafica 13. a). Relacién entre DNA (Y) y el Incremento de Peso Muscular (X). b) Relacion entre el
DNA (Y) v el Incremento Proteico Mucular (X) en ratones BALB/¢c de ambos sexos entre 25 y 50

dias de vida, Ne T'ratados (NT) y sometidos a dos niveles de proteina dietania (12 y 20%).

a b
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superindices (diferencias entre pendientes): Letras distintas indican diferencias significativas entre sexos para una misma dieta. Nimeros distintos
indican diferencias significativas entre dietas para un mismo sexo.
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Grifica 14, Relacion entre DNA muscular (Y) y Peso muscular (X) en ratones BALB/c de ambos sexos
entre 25 y 50 dias de vida, No Tratades (NT) y sometidos a dos niveles de proteina dietaria (12 y
20%).
X---- 12% ¢ y = 2,7_ X|,0710,2Oal
Ace--12% & y = 04 x00 #0198
. 0% 9 y = ]S,O- X1‘75 = 0,11 a2
- - - 20% a y = ]0’0_ xl,5010,23 a2

400 -~

300 —

200

DNA {mg/érgano)

R SN N N N R R N N B N I I

100

I

J

A |

T
0.04 0.06 0.08 0.
Peso muscular (g)

superindices (diferencias entre pendicntes): Letras distintas indican diferencias significativas entre sexos para una misma
dieta. Numeros distintos indican diferencias significativas entre dietas para un mismo sexo.
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Grifica 15. Relacion entre el DNA muscular (Y) y las Ingestas Proteica (X) (a) y Energética (X) (b) en

ratones BALB/c de ambos sexos entre 25 y 50 dias de vida No Tratados (NT) v sometidos a dos
mveles de proteina dietarnia (12 y 20%).

a b
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A----12% o NS NS
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supetindices (diferencias entre pendlentes): |etras distintas indican diferencias significativas entre sexos para una misma dieta y un misma tratamienio.

Numeros distintes indican diferencias significativas entre dietas para un mismo sexo.
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Grafica 16. a}. Relacion entre la razon Proteina/DNA (Y) vy el Incremento proteico muscular (X)
b). Relacion entre 1a razén Proteina/DNA (Y) y el Ineremento de peso muscular (X) en ratones BALB/c de ambos
sexos ecntre 25 y 50 dias de vida, No Tratados (NT) y sometidos a dos niveles de proteina dietaria (12 y 20%).
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auperindices (diferencias entre pendientes): Letras distintas indican diferencias significativas entre sexos para una misma dieta .
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Grifica 17. Relaciones entre 1a razon Proteina/DNA (Y) y las Ingestas Proteica (X) (a) y Energética (X)
(b) en ratones BALB/c de ambos sexos entre 25 y 50 dias de vida, No Tratados (NT) y sometidos
a dos niveles de proteina dietaria (12 y 20%).
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superindices (diferencias entre pendientes): Letras distintas indican diferencias significativas entre sexos para una misma dieta.
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Grafica I8. a) Relacion entre la razon Proteina/DNA (Y) v la Velocidad fraccional de crecimiento de
proteina muscular (X). b) Relacion entre la razén Proteina/DNA (Y) y el DNA muscular (X) en
ratones BALB/¢ de ambos sexos entre 25 y 50 dias de vida, No Tratados (NT) y sometidos a dos
niveles de proteina dietaria (12 v 20%).

a b
X-we- 12% 9 NS y= 985-x-0,1924 004"
Acoeoo12% & v = 188,67 - x - 0,294 £ 0,064 y=1178 - x 0,270 + 0,04 *'
* 20% 9 NS y=112,2-x - 0,278 + 0,03 ™
0— 20% o NS y= T70,7-x-0100+00] %
a)
250.00 —
20000
=
) ]
g 150,00
- N
=t !
9 _
g ] .
T - .
‘é 100.00 - . ST a
=Y :;_ﬁ _— Lo . -
- \:“5‘\ "
] E’?.:s"?f“ < E o .
50.00 - %ﬁg-‘?‘,y - T o—- .
E Ggﬁg’ ’ 2 ; am - - &
:
O»OO;iTlTTIIIII}I'I\rlIIII|Tf'\1\ffll]TTl|l|lTl]leiTl\I\]
B) -5 o 5 10 15 20
160.00 — velocidad fraccional de protefna muscular {(£/d1fa)
]
_el"m
— o~ )
H\\
“a6 100.00
3
2
aft
E
-
=
[ o)
S
o
=
o
B
[

S50 .00

0.00

1 T L T T L] T T T T T
(8] 100 200 300 400
DNA (mg/6rganc)

LU N A S L A A N N A B SN S M ek (D S B Sl SN D BN i B B

superindices (difevencias entre pendientes): Letras distintas indican diferencias significativas entre sexos para una misma dieta. Niimeros distintos
indican diferencias significativas entre dietas para un mismo sexo.
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Grafica 19, Relacidn entre la razon Peso muscularrnamero de nicleos (Y) y las Ingestas Proteica (X) (a)
y Energétiea (X) (b) en ratones BALB/c de ambos sexos entre 25 y 50 dias de vida, No Tratados
(NT) y sometidos a dos niveles de proteina dietana (i2 v 20%)
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superindices (diferencias entre pendientes): Letras distintas indican diferencias significativas entre sexos para una misma dieta
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4.6. DINAMICA DE CRECIMIENTO DEL NUMERO Y TAMANO CELULAR
EN MUSCULO GASTROCNEMIO DE RATONES BALB/c NO
TRATADOS (NT).

- Relaciones entre DNA muscular ¢ incremento de peso muscular y entre DNA

muscular e incremento proteico muscular (Grdficas 13 a y b).

Las ecuaciones de regresion lineal nos sefialan, que la cantidad total de DNA
del misculo gastrocnemio es directamente proporcional tanto al incremento de peso
como al de la proteina muscular (Grdfica 13a y b).

El grupo & 20% NT presenta el mayor depdsito de DNA para un mismo
valor de incremento de peso o de proteina muscular respecto a cualquier otro grupo.

Existe una diferencia sexual en la relacion DNA/incremento proteico

muscular (Grafica 13b).

- Relacion alométrica entre DNA y peso muscular (Grifica 14).

De acuerdo con sus coeficientes alométricos (Gréfica 14), el DNA muscular
de los grupos 2 y d 20% NT crece mucho mds rdpidamente que el peso del
musculo, mientras que el porcentaje de contribucidn del grupo ¢ 2% NT es

minimo (b=0,30) y el del grupo ¢ 12% NT es proporcional al peso muscular
(b=1,07).

- Relacion entre DNA muscular y las ingestas proteica (IP) y energética (IE)
(Gréficas 15a y b).

El aumento de la tasa de DNA es directamente proporcional al incremento de
la IP e IE en todos los grupos estudiados, a excepcidn de los animales & 12% NT.

I.a mejor utilizacion de las ingestas la obtienen los animales J' 20% NT.
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- Relaciones entre la razon protefna/DNA y los incrementos de proteina muscular
y de peso muscular (Grdficas 16a 'y b).
- Relaciones entre las razones proteina/DNA y peso muscular/nimero de nucleos

y las ingestas proteica (IP) y energética (IE) (Gréficas 17y 19).

De acuerdo con las rectas de regresién de las relaciones antedichas (Gréficas
16, 17 y 19) se deduce que en los grupos de ratones NT sometidos al 20% de
proteina, el tamafio celular del musculo gastrocnemio resulta inversamente
proporcional a los incrementos de peso y de proteina muscular, as{ como al
aumento de las ingestas proteica y energética.

No existe correlacion alguna en los grupos de animales sometidos al 12% de

proteina dietaria.

- Relacion entre la razon proteina/DNA y la velocidad fraccional de crecimiento de

la proteina muscular (Grdfica 18a).

Sélo el tamano celular del grupo ¢ 12% NT presenta una correlacién lineal
inversa y significativa con la VFPrM, de tal modo que las mayores VFPrM

corresponden a los menores tamanos celulares y viceversa.

- Relacion entre la razon proteina/DNA y DNA muscular (Grdfica 18b).

Todos los grupos NT presentan una relacion inversa entre €] tamano celular

y la cantidad de DNA. El menor descenso de proteina/DNA respecto al DNA le
obtiene el grupo & 20% NT y el mayor el grupo ¢ 20% NT.
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Tabla 31. Influencia de la Edad, la Dieta y el Sexo sobre el crecimiento celular: DNA
absoluto, DNA relativo y niimero de nicleos de! misculo gastrocnemio de ratones
BALB/c de ambos sexos entre 25 y 50 dias de vida, Tratados con rhGH (T) y
sometidos a dos niveles de proteina dietaria (12 y 20%).

Edad

Dia 25
Dia 30
Dia 35
Dia 40
Dia 45
Dia 50

Edad

Dia 25
Dia 30
Dia 35
Dia 40
Dia 45
Dia 50

Edad

Dia 25
Dia 30
Dia 35
Dia 40
Dia 45
Dia 50

12% PROTEINA

DNA ABSOLUTO (pg/érgang)

20% PROTEINA

Hembras
100 + 4%
77 ¢ 1°
74 + Ih+"‘
92 4 2¢
86 + 1¢
92 + 1

Machos
104 + 28"
75 + 10"
92 + (¢t
97 4 2%
96 + 2%
83 + 1¢

20% PROTENA

Hembras Machos
110 + 227 197 + 2247
74 + 2b* 101 + 4P+
95 + 1 91 + 2%
84 + 14 87 + 29
83 + 29 98 4+ 2°
104 + 3* 93 4 5Md

DNA RELATIVO (mg/g)
12% PROTEINA
Hembras Machos

1,8 + 0,020*7"
1,3 + 0,015°%"
1,4 + 0,021°*+"
1,3 + 0,010°
1,2 + 0,007
1,2 + 0,006

2,9 + 0,009%+"
1,7 + 0,005P*"
1,3 + 0,025t
1,3 + 0,010°"
1,3 + 0,014°%"
1,2 + 0,027¢"

~__Hembras

1,6 + 0,018*"
1,5 + 0,028"*"
1,3 + 0,000
1,2 + 0,0084
1,1 + 0,011%"
1,0 + 0,012f*"

NUMERO DE NUCLEOS (millones/érgano)

12% PROTEINA
Hembras Machos
18,0 + 1,162% 31,4 +1,312°
12,3 4 0,47°% 16,4 +0,67°%"
15,1 + 0,57°¢" 13,7 +0,69°
13,3 4 0,54 14,2 +0,53°
13,4 + 0,35 15,8 +0,265
16,7 + 0,62% 15,2 +0,47%

Machos

0,007
0,010 +"
0,014¢
0,003%*
0,0119"
0,0074+"

—b—[\.)LJE\J:-J
Mo HH

)

kit Pt

13

20% PROTEINA

Hembras

16,8 +0,97*
12,2 +0,70%
11,9 40,53
15,1 +0,74%
13,5 +0,44b¢
14,8 40,51°

Cada valor es la media + error estdndar de la media para 5 ratones/dia.
Letras distintas en cada columna indican diferencias significativas edad-dependientes.

4+ indica diferencias significativas entre sexos para una misma edad e igual nivel proteico.
* indica diferencias significativas entre niveles proteicos para una misma edad e igual sexo.
P < 0,05 segin el test de comparacidn. miiltiple LSD.

Machos

16,5 +0,46%"
12,3 +0,36°"
14,9 40,54
15,8 +0,39°
15,7 +0,69
13,4 +0,81°
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Tabla 32. Influencia de la Edad, la Dieta y el Sexo sobre el tamario celular: Peso
muscular/nimero de nfcleos y proteina/DNA del misculo gastrocnemio de ratones
BALB/c de ambos sexos entre 25 y 50 dias de vida, Tratados con rhGH (T) y
sometidos a dos niveles de proteina dietaria (12 y 20%).

PESO MUSCULAR/NUMERO DE NUCLEOS (ng)

12% PROTEINA 20% PROTE{NA
Hembras Machos Hembras Machos
Edad
Dia 25 4,36 +0,04%+" 2,15 + 0,012 3,80 + 0,042+" 3,68 + 0,03**"
Dia 30 4,63 +0,05°*" 3,58 + 0,01°*" 4,10 + 0,08°*" 5,18 + 0,110+"
Dia 35 4,44 +0,07°%" 4,73 + 0,09°% 4,92 + 0,04°" 4,78 + 0,01°
Dia 40 4,93 +0,049%° 4,72 + 0,03°+" 5,20 + 0,03%*" 5,06 + 0,06°*"
Dia 45 5,29 +0,03°*" 4,76 + 0,05°" 5,88 + 0,06°%" 5,69 + 0,064%"
Dia 50 5,11 +0,02" 5,12 + o,11%" 6,48 + 0,081°" 7,35 + 0,03¢+"
PROTEINA/DNA MUSCULAR (mg/mg)
12% PROTEINA 20% PROTEINA
Hembras Machos Hembras Machos
Edad
Dia 25 84,6 + 1,4+ 53,3 £ 0,32+ 76,9 + 2,0 77,1 + 0,8
Dia 30 99,7 + 0,8b+" 103,9 + 1,1°+" 82,9 + 1,20+" 165,7 + 2,10*"
Dia 35 89,6 + 2,4°*+" 95,9 + 1,8°%" 105,4 + 1,6°° 105,9 + 1,4°"
Dia 40 102,8 + 2,20d" 105,0 + 2,3"* 128,7 + 1,54+* 162,3 4 2,0°+°
Dia 45 97,0 + 1,0b¢t" 87,3 + 1,59%" 145,9 4 1,2°" 143,0 + 1,04°
Dia 50 77.2 + 1,87" 101,6 + 2,1b+" 213,7 + 3,50+ 188,1 + 1,8°*"

Cada valor es Ia media 1 error estindar de la media para 5 ratones/dia.

Letras distintas en cada columna indican diferencias significativas edad-dependientes.

+ indica diferencias significativas entre sexos para una misma edad e 1gual nivel proteico.
* indica diferencias significativas entre niveles proteicos para una misma edad e igual sexo.
P < 0,05 segiin el test de comparacién miltiple 1.SD.
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Tabla 33. Influencia de la Edad, la Dieta y el Sexo sobre la cantidad absoluta y
relativa del enzima desoxirribonucleasa dcida del miisculo gastrocnemio de ratones
BALB/c de ambos sexos entre 25 y 50 dias de vida, Tratados con rhGH (T) y
sometidos a dos niveles de proteina dietaria (12 y 20%).

DNasa ACIDA ABSOLUTA (Ul/6rgano)

12% PROTEINA 20% PROTEINA
Hembras Machos Hembras Machos

Edad

Dia 25 1,99 + 0,03*%° 2,70 + 0,13*+" 1,28 + 0,028+ 1,46 + 0,012%"
Dia 30 2,59 + 0,13" 2,47 + 0,08 1,82 + 0,13*" 2,22 + 0,120+
Dia 35 2,91 + 0,04°" 3,64 + 0,14%+" 2,23 + 0,11°%" 2,51 + 0,046°%"
Dia 40 3,35 + 0,159 3,50 + 0,12°" 1,99 + 0,03 2,21 + 0,07°"
Dia 45 3,32 + 0,109 3,67 + 0,09°+" 2,61 + 0,05 2,69 + 0,065
Dia 50 3,45 + 0,084 3,12 + 0,08 276 + 0,07°%" 2,20 + 0,09%+~

DNasa ACIDA RELATIVA (Ul/g)

12% PROTEINA 20% PROTEINA
Hembras Machos Hembras Machos

Edad

Dia 25 31,7 + 0,38 %" 39,8 + 0,3*+" 21,0 + 0,52+ 23,7 + 0,92+"
Dia 30 42,9 + 0,2 42,2 + 0,2 36,8 + 0,0 35,9 + 0,8"
Dia 35 43,9 + 0,1°+" 53,9 + 0,1¢%* 36,2 + 0,5°+" 33,4 + 0,1¢t"
Dia 40 51,7 + 0,7¢" 52,2 + 0,59* 24,3 + 0,5°%" 27,0 + 0,89%"
Dia 45 46,6 + 0,29+" 48,9 + 0,1°%" 33,2 + 0,59° 30,5 + 0,15%°
Dia 50 40,3 + 0,4 41,5 + 0,2%" 28,9 + 0,5¢ 28,8 + 0,19

Cada valor es [a media + error estdndar de la media para 5 ratones/dia.

Letras distintas en cada columna indican diferencias significativas edad-dependientes.

+ indica diferencias significativas entre sexos para una misma edad e igual nivel proteico.
* indica diferencias significativas entre niveles proteicos para una misma edad e igual sexo.
P <0,05 segtn el test de comparacién miltiple LSD.
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Tabla 34. Influencia de la Edad, la Dieta y el Sexo sobre la actividad especifica del
enzima desoxirribonucleasa dcida y sobre la razén DNasa dcida/DNA del musculo
gastrocnemio de ratones BALB/c de ambos sexos entre 25 y 30 dias de vida,
Tratados con rhGH (T) y sometidos a dos niveles de proteina dietaria (12 y 20%).

DNasa ACIDA/PROTEINA MUSCULAR (Ul/mg)

12% PROTEINA 20% PROTEINA
Hembras Machos Hembras Machos
Edad
Dia 25 0,21 + 0,005%+" 0,25 + 0,003*%” 0,16 + 0,006 " 0,18 + 0,008+~
Dia 30 0,32 + 0,001°*" 0,23 + 0,002b** 0,29 + 0,004°+" 0,18 + 0,004% "
Dia 35 0,35 + 0,008°*" 0,43 + 0,010°*" 0,27 + 0,006°+" 0,24 + 0,003"+"
Dia 40 0,40 + 0,0064*" 0,38 + 0,008¢*" 0,15 + 0,0022%" 0,13 + 0,002¢"
Dia 45 0,41 + 0,002¢%" 0,43 + 0,005°*" 0,21 + 0,0069%" 0,19 + 0,0019%"
Dia 50 0,43 + 0,011°5%" 0,31 + 0,006°"" 0,14 + 0,001°" 0,13 + 0,001°"
DNasa ACTDA/DNA MUSCULAR (Ul/mg)
12% PROTEINA 20% PROTEINA
Hembras Machos Hembras Machos
Edad
Dia 25 17,9 + 0,3**" 13,8 + 0,12+ 12,8 + 0,28+ 14,1 + 0,5+
Dia 30 32,0 + 0,20+" 24,4 + 0,1+" 24,3 + 0,5b+" 30,0 + 0,5"*"°
Dia 35 31,4 + 0,5°" 41,1 + 0,7°%" 28,7 + 0,2¢° 25,8 + 0,17
Dia 40 41,1 + 0,8°*+" 39,7 + 0,5°"" 20,4 + 0,54+" 22,3 + 0,54
Dia 45 398 + 0,347 37,5 + 0,44 31,5 + 0,3°F"° 28,0 + 0,3°+"
Dia 50 33,2 + 0,2%* 31,8 + 0,8%" 30,2 + 040" 26,2 + 0,3°7"

Cada valor es la media + error estér_ldar de la media para 5 ratones/dia,

Letras distintas en cada columna indican diferencias significativas edad-dependientes.

+ indica diferencias significativas entre sexos para una misma edad e igual nivel proteico.
* indica diferencias significativas entre niveles proteicos para una misma edad e igual sexo.
P < 0,05 segun el test de comparacién miiltiple LSD.



Tabla 35. Andlisis de la varianza trifactorial (ANOVA 2x2x6)! de los efectos directos e interacciones de la Edad (E), la Dieta (D) y el Sexo (S) sobre el
estudio del crecimiento celular? del musculo gastrocnemio de ratones BALB/c de ambos sexos entre 25 y 50 dfas de vida, Tratados con rhGH (T) y

sometidos a dos niveles de protefna dietaria (12 y 20%).

DNA/6rgano | DNA/g NN Peso/NN | Proteina/DNA | DNasa/6rgano | DNasa/g [ DNasa/Protefna | DNasa/DNA
EDAD 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001
DIETA 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001
SEXO 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 NS 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001
ExD 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001
ExS 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001
DxS 0,0001 0,0001 0,0030 0,0001 0,0324 NS 0,0001 NS 0,0041
ExDxS 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001

1. Valor de la probahilidad (p <0,05). NS - No significativo.

2. Variables dependientes: DNA absoluto (DNA/6rgano) y relativo (DNA/g), nimero de nidcleos (NN), peso muscular/mimero de nucleos
(peso/NN), Protefna/DNA, DNasa 4cida absoluta (DNasa/Srgano) y relativa (DNasa/g) y actividad especifica DNasa 4cida/proteina
(DNasa/Protefna) y la razén DNasa 4cida/DNA (DNasa/DNA).

YLl



Tabla 36.

Relacién con la Edad de las variables: DNA absoluto y relativo, nimero de nicleos, peso muscular/ntimero de nicleos y

proteina/DNA del musculo gastrocnemio de ratones BALB/c de ambos sexos entre 25 y 50 dias de vida, Tratados con rhGH (T} y sometidos
a dos niveles de proteina dietaria (12 y 20%).

12% PROTEINA

20% PROTEINA

variable $eX0 ecuaciént® error® r sig. ecuacion'™ error® r sig.
? y=0,093 - x0,000 0,0002°1  -0,051 NS y=0,086 + x0,0000 0,0000! 0,010 NS
DNA/6
TEane & y=0,164 - x0,003 0,0006°! 0,665  0,0001 y=0,094 - x0,0002 0,00022  -0,168 NS
? y=1,705 - x0,0197 0,0025*!  -0,831  0,0000 y=1,751 - 90,0276 0,001122 0,977  0,0000
DNA/
g & y=2,591 - x0,0551 0,0077°!  .0,800  0,0000 y=1,597 - x0,0189 0,0026°> 0,801  0,0000
? y=15,002 - x0,012 0,046 -0,051 NS y=13,987 + x0,018 0,034%! 0,010 NS
Nimero de 2
icleos & y=26,526 - x0,489 0,103% 0,665  0,0001 y=15,260 - x0,032 0,032%2  -0,168 NS
¢ y=3,590 + x 90,060 0,006 0,864  0,0000 y=3,157 + x0,108 0,003 0,985  0,0000
Peso miisculo/ N
1° nucleos & y=2,336 + x0,105 0,011%! 0,894  0,0000 y=3,306 + x0,115 0,015%2 0,815  0,0000
2 y=94,95 - x0,179 0,209%! -0,160 NS y=3592 + x5,1231 0,338% 0,944  0,0000
Protefna/DNA
roteina & y=71,07 + x°1,149 0,341 0,537  0,0022 y=86,06 + x3,1035 0,603 0,696  0,0000
(A) Ecuaciones de regresién entre cada variable dependiente (Y) y la Edad (X). (B) error estindar de la pendiente. —
r - Coeficiente de regresién lineal de Pearson. sig. - significacién de la correlacién. NS - No significativa. >

En cada variable: Letras distintas indican diferencias significativas entre sexos para un mismo nivel dietario.

Niimeros distintos indican diferencias significativas entre niveles proteicos para un mismo sexo.

p<0,01 segiin andlisis Dummy variables.



Tabla 37.

Relacién con la Edad de las variables: cantidad absoluta y relativa del enzima DNasa dcida, actividad especifica DNasa

dcida/proteina y la razén DNasa dcida/DNA del muisculo gastrocnemio de ratones BALB/c de ambos sexos entre 25 y 50 dfas de vida,

Tratados con rthGH (T) y sometidos a dos niveles de protefna dietaria (12 v 20%).

12% PROTEINA

20% PROTEINA

variable sexo ecuacion® error'® r sig. ecuacién‘™ error (B r sig.
? y=1,945 + x0,056 0,0068! 0,869 0,0000 y=1,164 + x0,054 0,0052! 0,889 0,0000
DNasa 4cida b1
6rgano o ¥y=2,619 + x0,023 0,001°! 0,529  0,0026 y=1,733 + x0,027 0,007 0,566  0,0011
¢ y=36,68 + x0,352 0,118 0,489 0,0061 y=28,34 + x 0,096 0,130 0,138 NS
DNasa dcida/
asa dcida/g & y=43,72 + x.0,153 0,132%! 0,238 NS ¥y=29,61 + x0,015 0,092% 0,031 NS
? y=0,213 + x9,008 0,000} 0,921  0,0000 y=0,255 - x0,0027 0,00182 0,397 NS
DNasa dcida/
proteina a4 y=0,252 + x0,005 0,001*' 0,585  0,0007 y=0,207 - x0,0016 0,0012 0,366 NS
? y=21,60 + x0,626 0,119ai 0,705 0,0000 y=14,64+ x 0,570 0,0‘9581 0,748 0,0000
DNasa dcida/ ,
DNA g y=17,85 + x0,790 0,156°! 0,689  0,0001 y=19,30+ x0,291 0,101° 0,475  0,0008
(A) Ecuaciones de regresidn entre cada variable dependiente (Y) y la Edad (X). (B} error estdndar de la pendiente.
r - Coeficiente de regresién lineal de Pearson. sig. - significacidén de la correlacién. NS - No significativa.
En cada variable: Letras distintas indican diferencias significativas entre sexos para un mismo nivel dietario. -
>

Nimeros distintos indican diferencias significativas entre niveles proteicos para un mismo sexo.

p<0,01 segin andlisis Dummy variables.



177
4.7. INFLUENCIA DE LA EDAD, LA DIETA Y EL SEXO SOBRE EL
CRECIMIENTO CELULAR DEL MUSCULO GASTROCNEMIO EN RATONES
BALB/c DE AMBOS SEXOS, ENTRE 25 Y 50 DIAS DE VIDA, TRATADOS
CON rhGH (T) Y SOMETIDOS A DOS NIVELES DE PROTEINA EN LA
DIETA (12 Y 20%) (Tablas 31-37).

La EDAD afecta muy significativamente a todos los pardmetros relacionados
con el crecimiento celular del musculo gastrocnemio en ratones tratados, segun el
andlisis de la varianza de tres factores (Tabla 35).

La cantidad absoluta de DNA y el NN del musculo gastrocnemio (Tabla 31)
disminuyen a lo largo del periodo experimental en todos los grupos de animales
tratados, presentando un fuerte descenso a dia 30 y una ligera recuperacién
posterior, que no llega al valor imicial. Ello determina correlaciones temporales no
significativas, a excepcion del grupo ¢ 12% T, en el que la disminucion es mas
aguda (Tabla 36).

El valor DNA/g, por su parte, desciende significativamente con caricter
edad-dependiente en todos los grupos estudiados (Tablas 31 y 36).

Las razones proteina/DNA y peso muscular/NN se incrementan de forma
edad-dependiente en todos los animales T, a excepcidn del grupo ¢ 12% T, cuya
razén proteina/DNA desciende a dfa 50 de vida respecto a su valor inicial, adn
cuando se observa una tendencia ascendente previa, entre los 25 y 45 dias de vida
(Tablas 32 y 36).

L.os mayores aumentos temporales en proteina/DNA los presentan los grupos
20% T (2=178% y 9'=144%), mientras que ¢l grupo ¢ 12% T obtiene el mayor
porcentaje de aumento de la razén peso muscular/NN (138%) (Tabla 32).

Por otra parte, los valores absoluto y relativo del enzima DNasa dcida y la
razén DNasa 4cida/DNA se incrementan paulatinamente entre los 25 y 50 dias de
vida, correspondiendo los mayores porcentajes de aumento a los grupos 20% T,
aunque la razén DNasa dcida/DNA presenta incrementos similares para los dos

grupos dietarios estudiados (Tablas 33 y 34).
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La actividad especifica del enzima DNasa acida varia en razon inversa al
contenido proteico de la dieta, aumentando en los grupos sometidos al 12% de
proteina dietaria y descendiendo en los animales del 20% (Tabla 34).

Todos los parametros relacionados con el enzima presentan correlaciones
lineales temporales significativas en los grupos 12% T, a excepcidn del valor DNasa
dcida/g del grupo ¢ 12% T que resulta independiente de la edad. Por su parte, los
grupos ¢ y ¢ 20% T sélo presentan correlaciones temporales significativas en la
cantidad absoluta del enzima y en la razon DNasa acida/DNA (Tabla 37).

El crecimiento celular de los animales tratados también se encuentra afectado
por la DIETA, segiin el ANOVA de tres factores (Tabla 35).

Basicamente la dieta del 20% induce una disminucion, en ambos sexos, del
valor DNA/g respecto a los animales 12% T, aunque la cantidad absoluta de DNA
y el NN descienden de forma mds puntual entre los dias 25 y 30 de vida, segin el
test LSD (Tabla 31).

Mientras las razones peso muscular/NN y proteina/DNA se incrementan, los
pardmetros relacionados con el enzima DNasa dcida sufren un descenso significativo
en los ratones 20% T respecto a los grupos del 12% T (Tablas 32, 33 y 34).

El SEXO afecta de forma significativa a todos los pardmetros antedichos a
excepcidn de la razén proteina/DNA segtin el ANOVA de tres factores (Tabla 35),
aunque esta influencia es muy variable y puntual en cada uno de los grupos
estudiados, por lo que no se puede establecer una pauta clara del efecto sexual.

Del estudio de las rectas de regresion lineal (Tablas 36 y 37) se deduce que
los animales T sometidos al 20% de¢ proteina dietaria experimentan una mayor
rapidez en el crecimiento del tamafio celular. Asi mismo, los animales & 20% T
pierden DNA menos rdpidamente que el grupo ¢ 12% T, mientras que en los
animales ¢ 20% T la disminucién del valor DNA/g es més rdpida que en las ¢ 12%
T (Tabla 36).

Ademas, ¢l grupo ¢ 12% T presenta un crecimiento mds veloz del tamano
celular y un decrecimiento mds rdpido de DNA respecto al grupo 2 12% T,
mientras que el crecimiento del tamaio celular es mas rdpido en el grupe € 20% T,

pero pierden mds rdpidamente DNA/g respecto al grupo & 20% T (Tabla 36).
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La evolucién temporal mds rdpida de la actividad especifica DNasa dcida
la presentan los grupos 12% T, y sélo el grupo &' 12% T tiene mayor velocidad de
la razén DNasa dcida/DNA respecto al grupo ¢ 20% T (Tabla 37).

Por otra parte, los amimales ? de ambas dietas obtienen las mayores
velocidades temporales rtespecto a los de animales ¢ en los valores DNasa
dcida/érgano, DNasa dcida/g y DNasa dcida/DNA (Tabla 37).

Estos resultados demuestran las interacciones existentes entre los tres factores
estudiados ExS, ExD, DxS y ExDxS, como se manifiesta en el andlisis de la

varianza de tres factores (Tabla 35).
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Grafica 20. Relacion entre DNA muscular(Y) y el Incremento de Peso muscular (X} en ratones BALB/¢
de ambos sexos entre 25 v 50 dias de vida, Tratados con rhGH (1) y sometidos a dos niveles de
proteina dictaria (12 v 20%).
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Grafica 21. Relacion entre DNA muscular (Y) y la Actividad especifica DNasa acida (X) en ratones
BALB/c de ambos sexos enire 25 v 50 dias de vida, Tratados con rRGH (1) y sometidos a dos
niveles de proteina dictaria {12 y 20%).
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Grifica 22, Relacion entre la razon Proteina/DNA muscular (Y) v el Incremento Proteico muscular (X)
en ratones BALB/c de ambos sexos entre 25 vy 50 dias de vida, Tratades con thGH (T) vy sometidos
a dos niveles de proteina dietaria (12 y 20%).
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superindices (diferencias entre pendientes): Letras distintas indican diferencias significativas entre sexos para una misma dieta.
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Grafica 23. a) Relacion entre la razon Proteina/DNA (Y) ¥ el Incremente de peso muscular (X}. b) Relacion entre
la razon Peso muscularnumeto de nacleos (Y) y el Incremente de peso muscular (X) en ratones BALB/c de
ambos sexos entre 25 y 50 dias de vida, Tratados con rhGH (T) y sometidos a dos niveles de proteina dietaria
(12 y 20%).
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Grifica 24. Relacion entre la razén Proteina/DNA (Y) y las Ingestas Proteica (X) (a) v Energética (X)
(b) en ratones BALB/c de ambos sexos entre 25 y 50 dias de vida, Tratados con rhGIH {TY v
somelidos a dos niveles de  proteina dictaria (12 y 20%).
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superindices (diferencias entre pendientes): Letras distintas indican diferencias significativas entre sexos para una misma dieta .
Numeros distintos indican diferencias significativas entre dietas para un misnio sexo.
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Grafica 25. Relacién entre la razén Peso muscular numere de nicleos (Y) y las Ingestas Proteica (X)
(a) v Energética (X) (b) en ratones BALB/c de ambos sexos entre 25 y 50 dias de vida, Tratados con
rhGI (T) y sometidos a dos niveles de proteina dietaria (12 y 20%).

a b
X---- 120 @ y= 383 +x-012+002% y = 3,83 +x . 0,0000 2 00002 ¥
A----12% @ y=277+x-021+002" y= 2,77 + x - 0,0017 £ 0,0002 ®!
o 20% 9 y= 376+x- 013001 y= 376 +x-0,0017 £ 0,0001 ¥
0-— 20% o v=370+x-0,15£002% y= 3,70 +x - 00019 + 00002
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superindices (diferencias entre pendicntes): Letras distintas indican diferencias sipnificativas entre sexes para una misma dieta .
Nimeros distintos indican diferencias significativas entre dietas para un mismo sexo.
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4.8. DINAMICA DE CRECIMIENTO DEL NUMERO Y TAMANO CELULAR
EN MUSCULO GASTROCNEMIO DE RATONES BALB/c, TRATADOS
CON rhGH (T).

- Relacion entre DNA muscular y el incremento de peso muscular (Grafica 20).

El DNA muscular del grupo & 12% T resulta inversamente proporcional al

incremento de peso muscular, El resto de los grupos no presentan correlacién lineal

significativa.

- Relacion entre DNA muscular y la actividad especifica de DNasa dcida
(Grdfica 21).

De acuerdo con las correspondientes ecuaciones de regresion lineai, el DNA
muscular de los grupos ¢ 12% Ty ¢ 20% T disminuye a medida que aumenta la
actividad especifica del enzima DNasa dcida, resultando no significativos el resto

de los grupos.

- Relacion entre la razon proteina/DNA y el incremento de proteina muscular
(Grdfica 22).

Sélo en los animales del 20% tratados, el tamafio celular presenta
correlaciones lineales significativas con el incremento proteico muscular, en especial

los animales hembra.

- Relaciones entre las razones proteina/DNA y peso muscular/nimero de niicleos

y el incremento de peso muscular (Grdfica 23a y b).

Todos los grupos estudiados presentan un incremento de las razones
proteina/DNA y peso muscular/niimero de niicleos que es directamente proporcional
al aumento de peso muscular excepto el grupo ? 12% T, cuya razén proteina/DNA

no presenta correlacion lineal alguna.
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- Relaciones entre las razones proteina/DNA y peso muscular/numero de nticleos

y las ingestas proteica (IP) y energetica (IE) (Grdficas 24 y 25a y b).

A excepcion del grupo ¢ 12% T cuya razén proteina/DNA no presenta
correlacién lineal significativa, el tamafio celular dependiente de la proteina y del
peso del resto de los animales T es directamente proporcional al incremento de las
ingestas.

Los animales 20% T utilizan mejor las ingestas IP e IE para proteina/DNA
y también la IE para peso muscular/NN, mientras que la IP es mejor utilizada por
los animales ¢ 12% T en la razén peso muscular/NN.

Este resultado contrasta con la relacién lineal negativa encontrada en los

animales NT entre el tamafio celular y las ingestas proteica y energética (compdrese
graficas 17 y 24, 19 y 25).



Tabla 38. Efecto de la administracién exégena de thGH sobre el crecimiento celular muscular: DNA absoluto, DNA relativo y mimero de nicleos del musculo

gastrocnemio de ratones BALB/c de ambos sexos entre 25 y 50 dias de vida y sometidos dos niveles de protefna dietaria (12 y 20%).

Edad

Dia 25
Dia 30
Dia 35
Dia 40
Dia 45
Dia 5G

Edad

Dia 25
Dia 30
Dia 35
Dia 40
Dia 45
Dia 50

Edad

Dia 25
Dia 30
Dia 35
Dia 40
Dia 45
Dia 50

DNA ABSOLUTQ (pg/érgano)

12% PROTEINA 20%
NO TRATADOQS TRATADOS NO TRATADOS
Hembras Machos Hembras Machos Hembras Machos
103 + 2 246 + 6* 110 + 2 197 + 2+ 95 + 4 141 4+ 10*
223 + 2= 104 + 4 T4 4+ 2* 101 + 4 220 + o+ 133 + 8+
99 + 4 172 + 3+ 95 + 1 a1 + 2% 148 + &+ 220 + 5+
168 + 5+ 181 + 9+ 84 &+ 1* 87 + 2+ 217 + 4+ 332 + 6~
220 + 24 235 £ T 83 + 2+ 98 + 2+ 233 + 6* 268 + 11*
237 + 3+ 232 + 5% 104 + 3+ 93 + 5* 237 + 8+ 341+ 11+
i DNA RELATIVO {mg/g)
12% PROTEINA 20%
NO TRATADOS TRATADOQS NO TRATADOS
Hembrag Machos Hembras Machos Hembras Machos
2,3 + 0,02* 3,8 + 0,10 1,8 + 0,02 2,9 £ 0,01* 1,6 + 8,01 2.4 + 0,02*
2,4 + 0,01* 1,4 4+ 0,03* 1,3 + 0,01* 1,7 £ 0,01* 2,6 + 0,01* 1,9 + 0,01*
1,3 + 0,03* 2,1+ 0,01+ 1,4 + 0,02* 1,3 £ 0,02% 1,9 + 0,00+ 2.9 + 0,02*
2,1 + 0,03+ 2.3 4 0,04* 1,3 £ 0,01 1,3 + 0,01* 2,5 £ 0,02* 3,9 + 0,01*
2,9 + 0,01* 2,9 + 0,01 1,2 + 0,01* 1,3 £ 0,01* 2.5 + 4,01* 2,6 + 0,01*
2,7 £ 0,01 2,3 + 0,02* 1,2 + 0,01* 1.2 + p,02* 2,5 + 6,01+ 3,7 + 0,01*
i NUMERO DE NUCLEOS (millones/6rgano)
12% PROTEINA 20%
NO TRATADOS TRATADOS NO TRATADOS
Hembras Machos Hembras Machos Hembras Maches
16,6 + 0,32 39,7 + 0,63* 18,0 £ 1,16 31,4 + 1,31*% 15,3 £ 0,76 22,4 + 0,72%
34,3 + 0,93* 16,7 + 0,64 12,3 £ 0,47* 16,4 4 0,67 35,5 &+ t,12% 21,4 + 0.81*
15,8 + (0,73 27,1 + 0,94% 15,1 + 0,57 13,7 + 0,69* 24,1 + 0,66* 356 + 1,19+
27,1 + 1,07 29,2 + 1,24* 13,3 + 0,54 14,2 + 0,53* 348 + 1,33+ 52,8 + 2,45%
355 £ 1,17* 37,9 & 1,11* 13,4 + 0,35* 15,8 4 0,26* 36,9 + 1,16* 43,2 + 1,73+
383 + 1.45% 37,3 + 1,11+ 16,7 + Q,62* 18,2 + 0,47* 37.9 4 0,00* 55,0 + 2,48»

PROTENA
TRATADOS
Hembras Machos
100 + 4 104 4 2+
T7 + i* 75 + 1*
74 + 1* 92 3 1*
92 + 2% 97 + 1*
86 + 1* 96 + 2%
92 + 1* 83 + 1*
PROTEINA
TRATADOS
Hembras Machos
1,6 + 0,01 1,7 + 0,01*
1,5 + 0,02+ 1,2 + 0,02*
1,3 + 0,00 1.3 + 0,00*
1,2 + 0,00* 1,2 + 0,01*
1,1 +0,01* 1.1 + 0,01*
10+ 9.01* 1,1 + 0,00
PROTEINA
TRATADOS
Hembras Maches
16,8 + 0,97 16,5 + 0,46
12,2 + 0,70* 12,3 + 0,36
11,9 + 0,53+ 14,9 + 0,54+
15,1 + 0,74 15.8 + 0,39+
13,5 + 0,44+ 15,7 + 0,69~
14,8 + 0,51" 13.4 + 0.81=

Fl simbolo * en una misma fila indica diferencias significativas entre ratones No Tratados y Tratados para un mismo sexo y nivel proteico dietario. p < 0,05 segun ¢l test de comparacién multiple LSD.
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Tabla 39. Efecto de la administracién exdgena de thGH sobre el Tamafio celular: Peso muscular/mimero de nicleos y Proteina/DNA del miisculo gastrocnemio de ratones
BALB/c de ambos sexos entre 25 y 50 dfas de vida y sometidos a dos niveles de proteina dietaria (12 y 20%).

PESO MUSCULAR/NUMERO DE NUCLEOS (ag)

12% PROTENA 20% PROTEINA
NOQ TRATADOS TRATADOS NO TRATADOS TRATADOS
Hembras Machos Hembras Machos Hembras Machos Hembras Machos

Edad

Dia 25 2,69 + 0,03+ 1,63 + 0,03+ 4,36 + 0,04* 2,15 + 0,01* 3,78 £ 0,04 2,57 + 0,02* 3,80 + 0,04 3,68 + 0,03+
Difa 30 2,54 4 0,02* 4,53 + 0,11* 4,63 + 0,05% 3,58 + 0,01* 2,35 £ 0,01+ 3,32 + 0,03+ 4,10 + 0,08+ 5,18 4+ 0,11+
Dia 35 4,69 + 0,13+ 2,99 + 0,03+ 4,44 + 0,07* 4,73 + 0,09+ 3,19 £ 0,00* 2,18 + 0,01* 4,92 + 0,04+ 4,78 + 0,01*
Dia 40 2,96 + 0,04* 2,69 + 0,05+ 4,93 + 0,04+ 4,72 + 0,03* 2,49 + 0,02+ 1,59 + 0,01+ 5,20 + 0,03+ 5,06 + 0,06*
Dia 45 2,12 + 0,01* 2,12 + 0,01* 5,29 + 0,03+ 4,76 £ 0,05* 2,52 + 0,02+ 2,35 + 0,02* 5.88 + 0,06% 5,69 + 0,06"
Dia 50 2,33 £ 0,02* 2,66 + 0,02% 5,11 + 0,02* 5,12 + 0,11* 2,53 + 0,02% 1,69 + 0,01* 6,48 + 0,08+ 7.35 + 0,03+

PROTEINA/DNA (mg/mg)
12% PROTEINA 20% PROTEINA
NO TRATADOS TRATADOS NO TRATADOS TRATADOS
Hembras Machos Hembras Machos Hembras Machos Hembras Machos

Edad

Dia 25 58,8 + 1,5* 36,4 + 0,8* 84,6 + 1,4+ 53,3 + 0,3* 97,1 + 1,2% 56,2 + 1,0* 76,9 + 2,0* 71 + 0,1*
Dia 30 46,0 + 0,6* 92,3 + 3,0% 99,7 + 0,8+ 103,9 + 1,1* 40,2 + 0,4 61,5 + 0,9* 82,9 + 1,2+ 165,7 + 2,1*
Dia 35 100,6 + 2,7+ 61,1 + 1,1* 89,6 + 2,4% 95,9 + 1,8* 57,7 + 0,9+ 41,0 + 0,4* 1054 + 1,6 1059 + 1,4*
Dia 40 64,1 + 1,0* 68,1 + 0,9% 102,8 + 2,2+ 105,0 + 2.3+ 54,3 + 0,7* 34,1 + 0,5* 128,7 + 1,5* 162,3 + 2,6+
Dia 45 53,6 + 1,1+ 52,5 + 0,84 97,0 + 1,0+ 87,3 + 1,5+ 52,3 + 1,2+ 48,7 + 0,8+ 1459 + 1,2+ 143,0 + 1,0*
Dia 50 63,8 + 0,7* 73,6 + 0,8* 77,2 £ 1,8+ 101,6 + 2,1* 52,6 4 0,9+ 39,0 + 0,8% 213,7 + 3,5 188,1 + 1,8*

El simbolo * en una misma fila indica diferencias significativas entre ratones No Tratados y Tratados para un mismo sexo y nivel proteico dietario. p <0,05 segiin el test de comparacién multiple LSD.
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Tabla 40. Efecto de la administracién exdgena de thGH sobre la cantidad absoluta v relativa del enzima desoxirribonucleasa dcida del miisculo gastrocnemio de ratones
BALB/c de ambos sexos entre 25 y 50 dias de vida y sometidos dos niveles de proteina dietaria (12 y 20%).

Edad

Dia 25
Dia 30
Dia 35
Dia 40
Dia 45
Dia 50

Edad

Dia 25
Dia 30
Dia 35
Dia 40
Dia 45
Dia 50

DNasa ACIDA ABSOLUTA (Ul/érganoc)

2% PROTEINA 20%
NO TRATADOS TRATADOS NQ TRATADOS
Hembras Machos Hembras Machos Hembras Machos

1,87 £ 0,06 328 £ 0,13 1,99 + 0,03 2,70 + 0,13* 2,85 + 0,13+ 2,65 + 0,14
4,69 + 0,03+ 3,49 + 0,07+ 2,59 + 0,13+ 2,47 + 0,08 3,50 + 0,13+ 2,89 + 0,07+
3,08 + 0,05 3,20 + 0,07* 2,51 + 0,04 3,64 1+ §,14* 3,76 + 0,08% 4,14 + 9,04*
2,85 + 0,07 2,85 + 0,07* 3,35 + 0,15+ 3,50 + 0,12% 4,23 + 0,14% 5,23 4 0,13
3,05 + 0,06 3,57 + 0,10 3,32 £ 0,10 3,67 + 0,09 5,43 + 0,10* 4,72 + 0,11*
3,56 + 0,15 4,75 + 0,09* 3,45 + 0,08 3,12 + 0,08* 4,77 £ 0,08+ 4,94 4 0,08*

DNasa ACIDA RELATIVA (Ul/g)

12% PROTEINA 20%
NG TRATADOS TRATADOS NO TRATADOS
Hembras Machos Hembras Magchos Hembras Machos

41,9 + 0,5+ 50,5 + 0,1* 31,7 + 0,3= 39,8 £ 0,3* 49,3 + 0,2% 45,1 + 0,3*
51,5 £ 0,5+ 46,3 + 0,4* 42,9 + 0,2% 42,2 + 0,2* 42,0 + 0,8+ 40,5 + 0,4*
41,4 + 0,1* 39,6 + 0,3+ 43,9 + 0,1* 53,9 + 0,1* 52,1 + 0,5* 53,5 + 0,2
35,7 £ 0,3+ 36,3 + 0,3* 51,7 + 0.7+ 52,2 + 0,5* 49,0 + 0,6* 55,6 + 0,3*
40,5 1+ 0,5* 44,2 + 0,2* 46,6 + 0,2* 48,9 + 0,1* 58,3 + 0,5+ 46,6 + 0,3*
40,0 + 0,6 48,2 + 0,1* 40,3 + 0.4 41,5 + 0,2 498 + 0.6* 53,3 + 08"

PROTEINA
TRATADGS
Hembras Machos
1,28 + 0,02 1,46 + 0,01*
1,82 + 0,13~ 2,22 + 0,12
2,23 + 0,11* 2,51 + 0,04
1,99 + 0,03+ 2,21 4 0,07
1,61 + 0,05+ 2,69 + G,06™
2,76 + 0,07+ 2,20 + 0,00%
PROTEINA
TRATADOS
Hembras Machos
21,0 + 0,5* 23,7 + 05"
36,8 + 0,0 35,9 + 0,8+
36,2 + 0,5+ 33,4 + 0,1*
243 + 0,5+ 27,0 + 0,8
33,2 + 0,5 30,5 + 0,1+
28,9 + 0,5= 28,8 + 0,1*

~ El simbolo * en una misma fila indica diferencias significativas entre ratones No Tratades y Tratados para un mismo sexo ¥y nivel proteico dietario. p<0,05 segiin ¢l test de comparacidn multple LSD.
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Tabla 41. Efecto de la administracién exbgena de thGH sobre la actividad especifica de] enzima desoxirribonucleasa dcida y sobre la razén DNasa dcida/DNA del
muisculo gastrocnemio de ratones BALB/c de ambos sexos entre 25 ¥ 50 dias de vida vy sometidos dos niveles de protena dietana (12 y 20%).

DNasa ACIDA/PROTEINA (Ul/mg)

12% PROTEINA 20% PROTEINA

NO TRATADOS TRATADOS NO TRATADOS TRATADGS
Hembras Machos Hembras Machos Hembras Machos Hembras Machos

Edad

Dia 25 0,309 + 0,000+ Q0,365 + Q,008% 0,212 + 4,005+ 0,259 + 0,003* 0,309 + 0,002~ 0,333 + 0,004* 0,168 + 0,006+ 0,183 + 0,008+
Dia 30 3,459 + 0,015* 0,367 + 0,014* 0,321 + 0,001* 0,235 + 0,002* 0,396 + 0,009% 0,352 + 0,003* 0,293 + 0,004* 0,181 + 0,001*
Dia 35 0,311 + 0,011+ 0,307 + 0,014% 3,351 &£ 0,008+ 0,430 + 0,010 0,465 + 0,008* 0,457 + 0,005* 0,272 + 0,006* 0,244 + 0,003+
Dia 40 0,266 + 0,005+ 0,233 + 0,008+ 0,400 + 0,006 0,383 + 0,008~ 0,362 + 0,003+ 0,419 + 0,010* 0,158 + 0,002* 0,135 + 0,002+
Dia 45 0,258 + 0,007* 0,291 + 0,011* 0,410 + 0,002* 0,430 + 0,005* 0,455 £+ 0,011* 0,363 + 0,007* 0,216 + 0,006* 0,196 + 0,001+
Dia 50 0,240 + 0,008* 0,278 + 0,004+ 0,431 £ 0,011* 0,313 £+ 0,006" 0,386 + 0,004~ 0,374 + 0,011 0,141 + 0,001+ 0,139 + 0,001+

DNasa ACIDA/DNA (Ul/mg)
12% PROTEINA 20% PROTEINA
NO TRATADOS TRATADOS NO TRATADOS TRATADOS
Hembras Machos Hembras Machos Hembras Machos Hembras Machos

Edad

Dia 25 18,2 + 0,4 133 + 0,4 17,6 + 0,3 13,8 + 0,1 30,0 + 0,3* 18,7 + 0,2* 12,8 + 0,2* 14,1 4+ 0,5+
Dia 30 21,1 + 0,2* 33,8 + 0,9 32,0 + 0,2 24,4 + 0,1%* 15,9 + 0,2+ 21,7 £ 0,1* 24,3 + 0,5* 30,0 + 0,5*
Dia 35 31,3 + 0,8 19,1 + 0,3* 31,4 + 0,5 41,1 + 0,7+ 26,8 + 0,3% i8,8 + 0,2* 28,7 + 0,2* 258 + 0,1*
Dia 40 17,0 + 0,2* 15,7 + 0,3* 41,1 + 0,8+ 39,7 + 0,5+ 19,7 +£ 0,4 143 + 0,1+ 20,4 + 0,5 22,3 + 0,5
Dia 45 13,8 + 0,2* 15,1 + 0,1 39,8 &+ {3 37,5 £ 0.4+ 23,7 + 0.2% 17,6 + 0,1* 31,5 + 0,3 28,0 £ 0,3+
Dia 50 15,0 + 0,2* 20,7 + 0,1* 33,2 + 0,2+ 31,8 £ 0,8+ 20,3 + 0,3+ [4,6 + 0,2* 30,2 + 0,4* 26,2 £ 0,3*

El simbolo * en una misma fila indica diferencias significativas entre ratones No Tratados ¥ Tratados para un misme sexo ¥ nivel proteico distario. p <0,05 seglin el test de comparacién multiple LSD.
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Tabla 42. Andlisis de la varianza trifactorial (ANOVA 2x2x6)! de los efectos directos e interacciones de la Edad (E), el Tratamiento (T) y la Dieta (D)
sobre el estudio del crecimiento celular® del misculo gastrocnemio de ratones BALB/c de ambos sexos entre 25 y 50 dfas de vida, No Tratados (NT) y
Tratados con rhGH (T) y sometidos a dos niveles de proteina dietaria (12 y 20%).

DNA/érgano DNA/g NN Peso/NN | Protefna/DNA | DNasa/érgano | DNasa/g | DNasa/Protefna | DNasa/DNA
EDAD 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001
thGH 0,0001 0,0001 0,0001 0,000t 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001
DIETA 0,03%90 NS 0,0180 0,0060 0,0001 NS 0,0001 0,0001 0,0001
ExT 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0006 0,0001
ExD 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001
TxD 0,0230 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001
ExTxD 0,0001 0,0001 0,0430 0,0020 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001

1. Valor de la probabilidad (p <0,05). NS - No significativo.

2. Variables dependientes: DNA absoluto (DNA/6rgano) y relativo (DNA/g), mimero de micleos (NN), peso muscular/mimero de nicleos
(peso/NN), Proteina/DNA, DNasa 4cida absoluta (DNasa/érgano) y relativa (DNasa/g) y actividad especifica DNasa 4cida/proteina
(DNasa/Proteina) y la razén DNasa dcida/DNA (DNasa/DNA).
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Tabla 43. Valor de las pendientes de las rectas de regresién frente a la Edad de las variables relacionadas con el crecimiento celular: DNA
absoluto y relativo, niimero de nicleos, peso muscular/nimero de micleos, proteina/DNA del misculo gastrocnemio de ratones BALB/c de
ambos sexos entre 25 y 50 dfas de vida, No Tratados y Tratados con rhGH y sometidos a dos niveles de protefna dietaria (12 y 20%).

12% PROTEINA 20% PROTEINA
NO TRATADOS TRATADOS NO TRATADOS TRATADOS
variables $eX0 pendiente errar pendiente error pendiente error pendiente error
8 0,0419 0,0009* -0,0000 0,0002* 0,0046 0,0008* 0,0001 0,00001*
DNA/6rgano
d 0,0019 0,0010%* -0,0030 0,0006%* 0,0086 0,0009* -0,0002 0,0002*
0,022 0,010* -0,01% 0,002* 0,023 0,006* -0,027 0,001*
DNA/g
d -0,013 0,016* -0,055 0,007* 0,054 0,011* -0,018 0,002*
? 0,675 0,160* -0,012 0,046* 0,730 0,128%* -0,018 0,034*
Nimero de nicleos
d 0,306 0,173* -0,489 0,103* 1,403 0,148* -0,032 0,032*
2 -0,027 0,018+ 0,060 0,006* -0,036 0,008* 0,108 0,003*
Peso/Nimero de
nticleos & 0,013 0,019% 0,105 0,011% 0,045 0,009* 0,115 0,015%
0,039 0,399 -0,179 0,209 -1,085 0,340* 5,123 0,338*
Proteina/DNA .
=y 0,419 0,395* 1,149 0,340% -0,751 0,164%* 3,103 0,603

€6l

El simbolo * en una misma fila indica diferencias significativas entre ratones No Tratados ¥ Tratados para un mismo sexo y mivel proteico dietario.
P <0,01 segiin el andlisis de Dumimy variables.



Tabla 44. Valor de las pendientes de las rectas de regresion y su error frente la Edad de las variables relacionadas con el enzima
desoxirribonucleasa 4cida: cantidades absoluta y relativa, actividad especifica y razén DNasa dcida/DNA del misculo gastrocnemio de ratones
BALB/c de ambos sexos entre 25 y 50 dfas de vida, No Tratados y Tratados con rhGH y sometidos a dos niveles de proteina dietaria (12

20% PROTEINA

y 20%).
12% PROTEINA
NO TRATADOS TRATADOS
variables 5eX0 pendiente erTor pendiente error
? 0,0190 0,0187+* 0,0564 0,0060%*
DNasa dcida/
rgano d 0,0413 0,0114 0,0232 0,0001
-(3,2750 0,0938* 0,3525 0,1187*
DNasa dcida/g
a -0,1183 0,1062* 0,153Q 0,1180*
¥ 0,005 0,0010* 0,0080 0,0006*
DNasa dcida/
proteina d -0,004 0,0007* 0,0056 0,0015%*
? -0,2961 0,1169* 0,6264 0,1199*
DNasa 4cida/
DNA d -0,1299 0.1500* 0,7906 0,1563*

NO TRATADOS TRATADOS
pendiente error pendiente error
0,0907 0,0090* 0,0543 0,0052*
0,1030 0,0113* 0,0273 0,0075%
08,2769 0,0961 0,0966 0,1309
0,3514 0,1013* 0,0156 0,0926*
0,0026 0,0011* -0,0027 6,0011%*
0,0011 0,0000* -0,0016 0,0007*
-0,1835 0,0088* 0,5707 0,0956*
-0,2130 0,0409* 0,2914 Q,1019*

El simbolo * en una misma fila indica diferencias significativas entre ratones No Tratados y Tratados para un mismo sexo y nivel proteico dietario.
P< 0,01 segin el andlisis de Dummy variables.

vol
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Gnfica 26. Relacion cntre la Actividad especifica DNasa acida vy las Ingestas Proteica (IP) (a) v
Energética ([E) (b) en ratones BALB/c de ambos sexos entre 25 v 50 dias de vida, No Tratados (NT)
y Tratados con rhGH (T) v sometidos a dos niveles de proteina dictaria (12 y 20%).
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4.9. EFECTOS DE LA ADMINISTRACION EXOGENA DE LA HORMONA
SOMATOTROPA (rhGH) SOBRE EL CRECIMIENTO CELULAR DEL
MUSCULO GASTROCNEMIO EN RATONES BALB/c DE AMBOS SEXOS,
ENTRE 25 Y 50 DIAS DE VIDA Y SOMETIDOS A DOS NIVELES DE
PROTEINA EN LA DIETA (12 y 20%). (Tablas 38-44, Gréfica 26).

La EDAD, el TRATAMIENTO, la DIETA y sus interacciones influyen muy
significativamente sobre el crecimiento celular del musculo en los animales T
respecto a los NT, segiin el ANOVA de tres factores (Tabla 42).

El test de comparacion multiple LSD sefiala que la administracién exogena
de thGH induce la pérdida de los valores DNA/6rgano, DNA/g y del NN de los
animales T respecto de los NT, que se manifiesta a lo largo del estudio
independientemente de la dieta suministrada y del sexo. Los porcentajes de descenso
oscilan entre un 30% y un 66% en el dia 30 y entre un 48% y un 75% en el dia
50 de vida, en todas las variables mencionadas (Tabla 38).

Por el contrario, el tamafio celular dependiente de la proteina
{proteina/ DNA) o del peso muscular (peso muscular/NN) se incrementa en todos los
animales tratados, especialmente en los grupos sometidos al 20% de proteina (Tabla
39).

Todas las relaciones de DNasa 4cida presentan disminuciones muy
significativas en los animales ¢ y ¢ 20% T respecto de los NT en todos los dias de
la experiencia, a excepcion de la razén DNasa dcida/DNA que aumenta (Tablas 40
y 41).

Sin embargo éstos valores, después de disminuciones iniciales, aumentan en
los animales sometidos al 12% de proteina, a excepcion de un descenso significativo
de los valores DNasa 4cida absoluta y relativa del grupo ¢ 12% T a dia 50 de vida,
en relacidn a los animales NT (Tablas 40 y 41).

El estudio de las pendientes de las rectas de regresion confirma la rdpida
pérdida de DNA y del NN, asi como la mayor aceleracion en el crecimiento del

tamafio celular de los animales T en relacién a los NT (Tabla 43).
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Respecto al enzima DNasa dcida y pardmetros relacionados, los animales ¢

y ¢ 12% T presentan las mayores velocidades de crecimiento, mientras que en los

grupos & y 2 20% T por el contrario estos valores crecen menos rdpidamente, a

excepeion de la razoén DNasa acida/DNA que evoluciona positivamente respecto a
sus controles NT (Tabla 44).

Estas modificaciones en el valor de las pendientes de las rectas de regresion

entre animales T y NT demuestran €l efecto de las interacciones ExT, ExD y ExTxD
(Tabla 42).

- Relacién entre la actividad especifica DNasa dcida y las ingestas proteica (IP) y
energética (1E) en ratones BALB/c No tratados (NT) y Tratados con rhGH
(T) (Grdficas 26a y b).

La actividad enzimdtica DNasa dcida sélo presenta correlacion lineal
significativa con ambas ingestas en los animales sometidos al 12% de proteina.

No obstante, la correlacion tiene direcciones opuestas en ambos grupos de
animales NT y T. En los animales 12% NT resulta inversamente proporcional, con
mayores descensos de la actividad enzimdtica a medida que se elevan la IP e IE. Por
el contrario, en los animales T la actividad DNasa es directamente proporcional,

incrementindose a medida que lo hace el nivel de ingesta.
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Tabla 45. Influencia de la Edad, la Dieta y el Sexo sobre la cantidad de RNA absoluto
y relativo del misculo gastrocnemio de ratones BALB/c de ambos sexos entre 25 y 50
dias de vida, No Tratados (NT) y sometidos a dos niveles de proteina dietaria (12
y 20%).

RNA ABSOLUTO (pug/érgano)

12% PROTEINA 20% PROTEINA
Hembras Machos Hembras Machos
Edad
Dia 25 160 + 5% 172 + 7° 127 + 4% 184 + 42%
Dia 30 250 + 120+" 105 + 2b+" 217 + §°*° 159 + 11°**
Dia 35 88 + (°*° 137 + 3°*+° 148 + 4°F° 213 + 4°%°
Dia 40 127 + 39+° 145 + 4°*° 241 + gd** 209 + 4°+"
Dia 45 154 + 4+° 208 + 54+ 239 + 139" 257 + 11"
Dia 50 198 + 6° 204 + 69 213 + §° 212 + 5°
RNA RELATIVO (mg/g)
12% PROTEINA 20% PROTE{NA
Hembras Machos Hembras Machos
Edad
Dia 25 3,5 + 0,098F" 2,6 + 0,082+" 2,2 + 0,022t 3,0 + 0,098F°
Dia 30 2,6 + 0,08 1.4 + 0,05°*" 2,6 + 0,06°% 2,2 + 0,080+"
Dia 35 1,2 + 0,02¢%* 1,7 + 0,02¢t" 1,9 + 0,06°%" 2,7 + 0,06°*"
Dia 40 1,6 + 0,0194+" 1,9 + 0,045+ 3,0 + 0,069%" 2,5 + 0,08¢""
Dia 45 2,0 + 0,05¢%" 2,5 + 0,08°F 2,6 + 0,07°" 2,5 + 0,034
Dia 50 2,2 + 0,03 2,1 + 0,07¢ 2,2 + 0,04* 2.2 + 0,08°

Cada valor es la media + error estindar de la media para 5 ratones/dia.

Letras distintas en cada columna indican diferencias significativas edad-dependientes.

+ indica diferencias significativas entre sexos para una misma edad e igual pivel proteico.
* indica diferencias significativas entre niveles proteicos para una misma edad e igual sexo.
P < 0,05 segiin el test de comparacién miltiple 1.SD.
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Tabla 46. Influencia de la Edad, la Dieta y el Sexo sobre la capacidad de sintesis
proteica y sobre la razon RNA/DNA del misculo gastrocnemio de ratones BALB/c
de ambos sexos entre 25 y 50 dias de vida, No Tratados (NT) y sometidos a dos

niveles de proteina dietaria (12 y 20%).

RNA/PROTEINA (mg/mg)

12% PROTEINA 20% PROTEINA
Hembras Machos Hembras Machos
Edad
Dia 25 26,6 + 0,4°%° 19,1 + 0,3*%" 13,8 + 0,1°%" 22,3 + 0,42F"
Dia 30 24,7 + 0,707 11,1 + 0,20+" 24,5 + 0,4°7 19,5 + 0,6°1"
Dia 35 8,9 + 0,1°"" 13,2 + 0,1°" 17,3 + 0,5°%" 23,4 + 0,3*%"
Dia 40 1,9 + 0,19 11,9 + 0,1%¢" 22,0 + 0,59%" 18,9 + 0,6°*"
Dia 45 13,1 + 0,3°%" 17,0 + 0,29+" 19,9 + 0,3°° 19,6 + 0,5*"
Dia 50 13,3 + 0,2°%" 11,9 + 0,1%*" 17,2 + 0,3°+" 15,9 + 0,5
RNA/DNA (mg/mg)
12% PROTEINA 20% PROTEINA
Hembras Machos Hembras Machos
Edad
Dia 25 1,5 + 0,04*%"° 0,7 + 0,022*" 1,3 + 0,02*" 1,3 + 0,022"
Dia 30 1,1 + 0,03" 1,0 + 0,03 1,0 + 0,03°* 1,2 + 0,03%%"
Dia 35 0,9 + 0,01°%* 0,8 + 0,01°+* 1,0 + 0,020" 1,0 + 0,02¢°
Dia 40 0,8 + 0,014 0,8 + 0,01°" 1,2 + 0,02°%" 0,6 + 0,019*%*
Dia 45 0,7 + 0,024+~ 0,9 + 0,019%" 1,0 + 0,01°" 1,0 + 0,01°"
Dia 50 0,8 + 0,01¢*" 0,9 + 0,014*"° 0,9 + 0,019+ 0,6 + 0,019%*

Cada valor es la media + error estdndar de la media para 5 ratones/dfa.
Letras distintas en cada columna indican diferencias significativas edad-dependientes.

+ indica diferencias significativas entre sexos para una misma edad e igual nivel proteico.
* indica diferencias significativas entre niveles proteicos para una misma edad e igual sexo.
P < 0,05 segin el test de comparacién miltiple LSD.
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Tabla 47. Influencia de la Edad, la Dieta y el Sexo sobre la cantidad absoluta y
relativa del enzima ribonucleasa dcida del musculo gastrocnemio de ratones BALB/c
de ambos sexos entre 25 y 50 dias de vida, No Tratados (NT) y sometidos a dos
niveles de protefna dietaria (12 y 20%).

RNasa ACIDA ABSOLUTA (mUI/6rgano)

12% PROTEINA 20% PROTEINA
Hembras Machos Hembras Machos
Edad
Dia 25 3,5 + 0,072+ 5,9 + 0,07°°+* 6,1 + 0,213%" 6,5 + 0,152*"
Dia 30 8,2 + 0,16"*" 6,3 + 0,182+" 9,2 + 0,07°** 8,7 + 0,150+*
Dia 35 6,3 + 0,127 5,5 + 0,20°%" 6,7 + 0,16°F 7,3 + 0,147
Dia 40 6,9 + 0,10° 7,2 + 0,16 8,0 + 0,17¢ 8,1 + 0,099"
Dia 45 6,6 + 0,12¢%" 8,3 + 0,17¢+" 9,1 + 0,15°*" 7.8 + 0,1597°
Dia 50 9,9 + 0,034+" 9,4 + 0,17¢%" 8.8 + 0,16"" 9.0 + 0,12""
RNasa ACIDA RELATIVA (mUl/g)
2% PROTEINA 20% PROTEINA
Hembras Machos Hembras Machos
Edad
Dia 25 79,3 + 0,6°%" 90,3 + 0,5°+" 112 + 0,52%" 108 + 0,4°F"
Dia 30 94,5 + 1,00+" 83,1 + 0,5°+* 108 + 0,7°*° 119 + 0,8°+"
Dia 35 84,4 + 1,3°+" 68,8 + 1,0°*° 92,8 + 0,4 94,5 + 0,8
Dia 40 86,3 + 0,8°*" 91,5 + 0,9+ 89,5 + 0,39 91,6 + 0,54
Dia 45 85,1 £ 1,1¢*+* 104 + 1,24+ 97,5 + 0,9¢+" 73,6 + 0,75
Dia 50 112 + 0,69+ 93,8 + 0,22+ 93,5 + 1,2°" 94,2 + 0,9°

Cada valor es la media + error estindar de {a media para 5 ratones/dia.
Letras distintas en cada columna indican diferencias significativas edad-dependientes.

+ indica diferencias significativas entre sexos para una misma edad e igual nivel proteico.
* indica diferencias significativas entre niveles proteicos para una misma edad e igual sexo.
P <0,05 segiin el test de comparacién multiple LSD.
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Tabla 48. Influencia de 1a Edad, la Dieta y el Sexo sobre la actividad especifica del
enzima ribonucleasa dcida y sobre las razones RNasa dcida/DNA y RNasa dcida/RNA
del misculo gastrocnemio de ratones BALB/c de ambos sexos entre 25 y 50 dias de
vida, No Tratados (NT) y sometidos a dos niveles de protefna dietaria (12 y 20%).

RNasa ACIDA/PROTEINA (mUI/mg)

12% PROTEINA

20% PROTEINA

Hembras Machos Hembras Machaos
Edad
Dia 25 0,58 + 0,022°*° 0,66 + 0,018+ 0,70 + 0,007*%" 0,80 + 0,015**"
Dia 30 0,80 + 0,021°*" 0,65 + 0,015*"" 1,02 + 0,008 1,04 + 0,024%"
Dia 35 0,63 + 0,035°*" 0,53 + 0,026*" 0,83 + 0,016 0,81 + 0,008""
Dia 40 0,64 + 0,030°% 0,58 + 0,019°%" 0,66 + 0,004%% 0,69 + 0,015%"
Dia 45 0,56 + 0,0249%" 0,67 + 0,018°+" 0,76 + 0,018°*" 0,57 + 0,0164%"
Dia 50 0,66 + 0,010°+* 0,53 + 0,014"*° 0,73 + 0,016%+" 0,66 + 0,012¢**

RNasa ACIDA/DNA (mUl/mg)
12% PROTEINA 20% PROTEINA

Hembras Machos Hembras Machos
Edad
Dia 25 34,4 4 0,4%%" 23,9 + 0,74%" 68,0 + 0,8°%° 44,8 + 0,42%"
Dia 30 38,8 + 0,5°+" 60,8 + 0,7°%* 40,9 + 0,4°+" 64,0 + 0,8°*"
Dia 35 63,8 + 1,2°7" 33,1 + 0,3°% 47,7 + 0,3°+" 33,2 + 0,4
Dia 40 41,2 + 0,6%° 39,7 + 0,6% 35,9 + 0,49+" 23,5 + 0,19%°
Dia 45 29,1 + 0,3°*" 35,5 + 0,4°%° 39,7 + 0,4+ 27.8 + 0,3¢+"
Dia 50 41,9 + 0,3%" 40,2 + 0,49° 38,2 + 0,3°F" 25,7 + 0,20+"

RNasa ACIDA/RNA (mUYl/mg)
12% PROTEINA 20% PROTEINA

Hembras Machos Hembras Machos
Edad
Dia 25 22,5 + 0,52%" 34,3 + 0,9°° 50,8 + 0,72*" 35,8 + 1,12%"
Dia 30 36,0 + 0,8°*+" 60,0 + 0,6°" 41,6 + 1,20 53,5 + 1,207
Dia 35 71,6 + 0,7°%" 40,6 + 0,1¥" 48,0 + 0,7°%" 34,6 + 0,6
Dia 40 54,4 + 0,69%" 49,5 + 0,84*° 30,1 + 0,7°%" 37,0 + 0,6°*"
Dia 45 41,9 + 0,8 40,7 + 0,25 38,2 + 1,20%" 29,2 + 0,2°%"
Dia 50 50,3 + 0,50*" 45,0 + 0,8°%" 42,3 + 1,2°%" 32,1 + 1,5*+"

Cada valor es la media + error estindar de la media para 5 ratopes/dia.
Letras distintas en cada columna indican diferencias significativas edad-dependientes.

+ indica diferencias significativas entre sexos para una misma edad e igual nivel proteico.
* indica diferencias significativas entre niveles proteicos para una misma edad e igual sexo.
P < 0,05 segin el test de comparacién multiple LSD.
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Tabla 49. Influencia de la Edad, la Dieta y el Sexo sobre la cantidad absoluta y
relativa del enzima catepsina D del misculo gastrocnemio de ratones BALB/c de
ambos sexos entre 25 y 50 dias de vida, No Tratados (NT) y sometidos a dos niveles
de proteina dietaria (12 y 20%).

CATEPSINA D ABSOLUTA (mUV/6rgano)

12% PROTEINA 20% PROTEINA

Hembras Machos Hembras Machos
Edad
Dfa 25 590 + 152" 755 + 11**° 433 + 13°%° 161 + 9+
Dia 30 1370 + 45°+" 857 + 10b+" 307 + 11° 279 + g8b"
Dia 35 887 + o°t* 963 + 4°F° 574 + 19°%° 221 + 12°%°
Dia 40 804 + 797 745 + 15°%° 154 + gd+* 325 + 94+
Dia 45 888 + 14" 1069 4 239+* 452 + 15*° 449 + 13¢"
Dia 50 787 + 269%"° 1009 + 17°%" 125 + 2¢* 123 + 37

CATEPSINA D RELATIVA (Ul/g)
12% PROTEINA 20% PROTEINA

Hembras Machos Hembras Machos
Edad
Dia 25 13,7 + 0,172%" 11,6 + 0,122%" 7,50 + 0,142+" 2,73 + 0,11*%"
Dia 30 15,7 + 0,10+ 11,4 + 0,09**" 3,68 + 0,04°" 3,90 + 0,000+
Dia 35 11,7 + 0,06 11,7 + 0,04 7,56 + 0,08°%" 2,85 + 0,042F"
Dia 40 10,2 + 0,068%" 927 + 0,08°+" 1,78 + 0,02¢+" 3,89 + 0,03°*"
Dia 45 11,8 + 0,115+ 13,3 + 0,12¢** 4,85 + 0,099+" 4,25 + 0,05°%"
Dia 50 8,83 + 0,04¢*" 10,3 4 0,169%" 1,28 + 0,03¢* 1,30 + 0,03%"

Cada valor es la media + error estindar de la media para 5 ratones/dia.
Letras distintas en cada columna indican diferencias significativas edad-dependientes.
+ indica diferencias significativas entre sexos para una misma edad e igual nivel proteico.

* indica diferencias significativas entre niveles proteicos para una misma edad e igual sexo.
P < 0,05 segiin el test de comparacién miiltiple LSD.
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Tabla 50. Influencia de la Edad, la Dieta y el Sexo sobre la actividad especifica del
enzima catepsina D y sobre la razon catepsina D/DNA del misculo gastrocnemio de
ratones BALB/c de ambos sexos entre 25 y 50 dias de vida, No Tratados (NT) y
sometidos a dos niveles de proteina dietaria (12 y 20%).

CATEPSINA D/PROTEINA (mUl/mg)

12% PROTEINA

20% PROTEINA

Hembras Machos Hembras Machos
Edad
Dia 25 98,1 + 1,02%" 84,6 + 0,9°%° 47,1 + 0,9*+" 20,2 + 1,07
Dia 30 133,7 + 2,2b*" 90,1 + 2,00*" 34,6 + 0,3%" 34,0 + 0,6""
Dia 35 89,7 + 2,1 92,7 + 1,9 67,5 + 1,5¢+" 24,4 + 0,3+
Dia 40 75,5 + 1,09%" 61,4 + 0,9°%" 13,1 + 0,29+" 20,4 + 0,747
Dia 45 75,4 + 1,197° 87,4 + 1,417 379 + 1,0°7° 33,0 + 0,707
Dfa 50 52,9 + 0,3°%" 59,1 + 0,6°F° 10,0 + 0,25 9,1 + 0,3°%

CATEPSINA D/DNA (Ul/mg)
12% PROTEINA 20% PROTEINA

Hembras Machos Hembras Machos
Edad
Dia 25 59 + 0,112%" 3,1 + 0,072%" 4,6 + 0,112 1,1 + 0,052%"
Dia 30 6,4 + 0,07°+" 8,3 + 0,20°+" 1,4 + 0,02P** 2.1 + 0,02°*°
Dia 35 8.8 + 0,10+ 5.6 + 0,07 3,9 + 0,04°+" 1,0 + 0,028*"
Dia 40 4,8 + 0,089+" 4,0 + 0,059%° 0,7 + 0,014+" 1,0 + 0,01**+"
Dia 45 4,0 + 0,04+ 4,6 + 0,05¢" 2,0 + 0,04°+" 1,6 + 0,02¢%*
Dia 50 3,3 + 0,02{*" 4,4 + 0,09¢" 0,5 + 0,01+" 0,4 + 0,019%"

Cada valor es la media + error estidndar de la media para 5 ratones/dfa.
Letras distintas en cada columna indican diferencias significativas edad-dependientes.

+ indica diferencias significativas entre sexos para una misma edad e igual nivel proteico.
* indica diferencias significativas entre niveles proteicos para una misma edad e igual sexo.
P < 0,05 segin el test de comparacién miltiple LSD.



Tabla 51. Andlisis de la varianza trifactorial (ANOVA 2x2x6)! de los efectos directos e interacciones de la Edad (E), la Dieta (D) y el Sexo (S) sobre el
estudio del metabolismo del RNA vy la capacidad de sintesis proteica® del miisculo gastrocnemio en ratones BALB/c de ambos sexos entre 25 y 50 dias de
vida, No Tratados (NT) y sometidos a dos niveles de protefna dietaria (12 y 20%).

RNA/6rgano | RNA/g | RNA/Proteina |RNA/DNA| RNasa/6rgano | RNasa/g | RNasa/Proteina | RNasa/DNA | RNasa/RNA
EDAD 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001
DIETA 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,000t 0,0088 0,0001
SEXO NS 0,0048 0,0001 0,0001 0,0046 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001
ExD 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001
ExS 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 NS 0,0001 0,0001 0,0001
DxS NS 0,0001 0,0001 0,0001 NS 0,0001 0,0031 0,0001 0,0024
ExDxS ©,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,000t 0,0001

1. Valor de la probabilidad (p <0,05). NS - No significativo.
2. Variables dependientes: RNA absoluto (RNA/Grgano) y relativo (RNA/g), capacidad de sfntesis (RNA/protefna), la razén RNA/DNA, RNasa
dcida absoluta (RNasa/érgano) y relativa (RNasa/g), actividad especifica RNasa dcida/protefna (RNasa/Protefna) y las razones RNasa dcida/DNA

(RNasa/DNA) y RNasa 4cida/RNA (RNasa/RNA).
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Tabla 52. Andlisis de la varianza trifactorial (ANOVA 2x2x6)! de los efectos directos e interacciones de la Edad (E), la Dieta (D) y el Sexo (S) sobre la
degradacién proteica’® del mudsculo gastrocnemio en ratones BALB/c de ambos sexos entre 23 y 50 dfas de vida, No Tratados (NT) y sometidos a dos niveles
de proteina dietaria (12 v 20%).

Catepsina/drgano | Catepsina/g | Catepsina/Protefna | Catepsina/DNA
EDAD 0,0001 0,0001 0.0001 0,0001
DIETA 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001
SEXO 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001
ExD 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001
ExS 0,000! 0,0001 0,0001 0,06001
DxS 0,0001 0,0001 NS 0,0001
ExDxS 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001

1. Valor de la probabilidad (P <0,05).NS - No significativo.
2. Variables dependientes: Catepsina D/dérgano, catepsina D/g, catepsina D/proteina y catepsina D/DNA.
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Tabla 53. Relacién con la Edad de las variables: RNA absoluto y relativo, capacidad de sintesis proteica y razén RNA/DNA del miisculo
gastrocnemio de ratones BALB/c de ambos sexos entre 25 y 50 dfas de vida, No Tratados (NT) y sometidos a dos niveles de proteina dietaria

(12 'y 20%).
12% PROTEINA 20% PROTEINA
varable SeX0 ecuacién'® error® r sig. ecuacion™ error™® I sig.
y=0,145 + x0,0005 0,0010*! 0,098 NS y=0,139 + x0,0030 0,000722 0,617  0,0005
RNA/érgano bl al
Y y=0,113 + x0,0027 0,0006 0,613  0,0003 y=0,165 + x0,0020 0,0005 0,624  0,0004
y=2,998 - x0,045 0,014%! 0,509  0,0041 y=2,316 + x0,005 0,007 0,137 NS
RNA/
£ a y=1,947 + x.0,005 0,01021 0,093 NS y=2,875 - x0,018 0,005°2 0,513 0,0037
? y=26,224 - x0,560 0,110 0,684  0,0000 y=17,713 + x0,068 0,076%% 0,169 NS
RNA/proteina bl bl
& y=15,975 - x0,110 0,070 0,298 NS y=23,526 - x0,205 0,043 0,667  0,0001
2 y=1,445 - x0,027 0,0032! -0,818  0,0000 y=1,257 - x0,009 0,002%2 0,580  0,0008
RNA/DNA
J y=0,796 + x0,003 0,002°! 0,257 NS y=1,362 - x 0,024 0,003"2 0,836 0,0000

(A) Ecuaciones de regresién entre cada variable dependiente (Y) y la Edad (X). (B) error estindar de la pendiente.
r - Coeficiente de regresidn lineal de Pearson. sig. - significacién de la correlacién. NS - No significativa.
En cada variable: Letras distintas indican diferencias significativas entre sexos para un mismo nivel dietario.

Niimeros distintos indican diferencias significativas entre niveles proteicos para un mismo seXo.

p<0,01 segtin andlisis Dummy variables.
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Tabla 54.

Relacién con la Edad de las variables: Cantidad absoluta y relativa del enzima RNasa 4cida, actividad especifica RNasa

dcida/proteina y las razones RNasa dcida/DNA y RNasa dcida/RNA del miisculo gastrocnemio de ratones BALB/c de ambos sexos entre 25
y 50 dias de vida, No Tratados (NT) y sometidos a dos niveles de protefna dietaria (12 y 20%).

12% PROTEINA

20% PROTEINA

variable sexo ecuacion'™ error® r sig. ecuacion® error® r sig
Q y=4,162 + x 90,1571 0,0313% 0,688  0,0000 y=6,506 + x0,0826 0,02282 0,564  0,0012
RNasa 4cida
J6rgano & y=4,568 + x0,1451 0,0154* 0,871 0,0000 y=6,879 + x0,0590 0,015% 0,579  0,0008
? y=76,66 + x0,7760 0,187%! 0,615  0,0003 y=111,27 - x 0,712 0,123*2 0,735 0,0000
RNasa dcida/g al 2
@ y=78,40 + x.0,5796 0,212 0,458 NS y=114,84 - x-1,087 0,215 0,703 0,0000
? y=0,684 - x0,0018 0,002¢! 0,178 NS y=0,8624 - x 0,0045 0,0022! -0,326 NS
RNasa 4cida/
proteina & y=0,653 - x0,0023 0,001%! -0,288 NS y=0,9832 - x0,0126 0,002b2 0,711 0,0000
9 y=42,91 + x0,0790 0,241%! 0,061 NS y=61,508 - x0,9402 0,1632! 0,735 0.0000
RNasa 4cida/
DNA & y=37,60 + x0,0700 0,248°! 0,053 NS y=57,889 - x-1,2215 0,211 0,736 0,0000
? y=32,15 + x90,797 0,306°! 0,441 NS y=48,87 - x0,4036 0,134%2 0,490 0.0056
RNasa dcida/ ,
RNA & y=44,57 + x0,024 0,181° 0,025 NS y=45,96 - x0,5101 0,14922 0,541 0,0002
cuaciones de regresion entre cada vanable dependiente (Y) v la Eda ). error estdndar de la pendiente,
(A) Ecuaciones d i6 da variable dependi Y) y Ia Edad (X). (B) indar de la pendi o
r - Coeficiente de regresion lineal de Pearson. sig, - significacién de la correlacién. NS - No significativa. <

En cada vanable: Letras distintas indican diferencias significativas entre seXos para un mismo nivel dietario.

Niimeros distintos indican diferencias significativas entre niveles proteicos para un mismo sexo.

p<0,01 segin andlisis Dummy variables.



Tabla 55. Relacidn con la Edad de las variables: cantidad absoluta y relativa del enzima catepsina D, actividad especifica catepsina D/proteina
y la razén catepsina D/DNA del miisculo gastrocnemio de ratones BALB/c de ambos sexos entre 25 y 50 dfas de vida, No Tratados (NT) y

sometidos a dos niveles de proteina dietaria (12 y 20%).

12% PROTENA

variable ecuacion® (B} ecuacion™®

20% PROTEINA

error(B)

5eX0 &rToT 1 sig. r sig.
9 y=0,942 - x 0,0031 0,0053*1  -0,110 NS y=0,493 - x0,0087 0,0032¢ 0,453 NS
Catepsina D/
6rgano & y=0,730 + x0,0096 0,0021”* 0,650  0,0001 y=0,217 + x9,0024 0,00247 0,188 NS
y=15,72 - x 0,214 0,0288) 0,813 0,0000 y=7,77 - x0,190 0,0412! 0,654  0,0001
Catepsina D/
atepsina Lig & y=11,58 - x0,019 0,0288] 0,128 NS y=3,66 - x0,029 0,211 0,246 NS
? y=129,06 - x2,370 0,340 -0,794  0,0000 y=58,03 - x-1,315 035832 -0,569 0,001
Catepsina D/
proteina J y= 95,92 - x0,950 0,280°! -0,544  0,0009 y=30,34 - x0,304 0,183b2 0,299 NS
9 y=7,99 - x 0,138 0,030°! -0,655  0,0001 y=4,34 - x0,123 0,0242! 0,68  0,0000
Catepsina D/DNA
atepsina y=5,61 - x0,035 0,036°"  .0,180 NS y=1,73 - x0,030 0,010°" 0,479 0,0073

(A} Ecuaciones de regresién entre cada variable dependiente (Y) v la Edad (X). {B) error estdndar de la pendiente,
r - Coeficiente de regresién lineal de Pearson. sig, - significacién de la correlacién. NS - No significativa.

En cada variable: Letras distintas indican diferencias significativas entre sexos para un mismo nivel dietario.
Numeros distintos indican diferencias significativas entre niveles proteicos para un mismo sexo.

p<0,01 segin andlisis Dummy variables.
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4.10. INFLUENCIA DE LA EDAD, LA DIETA Y EL SEXO SOBRE EL
METABOLISMO PROTEICO Y DEL RNA EN MUSCULO
GASTROCNEMIO EN RATONES BALB/c DE AMBOS SEXOS, ENTRE
25 Y 50 DIAS DE VIDA, NO TRATADOS (NT) Y SOMETIDOS A DOS
NIVELES DE PROTEINA EN LA DIETA (12 y 20%) (Tablas 45-55).

El efecto de la EDAD sobre los valores RNA/drgano, RNA/g,
RNA/proteina, RNA/DNA, RNasa 4cida/érgano, RNasa dcida/g, RNasa
dcida/proteina, RNasa dcida/DNA, RNasa dcida/RNA, catepsina D/érgano,
catepsina D/g, catepsina D/proteina y catepsina D/DNA es muy significativo en los
animales N'T de acuerdo con el andlisis de la varianza de tres factores (Tablas 51 y
52).

La cantidad absoluta de RNA muscular se incrementa de forma edad-
dependiente en todos los animales NT, a excepcion del grupo ¢ 12% NT, que resulta
independiente de la edad (Tablas 45 y 53). Por su parte, la concentracion de RNA/g
disminuye en el mismo periodo, aunque en el grupo € 20% NT se mantiene
inalterado (Tabla 45).

Las razones RNA/proteina y RNA/DNA presentan descensos en todos los
animales estudiados (Tabla 46) de cardcter edad- dependiente (Tabla 53), a
excepcion de la razén RNA/proteina del grupo ¢ 20% NT y de la razén
RNA/DNA del grupo ¢ 12% NT cuyos incrementos no son correlativos con la edad.

Por otra parte, el valor absoluto del enzima RNasa dcida aumenta con la edad
muy significativamente en todos los animales NT (Tabla 47), presentando los grupos
sometidos al 12% de proteina dietaria, los mayores coeficientes de correlacion
temporal (Tabla 54).

Sin embargo, los valores relativos RNasa dcida/g, RNasa 4dcida/DNA vy
RNasa acida/RINA varfan en razdn inversa al nivel proteico de la dieta, aumentando
en los animales NT del 12% de proteina y disminuyendo en los grupos del 20%
(Tablas 47 y 48). Estas variables presentan correlaciones temporales negativas y

significativas con coeficientes de correlacion alrededor de r=-0,700 en los grupos
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de mayor nivel proteico, mientras que sélo es correlativo el valor RNasa dcida/g del
grupo ¢ 12% NT (Tabila 54).

Las modificaciones temporales en la razén RNasa dcida/proteina son muy
desiguales entre grupos (Tabla 48), ya que mientras los animales machos de ambas
dietas sufren descensos significativos respecto al valor inicial, los grupos hembras o
bien no presentan modificacién (2 20%) o aumentan ligeramente (2 12%),
presentando cardcter edad~dependiente sdlo el grupo & 20% NT (Tabla 54).

También la EDAD afecta de forma negativa a los pardmetros relacionados
con el enzima catepsina D en todos los animales NT, a excepcion de la cantidad
absoluta del enzima en los grupos ¢ y ¢ 12% NT y de la razén catepsina D/DNA
del grupo & 12% NT que aumentan un 33% y un 43% respectivamente (Tablas 49
y 50).

Los descensos resultan edad-dependientes en los grupos hembras de ambas
dietas, a excepcidn del valor de catepsina D/érgano que no presenta correlacion
temporal (Tabla 55). Por su parte, todos los animales & obtienen menores
correlaciones temporales (Tabla 53).

El factor DIETA afecta también significativamente a todos los pardmetros en
estudio, segin el andlisis de la varianza de tres factores (Tablas 51 y 52).

En general, la dieta del 20% de proteina induce en los animales de ambos
sexos, un incremento significativo de las cantidades absoluta y relativa de RNA, de
las razones RNA/proteina y RNA/DNA (Tablas 45 y 46), asi como de la actividad
RNasa acida/proteina y de las cantidades absoluta y relativa del enzima, segiin el
test de comparacion miltiple LSD (Tablas 47 y 48).

Por su parte las razones RNasa dcida/DNA y RNasa dcida/RNA presentan
efectos mds aleatorios inducidos por el nivel de protefna mds alto, aunque en
general los valores tienden a bajar respecto a los grupos del 12% de proteina (Tabla
48).

Descensos muy significativos en todos los dias de vida experimentan también
los animales # y ¢ 20% NT en todos los pardmetros relacionados con la catepsina
D, presentando a dia 50 los mayores porcentajes de disminucién respecto a los

grupos sometidos a la dieta del 12% de proteina (Tablas 49 y 50).
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Por otra parte, el ANOVA de tres factores (Tablas 51 y 52) sefiala una
influencia del SEXO en todas las variables estudiadas, excepto en la cantidad absoluta
de RNA. Sin embargo el cardcter aleatorio de las modificaciones encontradas, hacen
imposible la determinacién de una clara influencia sexual.

El estudio estadistico de las pendientes de las rectas de regresion (Tablas 53,
54 y 55) nos indica que la evolucién temporal de los pardmetros RNA/6rgano,
RNA/g, RNA/proteina y RNA/DNA de los animales 2 20% NT es mds rdpida que
las del grupo ¢ 12% NT.

Por el contrario, el grupo ¢ 12% NT presentan mayores aceleraciones en el
crecimiento de estas variables respecto al grupo ¢ 20% NT (Tabla 53), lo que sefiala
la influencia de la triple interaccion ExDxS (Tabla 51).

Por su parte todos los parametros relacionados con la actividad RNasa 4cida,
presentan crecimientos temporales mds rdpidos en los animales sometidos al 12%
de proteina respecto a los del 20%, independientemente del sentido positivo o
negativo de dicha evolucién (Tabla 54).

Por uitimo, sélo la variable catepsina D/proteina presenta una mayor
desaceleracion del crecimiento en los grupos 12% NT respecto a los 20% NT.
También la influencia de las interacciones ExD, ExS, DxS y ExDxS son muy

significativas (Tablas 51 y 52).
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Griafica 27. Relacion entre RNA muscular (Y) v la Actividad especifica RNasa acida (X) en ratones
BALB/c de ambos sexos entre 25 y 50 dias de vida, No T'ratados (NT) y sometidos a dos niveles de
proteina dictaria (12 y 20%).

XK---- 12% ¢ y =722 +x-0,36 % 0,03
Ae---12% & NS
f— 20% ¢ NS
0—— 20% o y=3397-x-0170,14

300 -

250

hed

Lo v b v e b cv v e vy

100
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s

//

S T4 N mon o S S et ey A O e S s B N S St B B B B S B B |
0.20 .40 0.60 0.80 1.60 1.20
Actividad especifica RNasa dcida {mUl/mg)}

superindiccs (diferencias entre pendientes): Letras distintas indican diferencias significativas enire sexos para una misma dieta. Niimeros distintos
indican diferencias significativas entre dietas para un mismo sexo .
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Grafica 28. Relacidn entre el RNA muscular (Y) v las Ingestas Proteica (X) (a) v Energética (X) (b) en
ratones BALB/c de ambos sexos entre 25 v 50 dias de vida, No Tratados (NT) v sometidos a dos
riveles de proteina dietaria (12 v 20%).

a b
X---- 12% 2 NS NS
A-v--12% & y=122.2+x - 0,005+ 0,001 ! y=1122+x-0,039 = 00!
. 20% ¢ y = 1456 + x - 0,040 + 0,001 ® v=1456+x - 0,057 £ 001 ®
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a)
300 —
250{
5 ]
EDEOO ;
s 3
oan -
E _
pad ]
o150 —
4
] i
100 — &
1 o
50 = T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T i T 3 T T 1
0.0 10.0 20.0 30.0
Ingesta Proteica Global (g)
by 300 4
250{
B ]
%200—: o o
=) - —_—
. — e
g :/’/D?ln / — i
~— - e - — =
e 1 7 ag N -
Saso T L S
il :/ - ° * - Ax
:/ . o o L T
. ) 4
100 P
5OLTl||I|Ill]ll||l|lll[IIFIIIIIW]I!III‘{IEIITII‘!I1III]
o] 500 1000 1500 <000 2500

o Ingeste Energética Global (kil}
superindices (diferencias entre pendientes): letras distintas indican diferencias significativas entre sexos para una misma dieta. Ndmeros distintos indican diferencias
significativas entre dietas para un R ISMo sexo



214
Gnifica 29. a) Relacion entre ¢l Incremento acumulado de proteina muscular (Y) v la Actividad
especifica Catepsina D (X). b) Relacion entre la Velocidad fraccional de crecimiento de Proteina (Y)
y la razé6n RNA/proteina (X} en ratones BALB/¢c de ambos sexo entre 25 y 50 dias de vida, No
Tratados (NT) y sometidos a dos miveles de proteina dietaria (12 y 20%).

a b
X---- 12% % y= 77-x 0038 0,009 y=-075+x-044 £ 006"
A--o-12% o =115-x 0,083 £0,021° y=-4,16+x-1,03i0,04b
* 20% ¢ y=43-x 0,037 % 0,008 NS
O— 20% & NS NS
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superindices (diferencias entre pendientes): letras distintas indican dif. sig. entre sexos para una misma dieta. Nimeros distintos indican dif. sig. entre
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Grafica 30. Relacion entre la Actividad especifica Catepsina D (Y) y las Ingestas Proteica (X) (a) y
Energética (X) (b) en ratones BALB/c de ambos sexos entre 25 y 50 dias de vida, Mo Tratados (NT)
y sometidos a dos niveles de proteina dietaria (12 y 20%).

d h
Xx---- 12% % y=12224-x - 488 + 0,79 * y =122,24 - x - 0,038 £ 0,006 *'
A-ce-12% o y= 91,42 -x - 1,68 +0,48 " y=9142 - x - 0,013 0,003
* 20% 9 y= 5584 -x 178047 % y = 55,84 - x - 0,023 £ 0,006 *
00— 20% & y= 30,74 -x-049£024 " y = 30,74 - x - 0,006 + 0,003 **
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superindices (diferencias entre pendientes): Letras distintas indican diferencias significativas entre sexos para una misma dieta .
Numeros distintos indican diferencias significativas entre dictas para un mismo sexo.
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4.11. DINAMICA DE CRECIMIENTO DEL RNA Y DEL ENZIMA CATEPSINA

D EN MUSCULO GASTROCNEMIO DE RATONES BALB/c NO
TRATADOS (NT).

- Relacién entre el RNA muscular y la actividad especifica de RNasa dcida
(Grdfica 27).

De acuerdo con las ecuaciones de regresion lineal correspondientes, se
observa que solo el grupo 2 12% NT presenta correlacién lineal positiva, mientras
que en los animales &' 20% NT la correlacién es negativa. El resto de los grupos

carecen de correlacién lineal.

- Relacidon entre el RNA muscular y las ingestas proteica (IP) y energética (IE)
(Grdficas 28a y b).

A excepcion del grupo ¢ 12% NT que no presenta correlacidn alguna, el
RNA total muscular del resto de los grupos es directamente proporcional al
incremento de las ingestas proteica y energética. El grupo ¢ 20% NT deposita una
mayor cantidad de RNA a partir de ingestas proteicas por encima de 16 g y de

ingestas energéticas superiores a 1300 kj.

- Relacion entre la actividad especifica de catepsina D y las ingestas proteica (IP)

y energética (IE) (Grdficas 30a vy b).

Todos los grupos de animales estudiados presentan correlaciones lineales
negativas entre los pardmetros especificados, lo que significa que a medida que se

incrementan las ingestas disminuye ia actividad enzimética.
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4.12. DINAMICA DEL METABOLISMO PROTEICO DURANTE EL
CRECIMIENTO DE MUSCULO GASTROCNEMIO EN RATONES BALB/c NO
TRATADOS (NT).

- Relacién entre el incremento proteico muscular y la actividad especifica de

catepsina D (Grdfica 2%9a).

Excepto el grupo ¢ 20% NT, todos los animales presentan una correlacién
lineal negativa entre los pardmetros antedichos, de tal modo, que el incremento de
la proteina muscular disminuye a medida que aumenta la actividad especifica de

catepsina D, especialmente en el grupo ¢ 12% NT.

- RELACION ENTRE LA VELOCIDAD FRACCIONAL DE PROTEINA
MUSCULAR Y LA RAZON RNA/PROTEINA (Grifica 29b).

Sélo los grupos de animales NT sometidos al 12% de proteina presentan una
correlacién lineal entre la VFPIM y la capacidad de sintesis proteica, siendo el
grupo &' 12% NT el que consigue una mayor VFPrM para un mismo valor de
RNA/proteina.
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Tabla 56. Influencia de la Edad, la Dieta y el Sexo sobre la cantidad de RNA absoluto
y refativo del misculo gastrocnemio de ratones BALB/c de ambos sexos entre 25 y 50

dias de vida, Tratades con rhGH (T) y sometidos a dos niveles de proteina dietaria
(12 y 20%).

RNA ABSOLUTO {(pg/érgano)

12% PROTEINA 20% PROTEINA
Hembras Machos Hembras Machos
Edad
Dia 25 192 + 6°% 210 + 3**° 178 + 8° 180 + 3*"
Dia 30 137 + 3°* 123 + 1I°*° 132 + 5b* 99 4 7o+*
Dia 35 121 + 3° 112 4+ 3¢ 116 + 5°% 135 + 3°%°
Dia 40 91 + 547 106 + 5°+° 100 + 39+ 121 + 24+*
Dia 45 103 + 24+* 157 + §9+° 127 + 3b+* 109 + 6Pd+*
Dia 50 134 + 6" 127 + 4° 103 + 29+ 134 + 3%
RNA RELATIVO (mg/g)
12% PROTEINA 20% PROTEINA
Hembras Machos Hembras Machos
Edad
Dia 25 3,0 + 0,05 3,2 + 0,03*" 2,9 + 0,05 3,0 + 0,04*"
Dia 30 2,5 + 0,07°%" 2,1 + 0,05+ 2,7 + 0,070+ 1,6 + 0,05°%"
Dia 35 1,8 + 0,02¢" 1,7 + 0,02¢" 1,9 + 0,04%" 2,0 + 0,07°"
Dia 40 1,4 + 0,014+* 1,6 + 0,06¢F 1,3 + 0,01d+" 1,5 + 0,01°%
Dia 45 1,4 + 0,024** 2,1 + 0,020%° 1,6 + 0,03¢*" 1,2 + 0,044~
Dia 50 1,6 + 0,03 1,6 + 0,03° 1,1 + 0,02+ 1,7 + 0,01°*

Cada valor es la media + error estdndar de la media para 5 ratones/dia.

Letras distintas en cada columna indican diferencias significativas edad-dependientes.

+ indica diferencias significativas entre sexos para una misma edad e igual nivel proteico.
* indica diferencias significativas entre niveles proteicos para una misma edad e igual sexo.
P < 0,05 segtin el test de comparacion miltiple LSD.



Tabla 57.

Edad

Dia 25
Dia 30
Dia 35
Dia 40
Dia 45
Dia 50

Edad

Dia 25
Dia 30
Dia 35
Dia 40
Dia 45
Dia 50
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Influencia de la Edad, la Dieta y el Sexo sobre la capacidad de sintesis
proteica y sobre la razén RNA/DNA del miisculo gastrocnemio de ratones BALB/c
de ambos sexos entre 25 y 50 dias de vida, Tratados con rhGH (T) y sometidos a
dos niveles de proteina dietaria (12 y 20%).

12%

Hembras

20,3 + 0,7
18,4 + 0,1°%"
14,6 + 0,2°7F
10,8 + 0,29
12,6 + 0,2¢%"
16,7 + 0,17+"

H H+ H

12%

Hembras

1,7 + 0,012%
1,8 + 0,02b+"
1,3 + 0,01°"
1,1 + 0,019
1,2 + 0,02°%"°
1.3 + 0,02¢"

PROTEINA

Machos

20,7 + 0,3*"
11,6 + 0,20*"
13,7 + 0,2°%
11,4 + 0,3"
+ O‘1d+"'
13.4 + 0,2¢*"

RNA/PROTEINA (mg/mg)

20% PROTEINA

Hembras

23,0 + 0,5*"
21,4 + 0,1°*"
14,6 + 0,3°
8,2 + 0,19
10,4 + 0,1°%"
52 + 0,1M"

RNA/DNA (mg/mg)

PROTEINA
Machos

1,1 + 0,012+"
1,2 + 0,020+
1,3 + 6,03
1,2 + 0,02
1,6 + 0,039+"
1.4 + 0,02°"

Machos

22,7 + 0,2*"
7.9 + 0,1°*"
14,3 + 0,1°
1.6 + 0,1°
8,0 + 0,107

+
8,0 + 0,1°+"

20% PROTEINA

Hembras

1,8 + 0,042
1,7 + 0,028+
1,5 + 0,01*"
1,1 + 0,02¢%
1,5 + 0,040*°
1,1 + 0,02°**

Cada valor es la media + error estindar de la media para 5 ratones/dia.
Letras distintas en cada columna indican diferencias significativas edad-dependientes.

+ indica diferencias significativas entre sexos para una misma edad e igual nivel proteico.
* indica diferencias significativas entre niveles proteicos para una misma edad e igual sexo.
P < 0,05 segin el test de comparacion miiltiple LSD.

Machos

1,8 + 0,01%"
1,3 + 0,047
1,5 + 0,01¢"
1,3 + 0,019%"
1,1 +0,03°%"
1,5 + 0,02¢+"
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Tabla 58. Influencia de la Edad, la Dieta y el Sexo sobre la cantidad absoluta y
relativa del enzima ribonucleasa dcida del musculo gastrocnemio de ratones BALB/c,
de ambos sexos entre 25 y 50 dias de vida, Tratados con rhGH (T} y sometidos a
dos niveles de proteina dietaria (12 y 20%).

RNasa ACIDA ABSOLUTA (mUl/6rgano)

12% PROTEINA 20% PROTEINA
Hembras Machos Hembras Machos
Edad
Dia 25 6,2 + 0,112%" 5,0 4 0,15°%" 4,1 + 0,12*" 3,8 + 0,09%"
Dia 30 4,1 + 0,15>*° 3,0 + 0,117+ 2,8 + 0,11°%" 3,8 + 0,00°F"
Dia 35 3,3 + 0,095 3,4 + 0,13°" 4,5 + 0,16°" 4,8 + 0,15
Dia 40 3.8 + 0,16 3,9 + 0,17% 4.8 + 0,15%4+" 6,0 + 0,06°""
Dia 45 4,9 + 0,119 5.1 + 0,13*" 5,0 + 0,09 5,5 + 0,149%"
Dia 50 5,7 + 0,157 4,8 4+ 0,10°%" 7.4 + 0,04577 4,5 + 0,100*
RNasa ACIDA RELATIVA (mUL/g)
12% PROTEINA 20% PROTEINA
Hembras Machos Hembras Machos
Edad
Dia 25 99,9 + 0,4*%" 74,3 + 0,8 %" 66,6 + 0,58 61,8 + 0,127
Dia 30 73,2 + 0,20+ 50,6 + 0,6°%° 57,3 + 0,6 57,2 + 0,2%"
Dia 35 496 + 0,3°" 49,6 + 0,5°" 75,0 + 0,57 69,5 + 0,8°+"
Dia 40 57,3 + 0,2¢" 58,5 + 0,6° 62,3 + 0,29+" 75,3 + 0,197
Dia 45 68,8 + 0,4¢" 67,6 + 0,19 63,6 + 0,19+ 57,4 + 0,80+"
Dia 50 64,6 + 0,6 64,9 + 0,1°" 76,7 + 0,7¢%" 56,2 + 0,50 +"

Cada valor es la media + error estindar de la media para 5 ratones/dia.

Letras distintas en cada columna indican diferencias significativas edad-dependientes.

+ indica diferencias significativas entre sexos para una misma edad e igual nivel proteico.
* indica diferencias significativas entre niveles proteicos para una misma edad e igual sexo.
P < 0,05 segin el test de comparacién miltiple LSD.
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Tabla 59. Influencia de la Edad, la Dieta y el Sexo sobre la actividad especifica del
enzima ribonucleasa 4cida y sobre las razones RNasa dcida/DNA y RNasa dcida/RNA
del miisculo gastrocnemio de ratones BALB/¢ de ambos sexos entre 25 y 50 dias de

vida, Tratados con rhGH (T) y sometidos a dos niveles de proteina dietaria (12 y
20%).

RNasa ACIDA/PROTEINA (mUl/mg)

12% PROTEINA 20% PROTEINA
Hembras Machos Hembras Machos
Edad
Dia 25 0,67 + 0,014*%" 0,48 + 0,0072% 0,53 + 0,014**" 0,48 + 0,001°%
Dia 30 0,55 + 0,0020+" 0,28 + 0,006 " 0,46 + 0,011°F" 0,29 + 0,002°7
Dia 35 0,40 + 0,008°" 0,40 + 0,006°" 0,56 + 0,003%" 0,51 + 0,003°+"
Dia 40 0,44 + 0,008%° 0,42 + 0,005 0,41 + 0,002¢%"° 0,38 + 0,0059%"
Dia 45 0,61 + 0,006%" 0,59 + 0,006°" 0,41 + 0,0054*" 0,37 + 0,0064%"
Dia 50 0,69 + 0,0182F" 0,53 + 0,0051*" 0,38 + 0,009°*" 0,27 + 0,002°7°
RNasa ACIDA/DNA (mUl/mg)
12% PROTE{NA 20% PROTEINA
Hembras Machos Hembras Machos
Edad
Dia 25 56,3 + 0,52+" 25,8 + 0,4**" 40,8 + 0,6°*" 36,7 + 0,32F"
Dia 30 54,7 + 0,6"** 29,2 + 0,4%+" 37,9 + 1,00*" 47,8 + 0,90+"
Dia 35 35,5 + 0,3°+" 37,8 + 1,1°%° 59,5 + 0,5°*" 53,7 + 0,5°*"
Dia 40 45,6 + 0,49" 44,5 + 0,79* 52,3 + 0,54+° 61,5 + 0,89+"
Dia 45 58,7 + 0,4¢%" 51,9 + 0,6°% 60,4 + 0,7°" 52,7 + 0,9°¢F
Dia 50 53,3 + 0,7°" 536 + 1,1¢ 80,2 + 1,2°F° 51,2 + 0,5¢"
RNasa ACIDA/RNA (mUI/mg)
12% PROTEINA 20% PROTEINA
Hembras Machos Hembras Machos
Edad
Dia 25 32,9 4+ 0,7+" 23,4 + 0,4°+" 23,2 + 0,2°*" 20,9 + 0,3**"
Dia 30 30,0 + 0,8°*" 242 + 0,77+ 21,5 + 0,4°%" 36,6 + 1,1+
Dia 35 27,3 + 0,5 28,8 + 0,5%" 38,7 + 1,1°F" 356 + 1,0°*"
Dia 40 41,0 + 0,29*" 37,4 + 0,9°*" 49,3 + 0,4 49,1 + 0,2°"
Dia 45 48,0 + 0,7°+" 32,3 + 0,39%" 39,8 + 0,7°+" 46,2 + 1,24%"
Dia 50 41,4 + 0,8%° 39,5 + 0,7 73,7 + 1,447 34,0 + 0,4°%"

Cada valor es la media 1 error estindar de la media para 5 ratones/dia.

Letras distintas en cada columna indican diferencias significativas edad-dependientes.

+ indica diferencias significativas entre sexos para una misma edad e 1gual nivel proteico.
* indica diferencias significativas entre niveles proteicos para una misma edad e igual sexo.
P < 0,05 segin el test de comparacién miiltiple LSD.



222

Tabla 60. Influencia de la Edad, la Dieta y €l Sexo sobre la cantidad absoluta y
relativa del enzima catepsina D del misculo gastrocnemio de ratones BALB/c de
ambos sexos entre 25 y 50 dias de vida, Tratados con rhGH (T) y sometidos a dos
niveles de proteina dietaria (12 y 20%).

CATEPSINA D ABSOLUTA (mUl/drgano)

12% PROTEINA 20% PROTEINA
___Hembras Machos Hembras Machos
Edad
Dia 25 338 + 2127 424 + 7t 894 + 122+ 534 + 15°%°
Dia 30 257 + 1P 456 + 15°+" 773 + 13°+7 944 + 10P*"
Dia 35 256 + 1ob+" 451 + 10°+" 569 + 1657 521 + 108"
Dia 40 353 + 15°8F° 527 + 10°%° 752 + 18" 763 + 15"
Dia 45 409 + 7+ 346 + 10°%° 1530 + 274" 1291 4+ 304*"
Dia 50 253 + 15" 260 + 154" 1330 + 418" 982 + 31°*"
CATEPSINA D RELATIVA (mUl/g)
12% PROTE[NA 20% PROTEINA
Hembras Machos Hembras Machos
Edad
Dia 25 5,37 + 0,008%" 6,31 + 0,088 +" 14,2 + 0,132 8,94 + 0,103+
Dja 30 4,63 + 0,05"** 7,81 + 0,06°*+" 15,6 + 0,08+ 15,0 + 0,09%*°
Dia 35 3,88 + 0,06°+" 6,45 + 0,14*" 9,66 + 0,09°*" 7.56 + 0,09°%"
Dia 40 5,41 + 0,14*+" 7,84 + 0,05t+” 9,25 + 0,164 9,59 + 0,134
Dia 45 5,66 + 0,122+ 4,61 + 0,15+ 18,9 + 0,23°%° 15,1 + 0,030+
Dia 50 2,96 + 0,059** 3,36 + 0,03¢+" 13,9 + 0,052+ 9,54 + 0,059%"

Cada valor es la media + error estindar de la media para 5 ratones/dia.
[etras distintas en cada columna indican diferencias significativas edad-dependientes.

+ indica diferencias significativas entre sexos para una misma edad e igual nivel proteico.
* indica diferencias significativas entre niveles proteicos para una misma edad e igual sexo.
P < 0,05 segin el test de comparacién miltiple LSD.
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Tabla 61. Influencia de la Edad, la Dieta y el Sexo sobre la actividad especifica del
enzima catepsina D y sobre la razén catepsina D/DNA del misculo gastrocnemio de
ratones BALB/c de ambos sexos entre 25 y 50 dias de vida, Tratados con rhGH (T)
y sometidos a dos niveles de proteina dietaria (12 y 20%).

Edad

Dia 25
Dia 30
Dia 35
Dia 40
Dia 45
Dfa 50

Edad

Dia 25
Dia 30
Dia 35
Dia 40
Dia 45
Dia 50

12% PROTEINA
Hembras Machos
35,8 + 0,98F" 41,0 + 0,8°%"
34,6 + 0,3°%" 43,4 + 0,3
31,0 + 0,9°*" 51,4 + 0,4%"
42,0 + 0,1°%" 56,8 + 1,04%°
49.8 + 059" 40,6 + 0,8°+"
31,6 + 0,3b+° 27,3 + 0,1°+*
12% PROTEINA
Hembras Machos
3,0 + 0,052+" 2,2 + 0,032%"
3,5 + 0,020+ 4,5 + 0,030+
2,8 + 0,05°%* 4,9 + 0,07°*"°
4,3 + 0,119*° 6,0 + 0,03¢%"
4,8 + 0,07°%"° 3,5 + 0,11°%"
2.4 + 0,057 2,8 + 0,050+

CATEPSINA D/PROTEINA (mUI/mg)

20% PROTEINA

Hembras

113,5 + 3,00%°
124,2 + 2,2°%°
72,7 + 1,3¢7"
60,3 + 1,34
123,0 + 3,10+°
68,0 + 1,0°7"

CATEPSINA D/DNA (mUL/mg)

Machos
68,9 + 0,9°%"
75,6 + 0,3%*"
55,1 + 0,7°%"
47,9 + 0,84%"
96,9 + 0,6°7"
46,2 + 0,497

20% PROTEINA

Hembras

8,7 + 0,132+"
10,3 + 0,200
7,7 + 0,03+
7,8 + 0,14°"

17,9 + 0,214%"
14,5 + 0,19°+"

Cada valor es la media + error estindar de {a media para 5 ratones/dia.

Machos

5,3 + 0,00°*"
12,6 + 0,290+
5,8 + 0,07°%"
7.8 + 0,184

13,8 + 0,15%"
8,7 + 0,01f+*

Letras distintas en cada columna indican diferencias significativas edad-dependientes.

+ indica diferencias significativas entre sexos para una misma edad e igual nivel proteico.
* indica diferencias significativas entre niveles proteicos para una misma edad e igual sexo.
P < 0,05 segin el test de comparacién miiltiple LSD.



Tabla 62. Andlisis de la varianza trifactorial (ANOVA 2x2x6)* de los efectos directos e interacciones de la Edad (E), la Dieta (D) y el Sexo (8) sobre el
estudio del metabolismo del RNA y la capacidad de sintesis proteica® del musculo gastrocnemio en ratones BALB/c de ambos sexos entre 25 y 50 dias de
vida, Tratados con rhGH (T) y sometidos a dos niveles de proteina dietaria (12 y 20%).

RNA/6rgano RNA/g | RNA/Protefna | RNA/DNA | RNasa/6rgano | RNasa/g |RNasa/Protefna | RNasa/DNA | RNasa/RNA
EDAD 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001
DIETA 0,0002 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 NS 0,0001 0,0001 0,0001
SEXO 0,0001 NS 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001
ExD 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001
ExS 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001
DxS NS 0,0001 0,0001 0,0002 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0035
ExDxS 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001

1. Valor de la probabilidad (p <0,05). NS - No significativo.
2. Variables dependientes: RNA absoluto (RNA/6rgano) y relativo (RNA/g), capacidad de sintesis (RNA/protefna), Ia razén RNA/DNA, RNasa
dcida absoluta (RNasa/drgano) y relativa (RNasa/g), actividad especifica RNasa dcida/proteina (RNasa/Protefna) y fas razones RNasa dcida/DNA

(RNasa/DNA) y RNasa dcida/RNA (RNasa/RNA).
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Tabla 63. Andlisis de la varianza trifactorial (ANOVA 2x2x6)' de los efectos directos e interacciones de la Edad (E), la Dieta (D) y el Sexo (S) sobre la
degradacidn proteica® del musculo gastrocnemio en ratones BALB/c de ambos sexos entre 25 y 50 dfas de vida, Tratados con rhGH (T) vy sometidos a
dos niveles de proteina dietaria (12 y 20%).

Catepsina/rgano |  Catepsina/g | Catepsina/Protefna | Catepsina/DNA
EDAD 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001
DIETA 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001
SEXO 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001
ExD 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001
ExS 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001
DxS 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001
ExDxS 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001

1. Valor de la probabilidad (P<0,05). NS - No significativo
2. Variables dependientes: Catepsina D/¢rgano, catepsina D/g, catepsina D/protefna v catepsina D/DNA.
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Tabla 64. Relacién con la Edad de las variables: RNA absoluto y relativo, capacidad de sintesis proteica y razén RNA/DNA del musculo
gastrocnemio de ratones BALB/c de ambos sexos, entre 25 y 50 dias de vida, Tratados con rhGH (T) y sometidos a dos niveles de proteina
dietaria (12 y 20%).

12% PROTEINA

20% PROTEINA

variable SeX0 ecuacién® error(® r sig. ecuacién™® error® r sig.
9 y=0,172 - x0,0023 0,0005*'  -0,627  0,0003 y=0,166 - x0,0023 0,000%! 0,716  0,0000
RNA/érgano al al
a y=0,170 - x0,0018 0,0007 -0,423 NS y=0,150 - x0,0012 0,000 -0,379 NS
? y=3,036 - x0,062 0,006%! 0,872 0,0000 y=3,205 - x0,074 0,006%! 0,922 0,0000
RNA/g ol .
) y=2,833 - x.0,044 0,008 -0,694  0,0000 y=2,610 - x0,045 0,008 0,694  0,0000
9 y=19,440 - x0,221 0,060°%! 0,570 0,0010 y=26,668 - x 0,734 0,045%2 0,950  0,0000
RNA/protef
profeina & y=16,745 - 0,107 0,0758!  -0,261 NS y=19,451 - x0,457 0,087°2 0,701  0,0000
y=1,826 - x0,023 0,003%! 0,756 0,0000 y=1,903 - x0,025 0,004%! 0,762 0,0000
RNA/DNA
q y=1,061 + x0,013 0,0024 0,691 0,0000 y=1,611 - x0,011 0,003%2 0,477  0,0076

(A) Ecuaciones de regresién entre cada variable dependiente (Y) y la Edad (X). (B) error estindar de la pendiente.
r - Coeficiente de regresidn lineal de Pearson. sig. - significacién de la correlacidén. NS - No significativa.
En cada varable: Letras distintas indican diferencias significativas entre sexos para un mismo nivel dietario.

Nimeros distintos indican diferencias significativas entre niveles proteicos para un mismo sexo.

p<0,01 segiin andlisis Dummy variables.
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Tabla 65. Relacién con la Edad de las variables: Cantidad absoluta y relativa del enzima RNasa dcida, actividad especifica RNasa
4cida/protefna y las razones RNasa dcida/DNA y RNasa dcida/RNA del misculo gastrocnemio de ratones BALB/c de ambos sexos entre 25
y 50 dfas de vida, Tratados con thGH (T) y sometidos a dos niveles de proteina dietaria (12 y 20%).

12% PROTEINA

20% PROTEINA

vanable SeX0 ecuacion® error® r sig.
2 y=4,619 + x0,0023 0,0236%1 0,018 NS
RNasa dcida/ y
Srgano & y=3,611 + x9,0329 0,0180° 0,325 NS
y=91,124 - x1,125 0,253%1 0,663 0,0002
RNasa dcida/
Asa acldals & y=63,155 - x.0,022 0187 0,024 NS
9 y=0,5244 + x0,0019 0,002%! 0,151 NS
RNasa acida/
protefna & y=0,3322 + x0,0067 0,001% 0,574  0,0009
2 y=49,940 + x0,0417 0,176%! 0,044 NS
RNasa 4cida/ .
DNA & y=19,086 + x-1,2216 0,049° 0,977  0,0000
9 y=25,739 + x0,629 0,112%! 0,727  0,0000
RNasa acida/ )
RNA & y=19,612 +x90,647 0,063? 0,887  0,0000

ecuacion™ error® T sig.
y=2,453 + x0,1322 0,017%2 0,822 0,0000
y=3,765 + x0,0547 0,015 0,562 0,0012

y=61,268 + x0,323 0,141 0,397 NS

y=65,090 - x9,123 0,157°! 0,146 NS
y=0,5654 - x0,0061 0,00122 0,739  0,0000
y=0,4723 - x0,0052 0,001%2 20,507  0,0042
y=29,471 + x-1,4686 0,144%2 0,886 0,000
y=41,125 + x0,5421 0,132 0,611  0,0003
y= 9,191 + x1,8193 0,18422 0,881  0,0000
y=26,294 + x0,6160 0,169°! 0,566  0,0011

{A) Ecuaciones de regresién entre cada variable dependiente (Y) y la Edad (X). (B) error esténdar de la pendiente.
r - Coeficiente de regresién lineal de Pearson. sig, - significacidn de la correlacidn. NS - No significativa.
En cada variable: Letras distintas indican diferencias significativas entre sexos para un mismo nivel dietario.

Ntmeros distintos indican diferencias significativas entre niveles proteicos para un mismo sexo.

p<0,01 segin andlisis Dummy variables.
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Tabla 66. Relacién con la Edad de las variables: cantidad absoluta y relativa del enzima catepsina D, actividad especifica catepsina D/protefna
y la razdn catepsina D/DNA del misculo gastrocnemio de ratones BALB/c de ambos sexos entre 25 y 50 dias de vida, Tratados con rhGH
(T) y sometidos a dos niveles de proteina dietaria (12 y 20%).

12% PROTEINA

20% PROTEINA

variable sexo ecuacién(® error'® r sig. ecuacién A error®) r sig.
9 y=0,298 + x0,0007 0,00141 0,003 NS y=0,511 + x0,0264 0,005732 0,657  0,0001
Catepsina D/
6tganc & y=0,518 - x0,0061 0,0015*! 0,500  0,0006 y=0,486 + x0,0201 0,0046°2 0,630  0,0002
g y=5,395 - x0,042 0,020°1 -0,365 NS y=12,78 + x 0,045 0,073%2 0,116 NS
Catepsina D/g b1 2
d y=28,35 - x0,131 0,026 -0,684 0,0000 y=10,43 + x(,029 0,0652 0,085 NS
? y=33,9 + x40,201 0,1428! 0,257 NS y=117,97 - x-1,390 0,54622 -0,433 NS
Catepsina D/
proteina & y=50,60 - x 0,409 0,192 0,372 NS y= 70,77 - x0,324 0,388 0,155 NS
? y=3,19 + x0,015 0,0182! 0,155 NS ¥y=5.93 + x0,297 0,06342 0,662  0,0001
Catepsina D/DNA 1 b2
y=3,87 + x0,006 0,028® 0,040 NS y=6,73 + x0,130 0,066°= 0,345 NS
{A) Ecuaciones de regresion entre cada variable dependiente (Y) y la Edad (X). (B) error estdndar de la pendiente.
r - Coeficiente de regresién lineal de Pearson. sig. - significacidn de la correlacién. NS - No significativa. o
En cada variable: Letras distintas indican diferencias significativas entre sexos para un mismo nivel dietario. 2

Numeros distintos indican diferencias significativas entre niveles proteicos para un mismo sexo.

p<0,01 segin andlisis Dummy variables.
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4.13. INFLUENCIA DE LA EDAD, LA DIETA Y EL SEXO SOBRE EL
METABOLISMO PROTEICO Y DEL RNA EN MUSCULO GASTROCNEMIO DE
RATONES BALB/c DE AMBOS SEXO0S, ENTRE 25 Y 50 DIAS DE VIDA,
TRATADOS CON rhGH (T) Y SOMETIDOS A DOS NIVELES DE PROTEINA
EN LA DIETA (12 y 20%) (Tablas 56-66).

La EDAD afecta muy significativamente a los pardmetros relacionados con
el RNA y el enzima catepsina D de los animales T, de acuerdo con el andlisis de la
varianza de tres factores (Tablas 62 y 63).

La cantidad absoluta y relativa de RNA, asi como la capacidad de sintesis
proteica (RNA/proteina) y la cantidad de RNA por célula (RNA/DNA), disminuyen
en todos los grupos de animales tratados a lo largo del perfodo experimental, en
especial a dia 30 de vida, a excepcién del grupo ¢ 12% T cuya razon RNA/DNA
presenta un ligero aumento (27 %) respecto al valor inicial (Tablas 56 y 57). Ello da
lugar a una correlacion temporal significativa de todos los pardmetros, excepto los
valores de RNA/drgano y RNA/proteina del grupo ¢ 12% T y RNA/érgano del
grupo ¢ 20% T, que no resultan correlativos con la edad (Tabla 64).

Los distintos valores que se relacionan con el enzima RNasa dcida, se
modifican de forma desigual segin el test de comparacién miiltiple LSD (Tablas 58
y 59), presentando una gran variabilidad en sus correlaciones temporales (Tabla 65).

Se puede destacar que en los animales del 12% T se incrementan las razones
RNasa 4cida/proteina, RNasa dcida/DNA y RNasa dcida/RNA, mientras disminuye
o se mantiene la cantidad total de RNasa dcida (Tablas 58 y 59).

Por su parte los ratones 20% T aumentan todos los pardmetros relacionados
con el enzima, a excepcion de la razén RNasa/proteina cuyo descenso presenta una
buena correlacion temporal (Tablas 58, 59 y 65).

Los valores relacionados con el enzima catepsina D, en general, descienden
en los grupos 12% T, aumentando en los animales 20% T, excepto la razén

catepsina/proteina que disminuye en estos dltimos (Tablas 60 y 61).
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A excepcidn del valor RNasa dcida/g, el resto de los pardmetros estudiados
estdn influidos por la DIETA segin el andlisis de varianza de tres factores (Tablas
62 y 63), pero su efecto es muy aleatorio sobre los valores RNA/6rgano, RNA/g
y RNA/DNA (Tablas 56 y 57), RNasa dcida/érgano y RNasa acida/g (Tabla 58),
en los que se comprueban oscilaciones en sentido opuesto a lo largo de la
experiencia.

Por otra parte, mientras las razones RNA/proteina y RNasa dcida/proteina
disminuyen (Tablas 57 y 59) las relaciones RNasa dcida/DNA y RNasa dcida/RNA
sufren aumentos significativos en los animales ¢ y ¢ 20% T respecto a los animales
12% T.

Por el contrario, los parametros estudiados relacionados con el enzima
catepsina D se modifican en razén directa de la dieta suministrada, incrementandose
en los animales T sometidos al 20% de proteina y disminuyendo en los del 12%
(Tablas 60 y 61).

Aun cuando el ANOVA de tres factores (Tabla 62) sefiala la influencia del
SEXO sobre todos los parametros estudiados, a excepcion del valor RNA/g, es
dificil sefialar un efecto claro de este factor por medio del test LSD, debido a la
pronunciada oscilacidn de los valores (Tablas 56-61).

Del estudio estadistico de las rectas de regresion destaca, que bien en sentido
positivo o negativo, los pardmetros estudiados en los animales 20% T presentan en
general evoluciones temporales mas rdpidas que en los grupos de menor nivel
proteico (12% T), siendo los animales ¢ quienes obtienen crecimientos mds veloces
(Tablas 64, 65 y 66).

Estas modificaciones se relacionan con la influencia muy significativa de las
interacciones ExD, ExS y ExDxS. También la interaccién DxS resulta significativa

seglin el ANOVA trifactorial (Tablas 62 y 63).
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Grafica 31. Relacion entre RNA musenlar (Y) y la Actividad especifica RNasa acida (X) en ratones
BALB/c de ambos sexos entre 25 y 50 dias de vida, Tratados con vh(GH (T) y sometidos a dos
niveles de proteina dietaria (12 y  20%).
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Grifica 32. Relacién entre la Actividad especifica RNasa acida (Y) v las Ingestas Proteica (X) (a) ¥
Energética (X) (b) en ratones BALB/c de ambos sexos entre 25 y 50 dias de vida, Tratados con rhGH
(T} y sometidos a dos niveles de proteina dietaria (12 y 20%).
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superindices (diferencias entre pendientes): Letras distintas indican diferencias significativas entre sexos para una misma dieta .
Nameros distintos indican diferencias significativas entre dietas para un mismo sexo.
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Grafica 33. a) Relacion entre el Incremento acumulado de proteina muscular (Y) vy la Actividad
cspecifica catepsina D (X). b). Relacion entre la Velocidad fraccional de proteina muscular{Y) v la
razon RNA/proteina (X) en ratones BALB/c de ambos sexos entre 25 y 30 dias de vida Tratados con

rhGH (T) y sometidos a dos niveles de proteina dietaria (12 vy 20%)

a b
X----12% % NS NS
Ar---12% o NS NS
* 20% 2 NS NS
D 20% o NS NS
a)
200
150 '
“mp 7
E
= ] ° -
= - .
o 4
£ 100 - . .
= 3 @ 2 )
& N B ’
a —
=
E : Cc o -« &
a j .
£ 50 - = +
= G P
< M - .
E i o @O .
£ 5 = . R
= 4 Boo oo
- a
0.0 — e gy Wt -
] 6% n .
| Fay ok oo
— A Aﬁﬂ o O
— a
—50 T T T T T T T T [ T T T T T 1 T T T T T T T ¥ 1
) 20_0 50 100
— Actividad Catepsine D (mUIL/mg)
’(B’ .
= -
e .
15 —
. ]
© -
= n
o .
177]
3 M .
IS n .
g 104 . . .
s B .
- .
. N *
@ <= *,
- :i‘ ¥ *
= - " o+
5 6j o - N =
- 2g o 0 e
:i; T D@ o h = A
o 7 8 =y
2 -
5 B
g o: ©
= _ TR OBY ren o mv ek I e VR B
g: — %a@a EAA ) ga
J
'“5 ITTTTIIVIIIITIIIIIIIIll"l\\[]I\II[!TI|I|FIIT|ITIT_|
3] 10 15 20 25 30

RNA/Proteina (ug/mg}

N5, Correlacion lineal no significativa.
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4.14. DINAMICA DE CRECIMIENTO DEL RNA EN MUSCULO
GASTROCNEMIO DE RATONES BALB/c TRATADOS CON rhGH (T).

- Relacion entre el RNA muscular y la actividad especifica de RNasa dcida
(Gréfica 31).

Ambos pardmetros estdn correlacionados linealmente en todos los animales
estudiados, a excepcion del grupo ¢ 12% T, de tal modo, que el contenido total de

RNA se incrementa a medida que aumenta la actividad RNasa 4cida.

- Relacion entre la actividad especifica de RNasa dcida y las ingestas proteica (IP)

y energética (IE) (Grdficas 32a vy b).

La correlacion lineal entre ambos pardmetros depende del nivel proteico de
la dieta. La actividad RNasa 4cida del grupo ¢ 12% T es directamente proporcional
al incremento de ambas ingestas, mientras que es inversamente proporcional en los

grupos ¢ y 9 20% T. El grupo ¢ 12% T no resulta significativo.

4.15. DINAMICA DEL METABOLISMO PROTEICO DURANTE EL
CRECIMIENTO DEL MUSCULO GASTROCNEMIO EN RATONES BALB/c
TRATADOS CON thGH (T).

- Relacion entre el incremento proteico muscular y la actividad especifica de

catepsina D (Gréfica 33a).
No existe correlacion lineal. Compdrese con la grafica 29a (animales NT).

- Relacion entre la velocidad fraccional de proteina muscular y la razén
RNA/protefna (Gréfica 33b).

No existe correlacion lineal. Compdrese con la grifica 29b (animales NT).



Tabla 67. Efecto de la administracion exdgena de thGH sobre la cantidad de RNA absoluto y relativo del miisculo gastrocnemio de ratones BALB/c de ambos sexos entre
25 y 50 dias de vida y sometidos dos niveles de proteina dietaria (12 y 20%).

RNA ABSOLUTO (ug/6rgana)

12% PROTEINA 20% PROTENA
NO TRATADOS TRATADOS NO TRATADOS TRATADROS

Hembras Machos Hembras Machos Hembras Machos Hembras Machos
Edad
Dia 25 160 £ 5% 172 + 7* 192 + 6% 210 + 3% 127 + 4# 184 + 4 178 + 8+ 180 + 3
Dia 30 250 £ 12* 105 + 2* 137 + 3= 123 + 1+ 217 + 5* 159 + L1+ 132 + 5+ 99 + 7+
Dia 35 88 + I* 137 + 3* 121 + 3* 112 + 3+ 148 + 4+ 213 £ 4% 116 + 5= 135 + 3»
Dia 40 127 + 3* 145 + 4% 91 + 5+ 106 + 5+ 241 + 8* 200 & 4+ 100 + 3 121 + 2+
Dia 45 [54 + 4* 208 + 3+ {03 + 2+ 157 + 5* 239 + 13* 257 + 11+ 127 £ 3» 109 + 6%
Dia 50 198 + 6™ 204 + 6% 134 + 6% 127 + 4* 213 + 8 212 + 5+ 103 + 2+ 134 + 3+

RNA RELATIVQ (mg/g)
12% PROTEMNA 20% PROTEINA
NO TRATADOS TRATADOS NO TRATADOS TRATADQS

Hembras Machos Hembras Machos Hembras Machos Hembyras Machos
Edad
Dia 25 3,5 + 0,09~ 2,6 +0,08* 3,0 + 0,05* 3,2 + 0,03 2,2 + 0,02+ 3,0 £ 0,09 2,9 + 0,05+ 3.0 +£ 0,04
Dia 30 2,6 + Q.08+ 1,4 + 0,05+ 2.5 + 0,07* 2,1 + G,05* 2,6 + 0,06 2,2 + 0,08* 2,7 + 0,07 1,6 + 0,05+
Dia 35 1,2 + 0,02* 1,7 + 0,02 1.8 + 0,02% 1,7 £ 0,02 1,9 + 0,06 2,7 + 0,06% 1,9 + 0,04 2,0 + 0,07
Dia 40 1,6 + 0,01* 1,9 + 0,04* 1.4 + 0,01* 1,6 + 0,06* 3,0 + 9,06% 2,5 + 0,08* i3 + 0,01 1.5 £ 0,01+
Dia 45 2,0 + 0,05* 2,5 + 0,08+ 1.4 + 0,02% 2.1 + 0,02 2,6 + 0,07 2,5 £ 0,03* 1,6 + 0,03+ 1,2 + 0,04+
Dis 50 2,2 4+ 0,03+ 2,1 + 0,07+ 1,6 + 0,03 1,6 + 0,03 2,2 + 0,04 2,2 + 0,08* 1,i £ 0,02% 1,7 + 0,01*

El simbalo * en una misma fila indica diferencias significativas entre ratones No Tratades y Tratados para un mismo sexo y nivel proteico dietario. p < 0,05 segin el test de comparacién muliiple LSD. o



Tabla 68. Efecto de la administracidn exdgena de thGH sobre la capacidad de sintesis proteica vy sobre la razén RNA/DNA del misculo gastrocnemio de ratones BALB/c
de ambos sexos entre 25 y 50 dias de vida v sometidos dos niveles de protefna dietaria (12 y 20%).

Edad

Dia 25
Dia 30
Dia 35
Dia 40
Dia 45
Dia 50

Edad

Dia 25
Dia 30
Dia 35
Dia 40
Dia 45
Dia 50

El simbolo * en una misma fila indica diferencias significativas entre ratones No Tratados y Tratados para un mismo sexo y nivel proteico dietarjo. p <0,05 segiin el test d¢ comparacién multiple LSD.

12% PROTEINA

RNA/PROTEINA (mg/mg)

RNA/DNA (mg/mg)

NO TRATADOS TRATADOS
Hembras Machos Hembras Machos
26,6 + 0,4% 19,1 + 0,3 20,3 + 0,7* 20,7 + 0,3
24,7 £ 0,7 11,1 + 0,2 18,4 + 0,1* 11,6 +£ 0,2
89 + 0,i* 13,2 + 0.1 14,6 + 0,2* 13,7 + 0,2
11,9 + 0,1+ 11,8 + 6,1 10,8 + G,2* i1,4 + G,3
13,1 £ 0,3 17,0 £ 0,2* 12,6 £ 0,2 18,4 + 0,0*
13,3 + 0,2* 11,9 + 0,1* 16,7 + 0,1* 13,4 + 0,2*

12% PROTEINA

NO TRATADOS TRATADOS
Hembras Machos Hembras Machos
1,5 + 0,04% 0,7 + 0,02* L7 + 0,01* 1,! + 0,01+
1,1 + 0,03* 1,0 £ 0,03* 1,8 + 0,02% 1,2 £ 0,02*
0,9 + 0,00* 0,8 £ 0,01 1,3 £ 0,01* 1,3 + 0,03+
0,8 + 4,01* 0,8 £ 0,01* 1,I + Q,01* [,2 + 0,02*
0,7 + 0,02+ 0,9 + 0,01* 1,2 £ 0,02* 1.6 + 0,03%
0,8 + 6,01 0,9 £ 0,01* 1,3 + 0,02* 1,4 + 0,02*

20%
NO TRATADOS
Hembrasg Machos
13,8 £ 0,1* 223 + 04
24,5 £+ 0,4* i9.5 + 0,6*
17,3 + 0,5% 23,4 + 0,3*
22,6 + 0,5* 18,9 + 0,6*
19.9 4+ 0,3* 19,6 + 0,5*
17,2 + 0,3* 15,9 + 0,5*
20%
NO TRATADOS
Hembras Machos
1,3 + 0,02+ 1,3 + 0,02*
1,0 + 0,03+ 1,2 + 0,03*
1,0 £ 0,02* 1,0 + 0,02+
1,2 £ 0,02* 4,6 + 0,01*
1,0 + 0,01* 1,0 + 0,01*
09 + 0,01* 0,6 + 0,01*

PROTEINA
TRATADOS
Hembras Machos
23,0 + 0,5+ 22,7+ 0,2
21,4 + 0,1+ 7.9 + 0.0*
i4,6 + 0,3 143 + 0.1*
8.2 + 0,0% 7.6 + O.1*
10,4 + 0,1* 8.0 + 02"
5,2 + 0,0 8.0 + 0,0*
PROTEfNA
TRATADOS
Hembras Machos
1,3 4 0,04% 1,8 + 0,01
1,7 + 0,02* 1.3 + 0.04*
1,5 + 0,01* 1,5 + 0.0i*
1,1 +0,02* 1,3 + G,01*
1,5 + 0,04% 1.1 + 0.02%
1,1 +90,02* 1.5 + 0,02%

9¢e



Tabla 69. Efecto de la administracidn exégena de thGH sobre la cantidad absoluta y relativa del enzima ribonucleasa 4cida del musculo gastrocnemio de ratones BALB/c

de ambos sexos entre 25 y 50 dias de vida y sometidos dos niveles de proteina dietaria (12 y 20%).

RNasa ACIDA ABSOLUTA (mUT/érgano)

12% PROTEINA 20%
NO TRATADOS TRATADOS NO TRATADOS
Hembras Machos Hembras Machos Hembras Machos
Edad
Dia 25 3,5 + 0,07 5,9 + 0,07 6,2 + 0,11+ 5,0 4 0,15* 6,1 + 0,21+ 6,5 + 0,15*
Dia 30 8,2 + 0,16* 8,3 + 0,18+ 4,1 £ 0,15* 3,0 + 0,11+ 9.2 + 0,07* 8,7 + D, 15*
Dia 35 6,3 + 0,12* 5,5 + 0,20 3.3 + 0,090% 3,4+ 0,13+ 6,7 4+ 0,16* 7,3 + 0,14*
Dia 40 6,9 + 0,10* 7.2 + 0,16% 3.8 4+ Q16+ 394+ 0,17* 8,0 & 0,17+ 8,1 + 0,09*
Din 45 6,6 + O, 12* 8.3 + 0,17 4,9 + 0,11+ 5,1 + 0,13+ 9.1 4 0,15% 7.8 + 0,15*
Dia 50 9.9 + 0,03+ 9.4 + 0,17+ 5,7 £ 0,15+ 48 4+ 0,10% 8,8 + 0,16% 9.0 + 0,12*
RNasa ACIDA RELATIVA {mUl/g)
12% PROTE[NA 20%
NO TRATADOS TRATADOS NO TRATADOS
Hembras Machos Hembras Machos Hembras Machos

Edad
Dia 25 79,3 + 0,6" 90,3 + 0,5+ 99,9 4+ 0,4* 74,3 + 0,8* 112 + 0,5+ 108 4+ 0,4*
Dia 30 94,5 + 1,0 83,1 + 0,5 73,2 + 0,2% 50,6 + 0,6% 108 + 0,7+ 119 + 0,8*
Dia 35 84,4 + 1,3 68,8 + 1,0* 49,6 + 0,3+ 49.6 + 0,5+ 92,8 + 0,4* 045 + 9,8"
Dia 40 86,3 + 0,8* 21,5 + 0,9* 57,3 £ 0,2* 58,5 + 0,6% 89,5 + 0,3+ 91,6 + 0,5*
Dia 45 85,1 + 1,i* 104 + 1,2% 68,8 + O,4* 87,6 + Q,1* &5 + 0.9+ 73,6 + 0,7
Dia 50 112 + 0,6* 93,8 + 0,2¢ 64,6 + 0,6* 64,9 + 0,1* 93,5 + 1,2+ 94,2 + 0,9

El simbolo * ¢n una misma fila indica diferencias significativas entre ratones No Tratados y Tratados para un mismo sexo y nivel protzico dietario. p <0,05 segin el test e comparacién multiple L3,
P Y P p i p

PROTENA
TRATADOS
Hembras Machos
4.1 £ 0,12¢ 1.8 + 0,09*
2,8 + 0,11* 3,8 + 0,00*
4,5 + 0,16% 4.8 + 0,15*
4,8 + 0,15% 6.0 £ 0,06*
5.0 + 0,00% 5,5 + 0,10%
7.4 £ 0,04* 4,5 + 0.10*
PROTENA
TRATADOS
Hembrtas Machos
66,6 + 0,5* 61,8 + 0,1*
573 + 0,6* 572 + 0,2+
75,0 + 0,5* 69.5 + 0.8%
62,3 + 0,2* 75,3 + 0,1%
63,6 + 0,1* 574 + 0.8%
76,7 + 0,7* 56,2 + 0.5*

LET



Tabla 70. Efecto de la administracién exdgena de rhGH sobre la actividad especifica del enzima ribonucleasa dcida y sobre las razones RNasa dcida/DNA y RNasa
deida/RNA del miisculo gastrocnemio de ratones BALB/c de ambos sexos entre 25 y 30 dias de vida y sometidos dos niveles de proteina dietaria (12 y 20%).

RNasa ACIDA/PROTEINA (mUl/mg)

12% PROTEMNA 20% PROTENA

NO TRATADOS TRATADOS NO TRATADOS TRATADOS
Hembras Machos Hembras Machos Hembras Machos Hembras Machos
Edad
Dis 25 0,58 + 0,020* 0,66 + 0,011% 0,67 + 0,014* 0,48 + 0,007+ 0,70 + 0,007* 0,80 + 0,015* 0,53 + 0,014+ 0,48 + 0,001%
Dia 30 0,80 + 0,022* 0,65 + 0,017+ 0,55 + 0,002+ 0,28 + 0,006% 1,02 £+ 0,008+ 1,04 + 0,024+ 0,46 + 0,011* 0,29 + 0,002*
Dia 35 0,63 + 0,038* 0,53 + 0,022# (4,40 + 0,008* (3,40 + 0,006* 0,83 + 0,016* 0,81 + 0,008+ 0,356 + 0,003* 0,51 + 0,003*
Dia 40 0,64 + 0,013* 0,58 4+ 0,018* 4,44 + 0,008* 3,42 + 0,005+ 0,66 + 0,004* 0,69 + 0,010* 0,41 + 0,002+ 0,38 + 0,005%
Dia 45 0,56 + 0,020+ 0,67 + 0,014% ¢,61 + 0,006* 3,59 + 0,006 0,76 + 0,018* 0,57 + 0,016 0,41 + 0,005+ 0,37 + 0,006*
Dia 50 0,66 + 0,015+ 0,53 + 0,008 0,69 + 0,001* 0,53 + 0,001 0,73 + 0,016* 0,66 + 0,012* 0,38 + 0,001+ 0,27 + 0,002*
RNasa ACIDA/DNA (mUl/mg)
12% PROTEINA 20% PROTEINA
NO TRATADOS TRATADOS NO TRATADQOS TRATADOS
Hembras Machos Hembras Machos Hembras Machos Hembras Machos
Edad
Dia 25 34,4 + 0,4* 23,9 £ 0,7 56,3 + 0,5* 25,8 + 0,4* 68,0 + 0,8* 44,8 + 0,4* 40,8 + 0,6* 36,7 + 0,3*
Dia 30 38,8 + 0,5+ 60,8 + 0,7 54,7 + 0,6* 29,2 + 0,4* 40,9 + 0,4* 64,0 + 0,8*% 37,9 £ 1,0* 47,8 + 0,9+
Dia 35 63,8 + 1,2* 33,1 + 0,3 35,5 + 0,3 37,8 + 1,1* 47,7 + 0,3* 33,2 + 0,4* 59,5 + 0,5* 53,7 + 0,5*
Dia 40 41,2 + 0,6* 39,7 + 0,6% 45,6 + 0,4% 44,5 + 0,7* 359 + 0,4% 23,5 + 0,1+ 52,3 + 0,5+ 61,5 + 0,8*
Dia 45 29.1 £ 0,3% 35,5 + 0,4* 58,7 + 0,4+ 51,9 + 0,6% 39,7 £ 0,4* 27.8 + 0,3+% 60,4 + 0,7 52,7 + 0,9*
Dia 50 41,9 £ 0,3* 40,2 + 0,4* 533 + 0,7+ 53,6 + 1,1* 38,2 £ 0,3* 25,7 £ 0,2* 80,2 + 1,2* 51,2 £ 0,5*
) RNasa ACIDA/RNA (mUl/mg)
12% PROTEINA 20% PROTEINA
NO TRATADOS TRATADOS NO TRATADOS TRATADOS
Hembras Machos Hembras Machos Hembras Machos Hembras Machos
Edad
Dia 25 22,5 + §,5% 34,3 + 0,9+ 329 + 0,7 23,4 + 0,4% 50,8 + 0,7* 358 + [,1* 23,2 +0,2* 209 + 63"
Dia 30 36,0 + 0,8* 60,0 + 0,6* 30,0 + 0,8* 24,2 + 0,7* 41,6 + 1,2* 53,5 + 1,2+ 21,5 £ 047 36,6 + 1,2
Dia 35 71,6 £ 0,7 40,6 + 0,17 27,3 £+ 0,5+ 28,8 + 0,5+ 48.0 £ 0,7* 346 + 0,6 38,7 + i,1* 3156 + 1.0
Dia 40 54,4 + 0,6 495 + 0,8* 41,0 + 0,2% 37,4 + 0,9* 30,1 £ 0,7 37,0 + 0,6* 49,3 + 0,4* 49,1 + 0.2*
Dia 45 41,9 + 0,8+ 40,7 + 0,2+ 48.0 + 0,7* 32,3 + 0,3* 382+ 1,2 29,2 + 0,2* 39,8 + 0,7 46,2 + 1,2+
Dia 50 50,3 + 0,5* 450 + 0,8+ 41,4 + 0,8* 39,5 + 0,7* 42,3 + 1,2* 32,1 + 1,5% 73,7 + 1,4% 34,0 + 0.4+

El simbolo * ¢n una misma fila indica diferencias significativas entre ratones No Tralados y Tratados para un mismo sexo y nivel proteico dietario, p < 0,05 segiin el test de comparacion multiple LSD.
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Tabla 71. Efecto de la administracién exégena de thGH sobre la cantidad absoluta y relativa del enzima catepsina D del musculo gastrocnemio de ratones BALB/c de ambos
sexos entre 25 y 50 dias de vida y sometidos dos niveles de proteina dietaria (12 y 20%).

Edad

Dia 25
Dia 30
Dia 35
Dia 40
Dis 45
Dia 50

Edad

Dia 25
Dia 30
Dia 35
Dia 40
Dia 45
Dia 50

CATEPSINA D ABSOLUTA (mUJ/érganoc}

12% PROTEINA

TRATADOS

Hembras Machos

338 + 21+ 424 + 7+
257 + 17+ 456 + 15*
256 + 10* 451 + 10%
353 + 15+ 527 & 10%
409 £ 7+ 346 + 10*
253 £+ 15+ 260 + 15*

20% PROTENA

CATEPSINA D RELATIVA (Ul/g}

[2% PROTEINA

NO TRATADOS
Hembras Machos
390 + 15+ 755 £ 11*
1370 £ 45+ 857 + 10*
887 + O» 963 4 4*
804 + 7+ 745 £+ 15*
888 + 14+ 1069 + 23*
787 + 26* 1009 + 17*
NO TRATADOQS
Hembras Machos
13,7 + 0,17+ 11,6 + 0,12*
15,7 + 0,10* 11,4 + 0,09*
11,7 + 0,06* 11,7 + 0,04+
10,2 + 0,06* 9,27 + 0,08*
1,8 + 0,11* 133 4+ 0,12+
8,83 + 0,04* 10,3 + 0,16*

TRATADOS
Hembras Machos
5,37 + 0,09* 6,31 + 0,08+
4,63 + 0,05+ 7,81 + 0,06*
3,88 + 0,06 6,45 + 0,14+
5,41 + 0,14* 7.84 + 0,05+
5,66 + 0,12* 4,61 + 0,15+
2,96 + 0,05* 3,36 + 0,03+

NO TRATADOS TRATADOS
Hembras Machos Hembras Macheos
433 + 13* 161 + 9% 894 + 12* 534 + 15+
307 + 11+ 279 + 773 + 13" 944 + 10
574 £ 19 221 1 12+ 569 4+ 16 521 + 10*
154 4+ 8* 325 + 9= 752 £ 18+ 763 + 15*
452 4+ 15* 449 + 13* 1530 4+ 27+ 1291 + 30*
125 + 2* 123 + 3= 1330 + 41+ 982 + 31*
20% PROTEMNA
NO TRATADOS TRATADOS
Hembras Machos Hembras Machos
7.50 + 0,14» 2,73 £ 0,11% 14,2 + 0,13 894 + 0.10*
3,68 + 0,04+ 3,90 £ 0,00* 15,6 & 0.08* 15.0 + 0.09*
7.56 + 0,08 2,85 + 0,04* 9,66 + 0,09+ 7.56 + 0,09*
1,78 + 0,02+ 3,89 + 0,03+ 9,25 + 0,16* 9.59 + 0,13*
4,85 + 0,09+ 4,25 + 0,05* 18,9 + 0,23% 15,1 + 0,03+
1,28 + 0,03+ 1,30 £ 0,03+ 13,9 + 0,05* 9,54 + 005"

El simbolo * en una misma fila indica diferencias significalivas entre ratones No Tratados y Tratados para un mismo sexo y nivel proteico dietario. P < 0,05 segiin el test de comparacién multiple LDS,
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Tabla 72. Efecto de la administracion exdgena de thGH sobre la actividad especifica del enzima catepsina D y sobre la razon Catepsina D/DNA del misculo gastrocnenuo
de ratones BALB/c de ambos sexos entre 235 y 50 dias de vida y sometidos dos niveles de protefna dietaria (12 y 20%).

Edad

Dia 25
Dis 30
Dia 35
Dia 40
Dia 45
Dia 50

Edad

Dia 25
Dia 30
Dia 35
Dia 40
Dia 45
Diz 50

CATEPSINA D/PROTEINA (mUl/mg)

12% PROTEINA 20%
NO TRATADOS TRATADOS NO TRATADOS
Hembras Machos Hembras Machos Hembras Machos
98,1 + 1,0* 84,6 + 0,9* 35,8 + 0,9+ 41,0 + 0,8+ 47,1 + 0,9* 20,2 + 1,0*
133,7 + 2,2* 90,1 + 2,0% 34,6 + 0,3+ 43,4 + 0,3* 34,6 4 0,3* 34,0 + 0,6+
89,7 + 2,i* 92,7 + 1,9+ 31,0 + 0,9* 51.4 + 0,4% 67,5 + 1,5* 24,4 + 0,3*
75,5 + 1,0* 61,4 + 0,9 42,0 + 0,1* 56,8 + 1,0* 13,1 £ 0,2* 204 + 0,7+
75.4 + 1,1* 87,4 + 1,4% 49.8 + 0,5+ 40,6 + 0,8* 17,9 + 1,0% 33,0 + 0,7+
52,9 £ 0,3* 59,1 £ 0.6% 31,6 + 0,3* 27,3 + 0,1+ 10,0 £ 0,2* 9,1 + 0,3+
CATEPSINA D/DNA (Ul/mg)
12% PROTEINA 20%
NO TRATADOS TRATADOS NO TRATADQOS
Hembras Machos Hembras Machos Hembras Machos
5,9 + 0,11* 3,1 +£ 0,07+ 3,0 4 0,05% 2,2 + 0,03% 4,6 £ 0,11% 1,1 + 0,05%
6,4 + 0,07 8,3 + 0,20* 3,5 + 0,02+ 4,5 + 0,03+ 1.4 £ 0,02+ 2,1 £ 0,02+
8.8 + 0,10% 5,6 + 0,07 2.8 + 0,05+ 4.9 + 0,07+ 3,9 + 0,04+ 1,0 + 0,02+
4,3 + 0,08+ 4.0 + 0,05% 4.3 + 0,11 §,0 4 ¢,03* 0,7 + 0,01* 1,0 + 0,01*
4,0 + 0,04+ 4.6 + 0,05% 4.8 + 0,07+ 3,5 + 0,11% 2,0 + 0,04 1,6 + 0,02
3.3 £ 0,02* 4,4 + 0,09+ 2,4 + 0,05+ 2,8 + 0,05* 0,5 £ 0,01* 0,4 £ 0,01*

PROTEINA
TRATADOS
Hembras Machos
113,5 + 3,0* 68,9 + 0,9*
124,2 + 2,2+ 75,6 + 0.3*
72,7 + 1,3* 55,1 £ 0.7+
60,3 + 1,3* 479 + 0,8+
123,0 + 3,1+ 96,9 + 0.6%
68,0 + 1.0* 46,2 + Q4%
PROTEINA
TRATADOS
Hembras Machos
8.7 + 0,13+ 5,3 4+ 0,09+
10,3 + 0,20% 12,6 + 0,20
7.7 + 0,03+ 58 £ 0,07+
7.8 + 0.14* 7,8 + 0,18+
17,9 + 0,21% 13,8 + 0.15%
14,5 + G, 19+ 8,7 + 0,01~

El simbolo * en una misma fila indica diferencias significativas entre ratones No Tratados ¥ Tratados para un mismo sexo y nive] proteico dictario. p < 0,05 segin el test de comparacién multiple LSD.
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Tabla 73. Andlisis de la varianza trifactorial (ANOVA 2x2x6)! de los efectos directos e interacciones de la Edad (E), el Tratamiento (T) y la Dieta (D)
sobre el estudio del metabolismo del RNA y Ia capacidad de sintesis proteica® del musculo gastrocnemio en ratones BALB/c de ambos sexos entre 25 y 50
dfas de vida, No Tratados (NT) y Tratados con thGH (T) y sometidos a dos niveles de protefna dietaria (12 y 20%).

RNA/6rgano | RNA/g |RNA/Proteina | RNA/DNA | RNasa/drgano | RNasa/g |RNasa/Proteina | RNasa/DNA | RNasa/RNA

EDAD 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0006 0,0001
rhGH 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001
DIETA 0,0001 0.0005 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 NS

ExT 0,0001 0,0001 0,0001 NS 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001
ExD 0,0001 0,0001 0,0001 0,002 0,0001 0,0001 0,0001 0,0140 0,0001
TxD 0,0001 0,0001 0,0001 NS 0,0001 0,0001 0,0001 0,0020 0,0001
ExTxD 0,0070 0,0001 0,0001 NS 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001

1. Valor de la probabilidad (p <0,05). NS - No significativo.
2. Variables dependientes: RNA absoluto (RNA/Grgano) y relativo (RNA/g), capacidad de sintesis (RNA/protefna), fa razén RNA/DNA, RNasa
dcida absoluta (RNasa/drgano) y relativa (RNasa/g), actividad especffica RNasa dcida/protefna (RNasa/Protefna) y las razones RNasa dcida/DNA

(RNasa/DNA) y RNasa dcida/RNA (RNasa/RNA).
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Tabla 74. Andlisis de la varianza trifactorial (ANOVA 2x2x6)! de los efectos directos e interacciones de la Edad (E), el Tratamiento (T) y la Dieta (D)
sobre el catabolismo proteico? del misculo gastrocnemio en ratones BALB/c de ambos sexos entre 25 y 50 dfas de vida, No Tratados {NT) y Tratados
con rhGH (T) y sometidos a dos niveles de proteina dietaria (12 y 20%).

Catepsina/érgano { Catepsina/g | Catepsina/Protefna | Catepsina/DNA
EDAD 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001
rhGH 0,015 0,0001 0,0040 0,0001
DIETA NS 0,014 0,0001 0,0001
ExT 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001
ExD 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001
TxD 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001
ExTxD 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001

[. Valor de la probabilidad (P < 0,05).NS - No significativo.
2. Variables dependientes: Catepsina D/6rgano, catepsina D/g, catepsina D/proteina y catepsina D/DNA.
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Tabla 75. Valor de las pendientes de las rectas de regresién y su error frente a la Edad de las variables relacionadas con la capacidad de sintesis
proteica: cantidad absoluta y relativa de RNA, RNA/protefna y razén RNA/DNA del muisculo gastrocnemio de ratones BALB/c de ambos sexos
entre 25 y 50 dfas de vida, No Tratados y Tratados con rhGH y sometidos a dos niveles de proteina dietaria (12 y 20%).

12% PROTEINA 20% PROTEINA
NO TRATADOS TRATADOS NO TRATADOS TRATADOS
vanables sexo pendiente error pendiente error pendiente error pendiente error
? 0,0005 0,0011* -0,0023 0,0005%* 0,0030 0,0007* -0,0023 0,0004*
RNA/érgano
d 0,0027 0,0006* -0,0018 0,0007* 0,0020 0,0005%* -0,0012 0,0005%*
? -0,0455 0,0145 -0,0620 0,0065 G,0057 0,0078* -0,0745 0,0059*
RNA/
£ a 0,0050 0,0102* -0,0447 0,0087* -0,0187 0,0059* -0,0451 0,0088*
g -0,5600 0,1101* -0,2214 0,0602* 0,0686 0,0768* -0,7368 0,0451%*
RNA/proteina
d -0,1100 0,0702 -0,1075 0,0750 -0,2053 0,0433%* -0,4578 0,0879*
s -0,0273 0,0036 -0,0236 0,0038 -0,0098 0,0026* -0,0256 0,0041*
RNA/DNA
g 0,0030 0,0021* 0,0135 0,0026* -0,0243 0,0031* -0,0114 0,0039*

El simbolo * en una misma fila indica diferencias significativas entre ratones No Tratados y Tratados para un mismo sexo y nivel proteico dietario.
P < 0,01 segiin el andlisis de Dummy variables.
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Tabla 76. Valor de las pendientes de las rectas de regresién frente a la edad y su error de las variables relacionadas con el enzima Ribonucleasa
dcida: cantidades absoluta y relativa, actividad especifica y razones RNasa dcida/DNA y RNasa dcida/RNA del misculo gastrocnemio de
ratones BALB/c de ambos sexos entre 25 y 50 dias de vida, No Tratados y Tratados con rhGH y sometidos a dos niveles de protefna dietaria

20% PROTEINA

(12 y 20%).
12% PROTEINA
NO TRATADOS TRATADOS
variables SEX0 pendiente error pendiente error
9 0,1571 0,0313* 0,0023 0,0236*
RNasa 4cida/
Srgano & 0,1451 0,0154% 0,0329 0,0180*
Q 0,7760 0,1879% J1,1259  0,2539%
RNasa dcida/
asa dada’e @ 0,579 0,2125* 20,0226 0,1878*
9 -0,0018  0,0019% 0,0019 0,0024*
RNasa dcida/
protefna & 10,0023 0,0010% 0,0067 0,0018*
9 0,0790 0,2419 0,0417 0,1762
RNasa dcida/DNA
asa act & 00700  0,2484* 12216  0,0497*
9 0,7974 0,3062 0,6294 0,1121
R fcida/RNA
Nasa dei 00249  0.1819% 0,6474 0,0636*

El simbolo * en una misma fila indica diferencias significativas entre ratones No Tratados y Tratados para un mismo sexo y nivel proteico dietario.

P < 0,01 segdn el andlisis de Dwmnmny variables.

NO TRATADOS TRATADOS
pendients error pendiente error
0,0826 0,0228 0,1322 0.0173
0,0590 0,0157 0,0547 0,0151
-0,7121 0,1238% 0,3235 0,1412%
-1,0877 0,2154* -0,1236 0,1578*
-0,0045 0,0025 -0,0061 0,0010
-0,0126 0,0023* - 0,0052 0,0016*
-0,9402 0,1635% 1,4686 0,1447%
-1,2215 0,2119* 0,5421 0,1326*
-0,4036 0,1346% 1,8193 0,1842*
-0,5105 0, 1490 0,6160 0,1694*
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Tabla 77. Valor de las pendientes de las rectas de regresién y su error frente a la Edad de las variables: cantidad absoluta, relativa y actividad
especifica del enzima catepsina D y la razén catepsina D/DNA del misculo gastrocnemio de ratones BALB/c de ambos sexos entre 25 y 50
dias de vida, No Tratados y Tratados con thGH y sometidos a dos niveles de proteina dietaria (12% y 20%).

12% PROTEINA 20% PROTEINA
NO TRATADQOS TRATADOS NO TRATADOS TRATADOS
variables 8eX0 pendiente error pendiente error pendiente error pendiente error
? -0,0031 0,0053 0,0007 0,0014 -0,0087 0,0032* 0,0264 0,0057*
Catepsina D/ '
Srgano a 0,0096 0,0021* -0,0061 0,0015% 0,0024 0,0024* 0,0201 0,0046*
g -0,2145 0,0289%* -0,04235 0,0202* -0,1906 0,0410% 0,0456 0,0730*
Catepsina D/
alepsina L1 & 0,0193  0,0281% 0,1311  0,0263+ 0,0291 0,0215% 0,0299 0,0650%
2 -2,3700 0,3400* 0,2014 0,1428*. -1,3150 0,3585 -1,3906 0,5468
Catepsina
Diproteina & -0,9500  0,2800% 20,4007 0,1926% -0,3040 0,1831 -0,3246 0,3887
g -0,1388 0,0302%* 0,0156 0,0187* -0,1238 0,0248%* 0,2977 0,0635*
Catepsina
D/DNA & 0,035 0,0364* 0,00619  0,0285+ 0,0305 0,0105% 0,1300 0,0666*

$¥¢

El simbolo * en una misma fila indica diferencias significativas entre ratones No Tratados vy Tratados para un mismo sexe y nivel proteico dietario.
P < 0,01 segin el anilisis de Dumrmry variables.
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4.16. EFECTOS DE LA ADMINISTRACION EXOGENA DE LA HORMONA
SOMATOTROPA (rhGH) SOBRE EL METABOLISMO PROTEICO Y DEL RNA
EN MUSCULO GASTROCNEMIO DE RATONES BALB/c DE AMBOS SEXOS,

ENTRE 25 Y 50 DIAS DE VIDA Y SOMETIDOS A DOS NIVELES DE
PROTEINA EN LA DIETA (12 y 20%) (Tablas 67-77).

La EDAD, el TRATAMIENTO, la DIETA y sus interacciones influyen muy
significativamente sobre todos los pardmetros RNA-relacionados y sobre el enzima
catepsina D del muisculo cuando se comparan los animales NT y T, segtn el
ANOVA de tres factores (Tablas 73 y 74). Se exceptian las razones RNA/DNA,
RNasa dcida/RNA y catepsina D/6rgano, que no presentan significacién para
algunos efectos.

La administracion exdgena de rhGH induce una disminucion en RNA/érgano
y RNA/g a partir del dia 30 de vida en todos los animales T respecto a los NT
(Tabla 67), mientras que por el contrario, los valores de RNA/DNA muscular
ascienden significativamente (Tabla 68).

Por su parte, las modificaciones temporales de la razén RNA/proteina
dependen del nivel de proteina de la dieta, puesto que descienden en los animales
20% T, y ascienden en los grupos 12% T, especialmente entre los 45-50 dias de
vida (Tabla 68).

Los parametros de RNasa dcida absoluta, relativa y RNasa/proteina de todos
los animales T (Tablas 69 y 70}, asi como la razén RNasa dcida/RNA (Tabla 70)
y los pardmetros relacionados con el enzima catepsina D descienden en los animales
12% T respecto a los NT. En contraste, las razones RNasa dcida/DNA de todos los
grupos T, la razén RNasa dcida/RNA (Tabla 70) y los valores catepsina D-
relacionados (Tablas 71 y 72) aumentan en los animales 20% T respecto a sus
controles NT.

Del estudio de las pendientes de las rectas de regresion se deduce que en los
animales 20% T la evolucién es mds rdpida y en general mds negativa que en los

grupos 20% NT, en todos los valores estudiados (Tablas 75, 76 y 77).
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En cuanto a los animales T que ingieren la dieta del 12% de proteina
obtienen una caida mds veloz en RNA/érgano y RNA/g, mientras que la razén
RNA/proteina desciende menos rdpidamente (¢ 12% T) que sus controles (? 12%
NT) (Tabla 75).

-En general los parametros relacionados con los enzimas RNasa dcida y
catepsina D crecen mds velozmente en los animales T de ambas dietas que los NT,
a excepcion de los valores RNasa édcida/Organo, RNasa dcida/g y catepsina
D/6rgano que se pierden con mds rapidez en los animales 12% T respecto a los
animales 12% NT (Tablas 76 y 77).

Esta diferente evolucidn temporal entre los grupos NT y T de ambas dietas,

demuestra la influencia de las interacciones ExT, ExD y ExTxD (Tablas 73 y 74).
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5. DISCUSION

La peculiaridad de la adaptacién a la dieta de los
animales No Tratados ha conducido al estudio
pormenorizado de los resultados obtenidos en estos
animales, por 1o que la discusion se ha establecido y
ordenado en los dos apartados siguientes:

5.1. Estudio en ratones BALB/c No Tratados (NT).

5.2. Estudio en ratones BALB/c Tratados (T) y efectos de
la administracidn exdgena de rhGH.
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5.1. ESTUDIO EN RATONES BALB/c DE AMBOS SEXOS ENTRE 25 Y 50

DIAS DE VIDA NO TRATADOS (NT) Y SOMETIDOS A DOS NIVELES
DE PROTEINA EN LA DIETA (12 y 20%).

5.1.1. INFLUENCIA DE LA EDAD, LA DIETA Y EL SEXO SOBRE EL
CRECIMIENTO DEL MUSCULO GASTROCNEMIOQ.

En el mamifero, el tejido muscular esquelético es el mds abundante y
representa entre un 25 y un 40% de la masa corporal total, desde el nacimiento a la
madurez (Miller, 1969; Young, 1970). Por ello su forma de crecimiento es un buen
indicador del desarrollo total del cuerpo.

El ratén BALB/c no tratado entre los 25 y 50 dias de vida incrementa su
peso corporal (Tabla 1) mediante el aumento edad-dependiente de los sustratos
corporales (Agis, 1994)). De forma paralela el misculo gastrocnemio experimenta
un aumento paulatino de peso (Tabla 1 y Grdfica la) cuyo porcentaje méximo
corresponde al grupo ? 12% NT, aunque el mayor incremento acumulado de peso
muscular es alcanzado por los animales sometidos al 20% de proteina dietaria, a
consecuencia de la menor pérdida temporal de las velocidades absoluta y fraccional
de crecimiento ponderal, respecto de las obtenidas por los grupos del 12% de
proteina (Tabla 2). No obstante, todos los animales alcanzan el mismo peso
muscular a dia 50 de vida, independientemente de la dieta ingerida (Tabla 1).
También en ratas Sprague-Dawley sometidas a dos niveles proteicos dietarios (15 y
25%), Smith y col. (1982) encuentran que la ganancia ponderal y la tasa de
crecimiento son idénticas en ambos grupos. Por el contrario, Howarth (1972) sefiala
que el aumento de peso muscular es proporcional al porcentaje de proteina dietaria,
en un rango entre el 6 y el 24%.

El descenso temporal de la VFCM (Tablas 2 y 7) indica la pérdida del
potencial de crecimiento del musculo segin se acerca la madurez, al igual que
sucede con el crecimiento corporal (Salmon y c¢ol., 1990). En general, los roedores
presentan las mds altas velocidades de crecimiento después del nacimiento y hasta
un 6% de su vida media (Reeds y Fiorotto, 1990), lo que corresponde a la edad del

animal estudiado, que se encuentra entre ¢l 4,1 y el 6,8% de su vida.
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Entre los componentes quimicos del muisculo (Heymsfield y col., 1982) el
agua y la proteina constituyen aproximadamente el 90% de la masa muscular, por
lo que el aumento de peso va acompafado de un incremento paralelo de la proteina,
que en este caso corresponde a la proteina sarcopldsmica no estructural.

Tanto la proteina absoluta (Tabla 3 y Grdfica 1b), como €l incremento
acumulado diario de proteina (Tabla 4 y Grafica 3a) se elevan en funcién de la edad
en el muisculo gastrocnemio de todos los animales NT, lo que significa que el
depdsito proteico muscular va aumentando paulatinamente entre los 25 y 50 dias de
vida, al igual que sefialan Millward y col. (1975) y Bates y Millward (1981) en ratas
de lento y rdpido crecimiento y Lewis y col. (1984) en ratas albinas Sprague-
Dawley, entre las 3 y las 8 semanas de vida.

La ganancia de la proteina muscular se verifica mediante la disminucidén
temporal de la velocidad absoluta de crecimiento proteico, que oscila en su mds
amplio rango entre 0,73 mg (dia 25) y 0,26 mg (dia 50) de proteina
depositada/dia (Tabla 4). Estos valores senalan que la mayor velocidad de
crecimiento de la proteina es obtenida por los animales mds jévenes alimentados con
el 12% de proteina en la dieta. Datos similares han sido senalados por Siebrits y
Barnes (1989) en musculo gastrocnemio de ratas al destete.

También la velocidad fraccional de crecimiento de la proteina muscular
(VFPrM) desciende temporalmente en todos los animales NT, presentando méximos
valores en los ratones sometidos al 12% respecto a los del 20% de proteina, a los
25 dias de vida (Tabla 4). Por ello y pese al mds rdpido y profundo descenso
temporal de su VFPrM (Tabla 8 y Grafica 3b), los animales NT del 12% consiguen
alcanzar ganancias diarias superiores (Tabla 4 y Grdfica 3a) y mayores
concentraciones de proteina muscular (Tabla 3).

Los valores obtenidos de VFPrM se aproximan a los encontrados en la
literatura. Asi, tasas de 6,27%/dia y 11%/dfa se han encontrado en muisculo
gastrocnemio de ratas de lento crecimiento (Millward y col., 1975) y en la rata
Wistar al destete (Siebrits y Barnes, 1989). En los muisculos séleo y tibial anterior
de la rata albina, Lewis y col. (1984) también encuentran valores de 10,6%/dia y
5,9%/dia respectivamente. Menores porcentajes (3%/dia) describen Bates y col.
(1992) en ratén Snell a dia 40 de vida.
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El origen del aumento de la proteina muscular en los animales alimentados
con el 12% de proteina dietaria, se asocia con el incremento de la ingesta total y de
la velocidad de su consumo, observada previamente en estos animales (Agis, 1994).
De esta forma, pueden compensar su baja concentracion proteica dietaria y alcanzar
un crecimiento muscular similar al de los animales del 20% de proteina.

La existencia de un crecimiento muscular normal en ratones de esta edad,
alimentados con una dieta marginal en proteina, es un hecho poco habitual, puesto
que aunque la hiperfagia es un fendmeno descrito con relativa frecuencia en casos
de déficit proteico, la respuesta normal es la pérdida de la capacidad de crecimiento,
asociada con el aumento de la tasa metabolica y la disminucion de la eficacia de
depdsito energético como senalan Coyer y col. (1987) y Tulp y col. (1979).

Sin embargo, Jepson y col. (1988) encuentran en ratas sometidas a un 8% de
proteina un crecimiento muscular igual al de las ratas control alimentadas con un
18% . Los autores hacen énfasis en la importancia del aumento de la ingesta e indican
que es preciso un incremento simultineo de la eficiencia de utilizacién de la
proteina, para superar el crecimiento de los animales control.

De acuerdo con esta idea, en este estudio se demuestra que el aumento de la
proteina muscular es directamente proporcional al incremento acumulado de la
ingesta de proteinas (IP), aunque la utilizacién de la protefna dietaria resulta
inversamente proporcional al nivel de proteina de la dieta, obteniendo los animales
del 12% de proteina una eficacia de depdsito superior (=40%) a la de los animales
de mayor nivel proteico (Grafica 5a).

Esta mayor eficacia de los grupos del 12% de proteina la consiguen para IP
entre 0 y 17 g de proteina, lo que da lugar a un depdsito de 0,33 mg de
proteina/gIP mientras que los animales del 20% de proteina s6lo depositan 0,18 g
de proteina muscular/gIP, para valores de IP de mds amplio rango (0-27 g). Ello
confirma que el mayor crecimiento de la proteina muscular conseguido por el grupo
de menor nivel de proteina dietaria, se debe a una superior eficiencia de depdsito
proteico.

Sin embargo, la utilizacién de la IE en la acrecién de la proteina muscular
es igual en todos los animales estudiados, a pesar del incremento en energia

consumida por el grupo del 12% de proteina {(Gréfica 5b).
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Estos resultados parecen indicar que la hiperfagia permite a los animales del
12% de proteina obtener una mayor cantidad de ingesta proteica para el crecimiento
muscular con una utilizacién éptima.

Por esta razén, la contribucién de la proteina muscular a la proteina de la
carcasa (Grafica 7) también es superior en los animales de menor nivel proteico, los
cuales aportan un valor medio de 8,3 mg de proteina muscular/g de proteina de la
carcasa, mientras que en los animales del 20% NT la participacion es sélo de 3,9
mg. Ademds, mientras en estos ultimos dicha contribucién se mantiene constante
durante toda la experiencia, lo que da lugar a una aportacién del 0,60%, semejante
a la sefalada por Lewis y col. (1984) en mtusculo tibial anterior de rata, los animales
del 12% NT pasan de contribuir con un 0,55% a dia 25, al 0,85% a dia 50 de
experiencia, lo que depende de su buena eficacia de depdsito de la proteina
muscular,

El sexo, por su parte, presenta una leve influencia sobre el crecimiento del
musculo (Tabla 35), puesto que en general los animales machos de ambas dietas
tienden a un mayor crecimiento que las hembras, propiciado por el incremento de la
concentracion de proteina (Tabla 3), que favorece el aumento del indice
miosomético (Tabla 1). Sin embargo, las hembras presentan aumentos puntuales del
incremento acumulado de peso y de la VFCM (Tabla 2). Segiin Graystone (1968)
las ratas hembras comienzan con la misma masa muscular al nacimiento que los
machos, pero la velocidad de crecimiento es menos rapida, por lo que entre la 3 y
la 14 semana de vida la masa celular individual de los machos se incrementa unas 10
veces (Hubbard vy col., 1974).

De los resultados se deduce que el misculo gastrocnemio del raton BALB/c
mantiene un crecimiento acelerado después del destete y hasta la pubertad, lo que
puede depender de las demandas funcionales, traducidas en el incremento de trabajo
muscular destinado al soporte del peso y la locomocién, que son los mayores
estimulos para el crecimiento muscular (Lewis y col., 1984).

Ademads la concentracion de la proteina dietaria afecta de modo decisivo al
crecimiento muscular, lo que confirma la alta sensibilidad de la musculatura del ratén
en crecimiento a la manipulacion dietaria, que de acuerdo con Morgan y col. (1988b)

es mdxima entre los 10 y 40 dias de vida.
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5.1.1. 1. Estudio alométrico

Como la proporcién que el misculo guarda respecto al cuerpo total sufre
modificaciones en varias etapas de la vida, de tal modo que se incrementa desde un
23% al nacimiento hasta un 46% en la rata adulta (Miller, 1969), es importante el
estudio de esta relacién en el periodo entre el destete y la pubertad.

Ia aplicacién de la alometria (Grdfica 9a) indica, en este caso, el porcentaje
que el miisculo crece en relacidn al peso corporal final. El coeficiente de crecimiento
alométrico obtenido por todos los animales estudiados, a excepcion del grupo ¢ 12%
NT estd cerca de la umdad (b=1), lo que significa que ¢l miisculo crece en
proporcion al cuerpo y su contribucién al PCF se incrementa al mismo ritmo que
lo hace éste.

Coeficientes alométricos para el musculo gastrocnemio préximos a uno se
han descrito en cerdos entre 0 y 168 dias de edad (Essien y Fetuga, 1988) y en
ovejas (Wyn y Thwaites, 1981) cercanas a la pubertad.

Por otra parte, el alto coeficiente de crecimiento (b=1,40) del grupo ¢ 12%
NT indica una mayor contribucidn del peso muscular al peso corporal, que podria
estar asociada con un proceso de maduracién mds lento del musculo. Ademads,
puesto que el coeficiente alométrico de la proteina muscular respecto al peso del
miusculo de este grupo (b=1,03) seiiala la proporcionalidad de crecimiento entre
ambos parametros, se confirma que la proteina muscular crece al mismo tiempo que
el peso muscular (Gréfica 9b).

El grupo ¢ 12% NT, por su parte, cuyo miisculo crece proporcionalmente
al PCF presenta, no obstante, un coeficiente alométrico de la proteina muscular
respecto al peso muscular (Gréfica 9b) muy alto (b=1,42), lo que demuestra que su
mayor eficacia de depdsito permite a la proteina crecer mds rapidamente que el
propio miisculo.

Sin embargo la contribucién de la proteina al peso muscular es, por el
contrario, mds baja en los animales sometidos al 20% de proteina (Gréfica 9b),
segun su coeficiente alométrico (¥ b=0,57, & b=0,70), lo que indica no sélo, un
proceso de maduracién mds rapido de la proteina, sino también, que el misculo

parece presentar una mayor proporcién de otros componentes que como la grasa y
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el agua completa el crecimiento muscular. Este, a su vez, es proporcional al
crecimiento somdtico (Gréfica 9a).

Ademds, de acuerdo con Davis y col. (1989) ia VFPrM es directamente
proporcional a la VFCM a partir del destete (Grafica 11). Esta relacién es superior
en los animales del 12% de proteina respecto a los del 20%, lo que parece
determinar la mayor capacidad de crecimiento proteico y su mayor aporte al peso
muscular. Asi pues, las diferencias en la alometria parecen depender de la distinta
dindmica de crecimiento de cada grupo dietario.

Por lo tanto, el nivel de proteina en la dieta induce una neta diferencia en la
forma de crecimiento muscular, puesto que los animales del 12% emplean toda su
capacidad de crecimiento en depositar mds proteina a fin de paliar su déficit
dietario, mientras que los animales del 20% con una cantidad suficiente de ingesta
proteica, presentan una diferente redistribucion de sustratos en el musculo,
acumulando no solo proteina sino también posiblemente grasa, al igual que se
produce en el animal total (Agis, 1994).

Parece existir ademds una estrecha relacién entre la dieta, la alometria del
drgano y su maduracion, puesto que de acuerdo con Reeds y Fiorotto (1990) éste
proceso depende de 1a sensibilidad del misculo a la distinta proporcidn de los
nutrientes dietarios, de tal modo que la madurez sélo se alcanza con altos niveles de
proteina (como parece resultar del presente estudio), pudiendo repercutir en su

eficacia funcional.

5.1.2. INFLUENCIA DE LA EDAD, LA DIETA Y EL SEXO SOBRE EL
CRECIMIENTO CELULAR DEL MUSCULO GASTROCNEMIO.

Las modificaciones en el crecimiento muscular basadas en medidas de peso
o de algunos de sus constituyentes, antes discutidos, no dan informacién suficiente
de dicho proceso. Para entender mejor como se produce el desarrollo muscular es
preciso utilizar medidas a nivel celular que como la tasa de 4cidos nucleicos nos

permiten entender el crecimiento celular del érgano (Mirsky y Ris, 1949). En la rata
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(Enesco y leblond, 1962} y el ratdn (Glore y Layman, 1987) el incremento del
nimero de células medido como contenido en DNA, ha demostrado ser un factor
importante en el estudio del crecimiento de drganos y tejidos, puesto que refleja el
mimero de células diploides del drgano (Mirsky y Ris, 1949), ya que el nicleo
permanece constante a través de la vida de la célula.

Sin embargo el musculo estd compuesto de fibras multinucleadas que son
muy distintas a las células cldsicas, por lo que hoy se acepta el concepto de unidad
de DNA como la unidad funcional del misculo (Cheek y col., 1971). As{ pues, se
considera que la unidad de DNA es un genoma (masa diploide de DNA) que
gobierna una masa constante de protoplasma tanto en células diploides, polinucleadas
o poliploides (Cheek y col., 1971; Epstein, 1967; Prescott, 1956, 1982), por lo que
el contenido en DNA indica el nimero de unidades de DNA presentes. Dividiendo
el contenido total en DNA por la cantidad de DNA de un micleo diploide, se puede
estimar el ndmero real de unidades de DNA (Pitts, 1986). Las modificaciones en la
razon proteina/DNA reflejan ademds los cambios en el tamaito de la célula, puesto
que la razon protefna/agua intracelular es constante (Cheek y col., 1968).

El crecimiento celular del misculo gastrocnemio del ratén BALB/c, entre el
destete y los 50 dias de vida, es la consecuencia del incremento de las tasas de DNA
y RNA muscular y del nimero de unidades de DNA (Tabla 24). El aumento en el
ntimero de células predomina sobre el desarrollo del tamano celular, tanto en
relacién a la proteina como al peso del miisculo en todos los grupos de ratones no
tratados, a excepcion de los animales & del 12 % de proteina, cuyo crecimiento
celular escapa a esta norma, ya que en este caso predomina el aumento del tamafio
de la célula (proteina/DNA) sobre el de unidades de DNA, que se mantienen
estables. (Tablas 24 y 25).

El aumento de DNA con la edad ha sido observado desde los primeros
estudios de Enesco y Leblond (1962) en la rata y se relacioné con un aumento del
nimero de nicleos. También en la rata Gordon y col. (1966) encuentran aumentos
de DNA a niveles estables hasta los 90-95 dias de edad, mientras que el aumento
en peso, proteina miofibrilar y proteina sarcopldsmica continda hasta los 140 dias

de vida.
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Por su parte el RNA se localiza primeramente en ¢l citoplasma y varia
directamente con el tamano de la célula (Ezekwe y Martin, 1975).

Aunque se considera que en mamiferos el nimero de fibras musculares es
fijo al nacimiento (Goldspink, 1977) y que los nicleos de las fibras pierden su
capacidad de division (Stocdale y Holtzer, 1961), el contenido en DNA se
incrementa muy significativamente durante el crecimiento postnatal (Enesco y Puddy,
1964), como hemos observado en nuestro estudio.

La elevacién de 1a tasa de DNA durante el crecimiento puede representar, de
acuerdo con Lewis y col. (1984), un aumento en el nimero de mionicleos, que se
derivan de la division mitética y migracidn subsiguiente de las células satélite
(Moss y Leblond, 1971),‘ las cuales se fusionan con las fibras musculares.

Esta hipdtesis ha sido confirmada recientemente por Mascarello y col. (1992),
quienes demuestran en musculo esquelético de cerdos entre 8 y 210 dfas de edad,
que el crecimiento hiperpldsico no termina al nacimiento, lo que parece depender de
la capacidad de regeneracion de las células satélite.

En este sentido, Cossu y Molinaro (1987) especulan con la existencia de dos
poblaciones de células satélite, una capaz de responder sblo a factores de
crecimiento y otra a factores de caricter "inflamatorio”. Las primeras se dividirian
lentamente, coincidiendo con el periodo de mdxima velocidad de crecimiento,
pudiéndose fundir con fibras musculares preexistentes, o que ha sido confirmado por
Hoh y Hughes (1988).

Ello harfa, puesto que la medida de DNA no es especifica para las células
musculares, que las células satélite y otras mds pequefas no musculares como
adipocitos, fibroblastos y células vasculares indujeran una sobrevaloracion del DNA
muscular, como sucede en los musculos gastrocnemio y peroneo de pollo, los cuales
parecen contener un mayor porcentaje de este tipo de células que otros miusculos,
como el pectoral mayor (Jones y col., 1986).

La contribucidén de las células satélite al aumento del DNA, que se presume
es de un 25-30% (Cheek y col., 1971), serd proporcionalmente mayor que el que
efectien al desarrollo del tamafio celular, puesto que las células no contrictiles
poseen relativamente poco citoplasma (Lewis y col., 1984) y por lo tanto el actimulo

de los componentes celulares serd menor.
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En efecto, como ya se ha indicado, tan sélo el grupo o' 12% NT presenta una
mayor hipertrofia consecutiva a su forma de crecimiento, mientras que el resto de
los grupos tienen menores tamanos celulares. (Tablas 24 y 25).

I.a hiperplasia de los restantes animales estudiados (¢ 12% NT, ¢ y & 20%
NT) se lleva a cabo mediante una alta velocidad de depésito de DNA (Tabla 29),
superior a la del depdsito ponderal del muasculo. Ello proporciona una acrecion de
DNA respecto al incremento de peso muscular que llega a ser de 4,4 mg/g de PM
en el grupo ¢ 12% y de 3,3 mg y 6,1 mg/g de PM en los grupos ¢ y ¢ 20%
respectivamente (Grafica 13a).

La alta contribucidn de este dcido nucleico al crecimiento muscular coincide
con el valor de su coeficiente alométrico, especialmente en los animales sometidos
al 20% de proteina, confirmando el rdpido crecimiento del DNA respecto del peso
muscular (Gréfica 14).

Del mismo modo, la tasa de DNA crece en proporcion a la ganancia diaria
de proteina muscular, llegando a un incremento de 27,4 mg, 28 mg y 57 mg de
DNA/g de proteina acumulada en los grupos ¢ 12%, ¢ 20% y & 20% NT
respectivamente (Grifica 13b), lo que confirma la hipétesis de Allen (1987) quien
sefiala que la fase mds rdpida de la acrecién de la proteina se corresponde con la
mayor acumulacién de DNA o de los miondcleos.

Este efecto se consigue mediante el aumento de la utilizacién de las ingestas
proteica y energética en el deposito de DNA, puesto que, el incremento del DNA
muscular es directamente proporcional al aumento de consumo de ambas ingestas
(Graficas 15a y b), lo que se traduce en la mejora de la eficiencia de depdsito de
DNA.

De estos resultados se deduce que los amimales ? sometidos al 12% de
proteina, presentan mecanismos de crecimiento muscular iguales a los animales de
mayor nivel de proteina, alcanzando tasas idénticas de DNA, lo que depende de la
similar eficacia de depdsito de DNA muscular a partir de sus ingestas proteica y
energética.

Por lo tanto, a pesar de ingerir menores cantidades de proteina dietaria
(Agis, 1994), la hiperfagia y la buena utilizacién de los nutrientes, permiten al grupo

? 12% NT incrementar la cantidad de DNA muscular, no sdlo respecto al peso sino
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también respecto a la proteina, al mismo nivel que los animales de mayor nivel
proteico.

Por el contrario, el tamafio celular de los grupos sometidos al 20% de
proteina presenta descensos edad-dependientes (Tablas 25 y 29) a consecuencia de
la menor acrecidn de sustratos citoplasmaéticos como proteina y RNA, puesto que
el tamafio de la célula disminuye a medida que aumenta la proteina y el peso
muscular (Grafica 16a y b) y se consume una mayor cantidad de ingesta proteica y
energética (Grdfica 17a y b). Ello contribuye a que las razones proteina/DNA vy
peso muscular/NN (Tabla 25) sean menores que en los grupos del 12% de proteina
y confirma la preponderancia del crecimiento hiperplasico de estos animales.
También Millward y Waterlow (1978) sefialan, que el crecimiento muscular postnatal
de la rata estd determinado fundamentalmente por el aumento del ndimero de
unidades de DNA y no por su tamaiio.

Los animales 2 12% NT por su parte, con un mayor depdsito proteico por
célula, presentan un tamario celular estable en el tiempo (Tabla 25) y superior al del
grupo ¢ 20% NT, aunque no presentan correlacion lineal alguna con la ganancia
proteica (Grafica 16a) ni con la VFPrM (Grdéfica 18a). El resto de los constituyentes
celulares se acumulan en menor cantidad en el citoplasma, por 1o que la razén peso
muscular/NN decrece con la edad (Tabla 25).

El crecimiento muscular de los animales ¢' 12% NT es esencialmente distinto,
puesto que se produce por hipertrofia, con un aumento muy significativo del tamaiio
celular y sin incrementos edad-dependientes de la tasa de DNA, ni del nimero de
nicleos. Por ello, la concentracion del 4cido nucleico disminuye en relacién al
grupo ¢ 20% NT, mientras que las razones proteina/DNA y peso muscular/NN se
incrementan (Tablas 24 y 25). Por tanto, la dindmica y la forma de crecimiento de
este grupo parece depender de una posible inhibicion de la sintesis de DNA en
respuesta a una dieta marginal en proteina.

También Durand (1973) y Howarth (1972) en musculo gastrocnemio de ratas
sometidas a dietas del 8% y del 6% en proteina respectivamente, encuentran un
menor contenido en DNA y mayor tamario celular que en ratas control, y sefalan
que la sintesis proteica puede tener prioridad sobre la sintesis de DNA, aunque no

estudian la forma de crecimiento.
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Asi pues, el crecimiento del grupo ¢ 12% NT se realiza por mecanismos
diferentes al resto de los animales estudiados, puesto que la hipertrofia resulta
independiente de la ingesta de alimentos (Grafica 17a y b), del peso muscular
(Grafica 16b) y del acimulo de proteina (Grdfica 16a) y so6lo se incrementa el
tamario de la célula (Proteina/DNA) a medida que desciende la VEFPrM (Gréfica
18a). Como ya se ha discutido, es el aumento de la VFPrM sobre la VFCM lo que
permite a estos animales una mayor contribucién de la proteina al crecimiento del
muisculo (Gréfica 11).

Los datos demuestran también la diferente respuesta de los sexos en la
adaptacion a una dieta margina! en proteina, ya que mientras los animales ¢ 12%
NT aumentan la celularidad con la edad (Tabla 24), los animales & 12% NT
incrementan el tamaiio de las fibras musculares (Tabla 25), demostrando la influencia
de la interaccion ExDxS (Tabla 28) sobre la forma de crecimiento muscular de estos
animales.

Por lo tanto, la disminucion del contenido proteico de la dieta parece invertir
la tendencia natural de cada uno de los sexos en la forma de crecimiento celular,
teniendo en cuenta que los animales machos presentan normalmente menores
cantidades de masa muscular/DNA que las hembras (Burleigh, 1980).

No obstante, la similitud de Ia cantidad total de DNA entre &'y € del 12%
NT de proteina en el periodo estudiado, sugiere que el desarrollo del DNA en los
animales & puede haber tenido lugar en etapas anteriores al destete.

Por el contrario, los animales & 20% NT presentan un mayor nimero de
fibras musculares de menor tamafo y con una mayor velocidad de crecimiento que
los animales del sexo opuesto (2 20% NT) (Tabla 29), a consecuencia de su mayor
eficacia de depdsito de DNA respecto a las ingestas proteica y energética (Grafica
15a y b), 1o que les permite acrecentar su DNA por unidad de peso (Grdfica 13a)
y de protefna (Gréfica 13b), mecanismo que parece acelerarse especialmente durante
la pubertad (Cheek y col., 1968).

También Ezekwe y Martin (1975) sefialan en ratones de riapido crecimiento,

que el aumento de la celularidad es consecuencia de su mayor velocidad de

crecimiento.
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No obstante, independientemente de la dieta y el sexo, en todos los animales
estudiados se observa una relacidn reciproca entre el nimero de unidades de DNA
y el tamafio celular a lo largo de la edad. En general cuando el tamano disminuye
el nimero de células se incrementa, cambiando simultineamente, 10 que origina una
correlacién lineal negativa entre ambos pardmetros (Grafica 18b) al igual que
describen Dickerson y col, (1972) y Glore y Layman (1987). También Burleigh
(1980) destaca la influencia de la edad sobre esta relacién inversa.

De forma coordinada con el crecimiento del DNA se produce un aumento
proporcional del enzima DNasa dcida/6rgano, siendo su evolucidn temporal, mds
significativa en los animales NT del 20% de proteina (Tablas 26 y 30). Sin embargo
la proporcion en la que se desarrolla el enzima, tanto en concentracién como en
actividad, es siempre inferior a la del dcido nucleico por lo que, en general, éste se
acumula con la ayuda de una capacidad degradativa del enzima progresivamente
menor (Tabla 27). Ademds cada nivel dietario muestra distintos mecanismos de
proteccién del DNA, puesto que mientras en Ios animales del 20% de proteina la
actividad especifica (DNAsa acida/proteina) se incrementa ligeramente (Tabla 27),
lo que indica que el DNA se degrada ientamente frente a una sintesis mds rapida,
en los animales del 12% por el contrario, gracias al descenso de la actividad
catabdlica del enzima se favorece el incremento (2) o el mantenimiento () del
DNA, desarrolidndose un mecanismo netamente protector.

La actividad del enzima DNasa dcida se modula, por lo tanto, para favorecer
el crecimiento al igual que sucede ante modificaciones en la dieta, como previamente
hemos observado en misculo (Mufoz-Martinez y col, 1989), higado (Mufioz-
Martinez y col., 1982) y 6rganos linfoides de la rata sometida a varios niveles de
proteinas y calorias en la dieta (Mufioz-Martinez y col., 1981). También Castro
y Sevall (1980) sefialan que la sensibilidad de la cromatina a la nucleasa microcdeica
desciende en ratas alimentadas sin protefna, lo que indica que las modificaciones en
la proporcidn de los macronutrientes afecta seriamente al genoma de la célula
{Castro y col., 1986).
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5.1.3. INFLUENCIA DE 1L.A EDAD, LA DIETA Y EL SEXO SOBRE EL
METABOLISMO DEL RNA EN MUSCULO GASTROCNEMIO.

El incremento de Ja cantidad absoluta de RNA durante el crecimiento
muscular de los animales NT, resulta menor proporcionalmente que la masa total del
misculo, por lo que la concentracion de RNA por gramo, por proteina y por célula
disminuye en general en funcidén de la edad, a excepcion de la razon RNA/DNA del
grupo d 12% NT en el que aumenta y de las razones RNA/proteina y RNA/g del
grupo ¢ 20% NT en el que se elevan o se mantienen (Tablas 45 y 46). También en
misculo de ratas y ratones en crecimiento y alimentados con dietas estandar se
producen descensos temporales de la concentracion del RNA (Lewis y col., 1984)
(Millward y col., 1975} (Aberle y Doolittle, 1976).

Se comprueba en este estudio, que la concentracién de RNA depende no sélo
de la influencia de la edad, sino también de la dieta y el sexo (Tabla 51), factores
que modifican el metabolismo de este dcido nucleico a través de cambios en las tasas
de sintesis y de catabolismo, al igual que sugieren Millward y col. (1974b) en
miisculo esquelético de ratas bien alimentadas.

Rozovski y Winick (1979) encuentran en higado de ratas que la velocidad de
sintesis de RNA se incrementa durante el perfodo prenatal y alcanza su maximo
después del destete, pero sefialan que su regulacion durante el desarrollo, también
depende de cambios en Ia velocidad del catabolismo y de las alteraciones en el
transporte del RNA desde el nucleo al citoplasma.

El enzima RNasa dcida parece intervenir de forma importante en dicha
regulacion (Rahman y col., 1969), mediante la disminucién de su capacidad
degradativa, en especial en las dos primeras semanas de vida (Rosso y col., 1973).

En el misculo en crecimiento, la formacion del enzima RNasa dcida aumenta
entre los 25 y 50 dias de vida (Tabla 47), pero su actividad catabdlica depende de
las condiciones de crecimiento de cada grupo de animales NT (Tabla 48).

El aumento de la actividad ribonucleasa dcida del grupo ¢ 12% NT coincide
con el incremento del RNA total, lo que parece sefialar la existencia de un recambio

acelerado del 4cido nucleico, en el que el efecto degradativo del enzima parece jugar
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un papel regulador, de acuerdo con la relacidon lineal existente entre ambos
pardmetros (Gréfica 27), igual que sucede en linfocitos estimulados con mitdégenos
(Green, 1977).

Por el contrario, el grupo ¢ 12% NT eleva el RNA total a través de la
disminucidn de la capacidad degradativa del enzima RNasa Acida en la misma
proporcién en la que se incrementa €l dcido nucleico (Tabla 48). Sin embargo, el
hecho de no existir correlacion lineal entre el RNA y la actividad enzimdtica RNasa
dcida sugiere que el mecanismo predominante en el desarrollo del RNA es la
sintesis (Gréfica 27).

Los mecanismos de crecimiento del RNA en los ratones NT sometidos al 20%
de proteina son diferentes. El mantenimiento de la actividad especifica de RNasa
dcida durante todo el perfodo estudiado, permite a los animales € 20% NT presentar
los mdximos aumentos temporales del RNA total (Tablas 45 y 48). Ello significa,
que en este grupo la tasa del 4cido nucleico también depende fundamentalmente del
aumento de la sintesis, de acuerdo con su falta de correlacion lineal con la actividad
enzimética (Gréfica 27). Por el contrario, es gracias a la pérdida de la actividad
degradativa del enzima, de la que depende negativamente (Grdfica 27), la que
permite al grupo ¢ 20% NT aumentar la cantidad total de RNA frente a una sintesis
no muy activa.

Asi pues durante el crecimiento del muisculo gastrocnemio, las
modificaciones en la concentracién del RNA dependen, en parte, de la modulacion
de la actividad del enzima RNasa dcida, la cual contribuye al desarrollo del
crecimiento intracelular del 6rgano .

Los mecanismos puestos en juego a este fin, dependen a su vez, de las
condiciones nutritivas de los animales en estudio. Se observa, que el nivel mas alto
de proteina dietaria favorece el incremento de la concentracién del RNA en el
tejido, a pesar del aumento simultdneo de la actividad especifica del enzima RNasa
dcida respecto de los grupos sometidos a menores porcentajes de proteina (12%)
(Tablas 45 y 48), lo que parece sefialar un incremento en la velocidad de "turnover”
del RNA.
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Por el contrario, la caida de la actividad RNasa 4cida parece ser un
mecanismo protector puesto en juego por fos animales dei 12% de proteina, para
frenar una mayor pérdida del RNA respecto a los animales bien alimentados.

Ello permite afirmar que también en misculo, la actividad especifica de
ribonucleasa dcida se modula en respuesta 2 modificaciones en la dieta, lo que
permite regular la concentracion del RNA tisular, al igual que se produce en higado
de ratas sometidas a diferentes niveles dietarios (Mufioz-Martinez y col., 1982,
1983). También la diferencia sexual influye sobre el crecimiento del dcido nucleico,
puesto que la utilizacion de las ingestas proteica y energética en el deposito del RNA
muscular por parte del grupo ¢ 12% NT facilita su mantenimiento, en contraposicion
al grupo # 12% NT en el que es independiente del alimento ingerido (Grafica 28a
y b).

5.1.4. INFLUENCIA DE LA EDAD, LA DIETA Y EL SEXO SOBRE EL
METABOLISMO PROTEICO DEL MUSCULO GASTROCNEMIO.

El crecimiento definido como el aumento de la masa proteica, se produce
mediante un continuo recambio, que puede ser regulado a través de modificaciones
en las tasas de sintesis y de degradacién de la protefna. (Millward y col., 1975)

A su vez, la concentracion del RNA se reconoce como un indice de la
intensidad de Ia sintesis proteica (Goldberg, 1967), siendo la razén RNA/proteina
la expresion m4s apropiada para poder comparar la concentracién del RNA con la
velocidad fraccional de sintesis proteica, puesto que ambos pardmetros estdn
directamente relacionados (Millward y Waterlow, 1978).

Todos los animales NT, a excepcion del grupo ¢ 20%, presentan descensos
temporales de Ia razon RNA/proteina (Tabla 46), lo que sefala que la disminucion
en la concentracidn de ribosomas y por lo tanto de la capacidad de sintesis proteica,
estd ligada a la pérdida de la velocidad de sintesis en musculo del ratén BALB/c
en crecimiento (Millward y col., 1973). Ello coincide con la pérdida edad-
dependiente de la tasa fraccional de crecimiento de la proteina muscular (VFPrM)

anteriormente discutida (Tabla 4 y Grafica 3b). También Lewis y col. (1984)
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encuentran que los descensos temporales de la capacidad ribosomica y de la
velocidad fraccional de sintesis proteica, estdn correlacionados con la caida
simultdnea de la tasa fraccional de crecimiento de {a proteina, en los musculos séleo
y tibial anterior de rata, entre el destete y la senectud. El mismo resultado encuentra
Bates y Millward (1981) en ratas de rdpido crecimiento.

De forma paralela, se produce una disminucién en la tasa fraccional de
degradacién de la proteina muscular, lo que significa que en los animales mds
jovenes, el méximo depdsito de proteina muscular, se efectia con las mds altas
velocidades de sintesis y de degradacidn (Millward, 1980a).

En efecto, las mayores velocidades absoluta y fraccional de proteina se
establecen durante los dias 25 y 30 del estudio (Tabla 4) y coinciden no sélo con
los mds altos valores de la concentracién de ribosomas (RNA/proteina) (Tabla 46),
sino también con las mds altas actividades de catepsina D (Tabla 50), enzima
proteolitica que se asocia con las modificaciones en la degradacién proteica (Li,
1980). Estos descensos edad-dependientes de la actividad especifica de catepsina D
siguen la pauta sefialada anteriormente para la tasa fraccional de degradacién de la
proteina, pero las mayores pérdidas temporales se producen en los animales
sometidos al 12% de proteina (Tablas 50 y 55).

La catepsina D parece intervenir en la remodelacidn de la célula muscular
durante el crecimiento, en especial en los animales mds jévenes, como demuestra la
correlacion lineal negativa entre la actividad especifica del enzima y el incremento
acumulado de protefna muscular (Grifica 29a), lo que indica que las mayores
velocidades de degradacion coinciden con el menor actimulo de proteina (Tablas 4
y 50). También Millward y col (1975) sefalan la existencia de una correlacion lineal
entre la velocidad fraccional de degradacién y la velocidad de crecimiento de la
proteina durante el crecimiento muscular, correspondiendo las mayores VFPrM a
las médximas tasas de degradacion, lo que coincide con nuestros datos.

Este "incremento anabodlico en degradacién” de la proteina podria ser
necesario para completar los cambios de arquitectura del aparato contrdctil del
miusculo en crecimiento, asi como para modificar el metabolismo de las proteinas
citopldsmicas asociadas a su desarrollo, lo que puede ser una caracteristica de cada

tejido muscular (Millward y col., 1981a).
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En cuanto al incremento de la capacidad de sintesis proteica (RNA/proteina)
registrada en los animales ¢ 20% NT, sélo puede explicarse en relacion a su forma
de crecimiento. El aumento del niimero de unidades de DNA pero de menor tamanio
(proteina/DNA), unido a un alto porcentaje de crecimiento del RNA total, conduce
al aumento de la razon RNA/proteina (Tabla 46). Este mismo resultado encuentra
Cheek (1968) en misculo de jévenes entre 1 y 15 afios. Como es dificil pensar en
un incremento de Ia tasa fraccional de sintesis proteica edad-dependiente, en contra
de todos los datos encontrados en la literatura, se puede postular en un descenso
paralelo de la actividad del RNA, es decir, de la cantidad de proteina sintetizada por
g de RNA/dia, que explique la menor cantidad de proteina depositada por este
grupo.

En otro orden de cosas, cuando comparamos la concentracién de RNA y de
DNA del musculo es obvio que 1a razén RNA/DNA disminuye con la edad en todos
los animales NT estudiados, a excepcidn del grupo & 12% NT en el que se
incrementa (Tabla 46). _

En general hay una menor concentracion de ribosomas por nticleo a medida
que el miusculo crece, lo que significa la pérdida de la sintesis proteica por unidad
de DNA, que a su vez depende de las caracteristicas del crecimiento celular. En
contraste con las pequeiias modificaciones de la razén RNA/DNA durante el
crecimiento muscular sefialadas en la rata (Millward y col., 1975, 1981a; Lewis y
col., 1984; Jones y col., 1986), la disminucion observada en este estudio puede estar
determinada por la adicién a las células musculares de las diferentes poblaciones
celulares adyacentes, ya mencionadas, cuyos nicleos son comparativamente mds
inactivos al contener poco citoplasma (Jones y col., 1986), lo que determina la caida
de la sintesis proteica por célula e impide reflejar la capacidad sintética real de las
células musculares.

Por el contrario el aumento temporal, pero independiente de la edad (Tabla
53), de la razén RNA/DNA del grupo & 12% NT se asociarfa a su crecimiento
hipertréfico, sin aumento del nimero de unidades de DNA (Tabla 24). Ello le obliga
a acomodar una alta cantidad de RNA en el mismo mimero de células durante todo
el periodo estudiado, lo que puede dar lugar a un aumento de la sintesis proteica

por unidad de DNA.
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No sélo la edad imprime diferencias en la forma de crecimiento muscular y
en el "turnover" proteico del érgano, también el nivel de proteina dietaria moditica
la relacidn existente entre sintesis y degradacién proteica, lo que depende a su vez
del tipo de crecimiento celular de cada grupo de animales estudiados.

Asi, la hiperplasia, la disminucion del tamafo celular y el aumento de la
cantidad total del RNA son la causa del incremento en la capacidad de sintesis
proteica muscular (RNA/proteina) observada en los animales NT sometidos al 20%
de proteina dietaria. En estos animales, el dep6sito de la proteina muscular esta
favorecido por la profunda disminucién de la capacidad degradativa del enzima
catepsina D (Tabla 50), mecanismo similar al observado en ratas tratadas con acetato
de trembolona (Vernon y Buttery, 1976), pese a lo cual, tanto la velocidad fraccional
de crecimiento como el deposito absoluto y relativo de la proteina muscular son
menores respecto a los animales del 12% NT.

Por su parte, los grupos sometidos al nivel mds bajo de proteina dietaria
(12%), que crecen fundamentalmente por hipertrofia, presentan tanto una menor
capacidad de sintesis proteica (RNA/proteina) como de sintesis proteica por unidad
de DNA respecto a los grupos 20% NT (Tabla 46). Este resuitado unido a una
altisima capacidad degradativa (catepsina D/proteina) (Tabla 50), hace suponer la
existencia de un incremento de la actividad de sintesis por ribosoma (actividad de
RNA), que compense la baja concentracion de RNA en estas células y que explique
el mayor depdsito de proteina muscular sarcopldsmica.

No obstante, la alta velocidad fraccional de crecimiento de la proteina
muscular de estos animales, depende tanto de la actividad ribosémica como de la
propia capacidad de sintesis, como demuestra la relacion lineal existente entre la
VFPrM vy la razoén RNA/proteina (Grafica 29b).

Por lo tanto, estos animales parecen mantener un metabolismo proteico
acelerado caracterizado por su alta tasa de recambio, inherente a los animales muy
jovenes en crecimiento, que les permite depositar mayores cantidades de proteina
sarcopldsmica que Ios grupos del 20%, al igual que se produce en miusculos lisos
con muy poca proporcién de proteinas contrictiles (Goldspink y col., 1984).

Por otra parte, el enzima catepsina D juega un importante papel en el

crecimiento muscular, modificando la degradacion proteica y contribuyendo a la
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adaptacion del metabolismo proteico a dicho proceso. De acuerdo con ésto, Desai
(1969, 1971) propone que los enzimas lisosémicos ejercen papeles especificos en
los mecanismos adaptativos que regulan el "turnover” de los tejidos corporales.

También el nivel de proteina dietaria modula la actividad enzimadtica, la cual
responde regulando la degradacion proteica en respuesta a la dieta, de tal modo que
la menor disponibilidad de aminodcidos induce las mayores actividades enzimadticas
y viceversa, como se demuestra por la relacién inversamente proporcional entre la
actividad enzimdtica y el aumento de la cantidad de IP e IE consumidas (Gréficas
30a y b). En este sentido, Gilbreath y Trout, (1973) proponen que la actividad de

catepsina 1) tiene un papel fundamental en el catabolismo muscular durante la

adaptacién al estado nutritivo.
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5.2. ESTUDIO EN RATONES BALB/c DE AMBOS SEXOS ENTRE 25 Y 50
DIAS DE VIDA TRATADOS (T) CON HORMONA DE CRECIMIENTO
(thGH) Y SOMETIDOS A DOS NIVELES DE PROTEINA EN LA DIETA
(12 y 20%). EFECTOS DE LA ADMINISTRACION EXOGENA DE LA
HORMONA.

5.2.1. INFLUENCIA DE LA EDAD, L.LA DIETA Y EL SEXO SOBRE EL
CRECIMIENTO DEL MUSCULQ GASTROCNEMIO.

En estudios previos se ha demostrado (Agis, 1994) que la administracién
exdgena de la hormona de crecimiento (rthGH) durante ¢l perfodo del destete a
ratones BALB/c de ambos sexos, determina una respuesta bifdsica a consecuencia
de la profunda disminucién inicia! de la ingesta de alimentos, lo que impide el
crecimiento normal del animal al desencadenar un déficit proteico-caldrico.

Durante la primera etapa de la respuesta (25-35 dias de vida) se produce el
cese del crecimiento corporal consecutivo a la deficiencia, que mds tarde se recupera
a valores control durante la segunda etapa (35-50 dias de vida). La rehabilitacién
se lleva a cabo por un mecanismo de crecimiento compensador en el que parece
participar ia hormona somatotropa y que estd condicionado por el nivel de proteina
de la dieta. Las posibles causas de este andmalo comportamiento frente a la GH ya
han sido discutidas (Agis, 1994).

5.2.1.1. Primera fase de la respuesta

Como era de esperar, también el crecimiento del musculo gastrocnemio
responde de forma bifdsica a la administracion exdgena de la GH, puesto que en
todos los animales tratados se produce una disminucion temporal del peso muscular
absoluto (Tabla 9 y Grafica 2a), mediante la pérdida de las velocidades absoluta y
fraccional de crecimiento ponderal entre los dias 25 y 35 de vida (Tabla 10), lo que

determina la caida de estos valores respecto a los animales NT (Tablas 17 y 18).
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Este resultado confirma el descenso del potencial de crecimiento muscular,
a consecuencia del déficit caldrico por restriccion dietaria (Keys y col., 1950), que
en los animales sometidos al 12% de proteina se suma a la deficiencia en proteinas
de la dieta. Coward y col. (1977) y Goodman y Ruderman (1980) encuentran en
miusculo gastrocnemio de ratas restringidas de alimento y ayunadas, respectivamente,
disminuciones en el peso en relacién a los controles.

De forma simultdnea la proteina muscular absoluta se pierde (Tabla 11 y
Grafica 2b) a consecuencia de la incapacidad del misculo para ganar mds sustrato,
lo que estd en funcién del nivel nutritivo de cada grupo, puesto que la pérdida es
m4s aguda en los animales sometidos al 12% de proteina. En éstos animales, la
cafda de la proteina muscular se verifica mediante la disminucidn de las velocidades
absoluta y fraccional de crecimiento de la proteina muscular que presentan valores
negativos (Tabla 12 y Gréfica 4b), contribuyendo asi al descenso de los valores del
incremento acumulado de la proteina (Grifica 4a). También Millward y col. (1975)
sefialan en ratas malnutridas, que los valores negativos de la VFPrM inducen la
pérdida de la proteina muscular, lo que hace imposible la rehabilitacidn posterior
del drgano.

Por el contrario los animales Tratados sometidos al 20% de proteina
mantienen estables en el tiempo y con valores positivos todas las variables
mencionadas (Tablas 11 y 12) durante esta primera etapa de la respuesta a la
hormona, lo que les permitird la recuperacién posterior del miisculo por crecimiento
compensatorio, coincidiendo con la evolucién temporal de dichas variables (Graficas
2ayb, 4a yb).

Asi pues, el porcentaje de la proteina dietaria en condiciones de restriccidn
energética, afecta profundamente las tasas de crecimiento y la capacidad de retencidn
nitrogenada del musculo, debido a la diferencia en la utilizacion de las ingestas
proteica y energética por parte de los ratones sometidos a cada nivel dietario. Dicha
utilizacion disminuye hasta hacerse negativa en los animales de nivel proteico mds
bajo, provocando el decrecimiento de la eficacia de depésito de la proteina
muscular, tanto respecto a los animales T' mejor nutridos (Grifica 6a y b), como a
los controles NT de la misma dieta (12%), efecto que se prolonga a lo largo de la

experiencia (comparese graficas 5a y 6a, 5b y 6b).
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La pérdida de la masa muscular es una constante en el déficit calorico y
proteico-caldrico durante el postdestete (Dickerson y McAnulty, 1975; Glore y
Layman, 1983; Hill y col., 1970 y Winick y Noble, 1966}, aunque de acuerdo con
nuestros datos, la caida mds profunda de la proteina muscular se produce en
animales restringidos en energia, cuya ganancia ponderal y proteica llega a hacerse
negativa cuanto mds profundo es el déficit (Lunn y Austin, 1983).

En estos animales restringidos no se protege la masa muscular, lo que
contribuye a la homeostasis, puesto que el musculo esquelético como mayor reserva
proteica del cuerpo, moviliza los aminodcidos musculares (Felig, 1975; Ruderman,
1975) que pueden servir como precursores para gluconeogénesis en higado (Exton
y col., 1970) o rindén (Krebs y col., 1963), como sustratos para su oxidacion en el
miisculo (Goldberg y Odessey, 1972) o en la sintesis de nuevas proteinas,
esenciales durante la adaptacion a la restriccidn. A ello se une la utilizacion de los
dcidos grasos derivados de la lipolisis, que se incrementa (Li y Goldberg, 1976) a
partir de la grasa corporal, mecanismo quizd favorecido en este caso, por la accidn
de la GH (Agis, 1994).

Se comprueba, por lo tanto, que la profunda disminucién de la ingesta de
alimentos provocada por la hormona, impide su efecto anabolico sobre el muscufo
(Boyd y col., 1986; Evock y col., 1988) y desencadena un sindrome de
subnutricién. También en cerdos la administracién exdgena de somatotropa da lugar
a la disminucién de la velocidad de crecimiento muscular, asociada con la caida en
un 22% de la ingesta de alimentos (Boyd y col., 1988), lo que parece depender de
su relacién lineal con dosis crecientes de pGH (Ivy y col., 1986). Este efecto puede
ser el origen de la incapacidad para incrementar la retencidn nitrogenada en cerdos
y ovejas muy jovenes GH-tratadas (Sandles y Peel, 1987), aunque su mecanismo no
se conoce.,

El factor que mds parece influir en ¢l proceso es el momento fisiolégico en
el que se administra la hormona, puesto que los delicados mecanismos de adaptacion
a la alimentacién solida (Isaad y col., 1988) se ven desbordados por el déficit
calérico, agudizdndose el estrés propio del destete (Gilbreath y Trout, 1973). A ello
se une la menor sensibilidad de los tejidos a la GH durante este periodo (Glasscock

y col., 1991), que se agrava por la insensibilidad provocada por la malnutricién
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(Merimeé y col., 1982). También Searle y col. (1992) indican en ratones GH-
transgénicos que el crecimiento es muy rdapido dos semanas antes del destete, lo que
va seguido de un periodo de estasis en las semanas anterior y posterior a este
periodo crucial. Este comportamiento parece relacionado con la reduccién de la
ingesta, asociada a la adaptacién del tracto digestivo a los alimentos sélidos (Speck

y col., 1988), lo que parece coincidir con nuestros datos.

5.2.1.2. Segunda fase de la respuesta

Durante la segunda fase de la respuesta a la hormona (35-50 dias de vida)
los ratones mejor nutridos (20% de proteina) recuperan la funcién de crecimiento
del mdsculo gastrocnemio, con importantes incrementos temporales en el peso y en
la proteina muscular (Tablas 9 y 11), lo que se debe al aumento de la ganancia
acumulada de la proteina (Tabla 12) as{ como de la eficacia de utilizacién de la
ingesta (Grdfica 6a y b).

El mecanismo de rehabilitacidén se inicia con el aumento de la ingesta de
alimentos (autocontrolada), como se ha comprobado previamente (Agis, 1994),
proceso semejante a la hiperfagia producida durante el crecimiento compensatorio,
que sigue a la pérdida de peso corporal por restriccion dietaria (Harris y col., 1986).
Su mecanismo, desconocido, se ha relacionado con la capacidad de regulacidn del
peso corporal a una edad determinada (set-point theory) lo que llevarfa, a través de
la disminucién de los sustratos, al estimulo de la ingesta a nivel hipotaldmico
(Harris, 1990).

Los animales sometidos al 20% de proteina dietaria incrementan su peso
muscular absoluto (Tabla 9), debido al aumento de la ganancia de peso y de las
velocidades absoluta y fraccional de crecimiento ponderal durante este periodo (35-
50 dias de vida) (Tabla 10).

Estos animales invierten la direccion de ia VFCM, que normalmente
desciende con la edad (Bates y Millward, 1981), facilitando el depdsito de sustratos
y alcanzando la rehabilitacién del peso del 6rgano. El mismo incremento porcentual

se registra en la tasa de crecimiento absoluto de la proteina, aunque se mantiene (?)
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o se incrementa (J) la VFPrM (Tabla 12 y Grdfica 4b), dando lugar a una elevada
ganancia proteica muscular, que es superior a la de los ratones NT (Tabla 20,
compérese grificas 3a y 4a). También en ratas rehabilitadas después de una
malnutricién severa (1% proteina), Millward y col. (1975) encuentran rdpidas tasas
fraccionales de crecimiento de la protefna muscular, a los cuatro dias de la
realimentacién con una dieta alta en proteina, aunque sus valores no alcanzan los
del control de su misma edad.

El incremento del depdsito proteico muscular se realiza en proporcion a la
cantidad de proteina y energia ingeridas, lo que significa que los animales 20% T
presentan una buena utilizacion de la ingesta con altas eficacias de depdsito proteico,
alcanzando 0,48 mg proteina depositada/g IP consumida (Gréfica 6a) y 0,0063 mg
proteina depositada/kj de IE consumida (Gréfica 6b).

Sin embargo en los animales alimentados con la dieta del 12% de proteina,
aungue incrementan su peso muscular (Tabila 9), mediante el aumento en un 75% de
la ganancia acumulada de peso y el mantemimiento de las tasas de crecimiento
ponderal (Tabla 10), la proteina muscular permaneée baja durante todo el periodo
estudiado (Tabla 11 y Grafica 2b). Ello depende de la negatividad de las tasas
absoluta y fraccional de crecimiento de la proteina (Tabla 12 y Gréfica 4a y b) que
impiden una ganancia neta, por lo que la concentracién proteica muscular disminuye
tanto respecto a los animales T del 20% (Tabla 11), como respecto a los ratones NT
(Tabla 19). Este resultado se relaciona con la ineficacia de la utilizacién de las
ingestas puesto que estos animales pierden hasta -0,113 mg de proteina muscular/g
de IP y hasta -0,8 pg de proteina muscular/Kj de energia ingerida, lo que determina
la mala utilizacién de los nutrientes y el decrecimiento muscular, en especial por
parte de los animales o (Gréfica 6a y b).

De mismo modo, Campbell y col. (1985b) indican que el depdsito proteico
corporal responde de forma lineal al incremento de la ingesta, hasta llegar al limite
del apetito del animal y que la acrecidn proteica aumenta con el incremento de la
proteina dietaria, tanto en animales controles como en tratados con GH (Campbell
y col., 1991), lo que coincide con nuestros datos.

En consecuencia, la contribucién de la proteina muscular a la proteina de

la carcasa de los animales T de bajo nivel proteico (12%) es negativa, de acuerdo
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con la pendiente de su recta de regresion (Grdfica 8) y en contraste con la de los
animales T del 20% que aportan una media de = 7,5 mg de proteina muscular/g de
proteina de la carcasa, logrando superar no solo a los animales del 12% T sino
también a los grupos del 20% NT (compdrese graficas 7 y 8).

Ello demuestra la gran influencia que el nivel proteico dietario ejerce sobre
la capacidad de rehabilitacién del crecimiento muscular, lo que se relaciona con la
necesidad de una ingesta proteica adicional para llevar a cabo el crecimiento
compensatorio. También el miximo efecto anabdlico de la GH parece depender de
un mvel adecuado de proteina, como sefialan en cerdos Campbell y col. (1990).

A la influencia de la edad y de la dieta se le afade la sexual, puesto que,
aunque el peso muscular y su relacién al peso corporal son idénticos en ambos
sexos, independientemente de la dieta suministrada (Tabla 13), los animales ¢ 12%
T presentan un ligero aumento de su VFCM en relacion al sexo opuesto (Tabla 10).
También Jos animales hembra de ambas dietas tienen velocidades absoluta y
fraccional de la proteina mds altas (Tabla 12), a pesar de lo cual, los animales
macho obtienen mayores depdsitos absolutos y relativos de proteina muscular (Tabla
11). Eilo podria depender de la mayor cantidad de masa muscular de los machos
respecto de las hembras y de su mayor sensibilidad a la modificacién nutritiva
(Morgan y col. 1988a), por lo que pueden presentar velocidades mds bajas de
crecimiento.

De lo expuesto se deduce que la recuperacién del crecimiento muscular por
parte de los animales bien alimentados después de restriccién dietaria, parece
efectuarse a través de un mecanismo de crecimiento compensatorio, favorecido
probablemente por la accion anabdlica de la GH.

El hecho de que un nivel mds bajo de proteina dietaria impida el desarrollo
del depdsito proteico muscular, pero si pueda aumentar el peso del misculo con 1a
edad, sugiere que en este caso, el crecimiento compensador se realiza a través del
aumento del depdsito de grasa, al igual que se produce en el animal total (Agis,
1994) en un mecanismo independiente de la GH. En este sentido, Dulloo y Girardier
(1992) senalan que durante el crecimiento compensador la energia se utiliza

esencialmente hacia el almacenamiento de la grasa.
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3.2.1.3. Estudio alométrico

La relacion alométrica confirma la forma de crecimiento del musculo en
relacion al cuerpo total para cada grupo de animales T, bajo la influencia de los
distintos factores estudiados (Grifica 10a). Los animales ¢ y # 20% T presentan un
crecimiento muscular casi proporcional al del cuerpo total, (£ b=0,90; ¢ b=0,85)
con una contribucidn de proteina muy elevada, segin indica el alto coeficiente
alométrico de la relacidn proteina muscular/peso muscular (Grifica 10b), lo que
facilita la importante aportacién de este sustrato a la proteina de la carcasa (Grifica
8).

Los animales sometidos al 12% de proteina, por su parte, presentan una
relacién alométrica peso muscular/peso corporal muy distinta para ambos sexos
(Grifica 10a). El coeficiente alométrico (b=0,91) del grupo ¢ 12% T indica que el
crecimiento muscular se realiza al mismo tiempo y casi de forma proporcional al del
cuerpo total, aunque en este caso, no existe contribucidon de la proteina al
crecimiento del musculo (b=-0,05), lo que podria relacionarse con un posible
aumento de la grasa muscular, ya que de acuerdo con datos previos, este grupo
utiliza preferentemente la IP hacia el depésito de grasa corporal (Agis, 1994). Ello
justificaria la ganancia de peso muscular obtenida por estos animales.

El problema se agrava ain mds en el caso del grupo ¢ 12% T, cuyo menor
coeficiente alométrico (b=0,60) seiiala que el misculo crece en menor proporcion
que el PCF. La proteina no parece participar en este proceso (Grafica 10b) a
consecuencia de la alteracién en la dindmica de crecimiento muscular, como
demuestra la relacién inversa existente entre las velocidades fraccionales de
crecimiento de peso y de la proteina muscular, registrada en estos animales (Gréfica
12).

Por lo tanto y de acuerdo con los resultados obtenidos en relacién con la
edad, sélo los animales sometidos al 20% de proteina consiguen un crecimiento
adecuado, gracias a la mejora sustancial de la eficacia de depdsito de la proteina
muscular, que contribuye en la segunda fase de la respuesta a la GH, a la
recuperacion del crecimiento del miusculo gastrocnemio. El alto coeficiente

alométrico de la proteina muscular frente al muasculo indica ademds el grado de
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madurez del tejido, ya que la deplecién sufrida parece retrasar notablemente su
maduracion.

Por el contrario, los grupos del 12% de proteina dictaria, con un desarrollo
graso preferente, no superan el crecimiento de la proteina muscular de los animales

del 20% T y por lo tanto no presentan el mismo mecanismo de rehabilitacidn.

5.2.1.4. Efectos de la administracion exogena de la hormona de crecimiento (rhGH).

La comparacidn entre animales NT y T confirma los resultados discutidos
anteriormente dependientes del efecto de la GH. Asi, la pérdida de peso y de
proteina muscular absoluta (Tablas 17 y 19) durante la primera etapa de la
respuesta, es debida a la disminucién de las tasas de crecimiento (Tablas 18 y 20)
y de la eficacia del depdsito proteico, en especial en los grupos del 12% de proteina
(compdrese gréficas 5a y 6a, 5Sb y 6b). Sin embargo, el aumento de la VFPrM y de
la cantidad de proteina relativa de los animales 20% T (Tablas 19 y 20) sugiere, que
la accidon anabdlica de la GH se gjerce ya desde esta primera etapa en los animales
mejor nutridos, al igual que sucede en novillos con rtestriccidén alimentaria y
sometidos a la hormona, los cuales presentan incrementos en el contenido proteico
corporal frente a los controles (Sandles y Peel, 1987).

La hiperfagia desarrollada durante ia segunda fase de la respuesta (35-50 dias
de vida), favorece el aumento de la proteina muscular (Tabla 19) y de su ganancia
acumulada, asi como de la VFPrM que llega a ser un 60% mds alta que en los
animales controles 20% NT (Tabla 20). Este resultado, sélo puede explicarse por la
influencia de la hormona somatotropa, que sobrepasa los mecanismos del crecimiento
compensador propiamente dicho. Este efecto de la GH aumentando los depdsitos de
proteina de la carcasa (Caperna y col., 1990) y del misculo, se ha demostrado en
ratones Snell control y enanos (Bates y col., 1992) y en otras especies (Fabry y col.,
1991) a través de una elevada VFPrM (Beermann y col., 1990; Bates y Pell, 1991),
lo que determina el aumento temporal de la retencién de nitrégeno (MacRae y col.,
1991).
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Asi mismo, el incremento entre un 160% y un 210% de la eficacia del
depdsito proteico muscular, debido a la mejor utilizacién de las ingestas (compdrese
graficas 5a y 6a, Sb y 6b), puede facilitar el aumento de! aporte de la proteina
muscular a la proteina de la carcasa (compdrese graficas 7 y 8) respecto de los
animales NT. Este resultado se corresponde con el alto depdsito proteico corporal
encontrado previamente en estos animales T bien nutridos (Agis, 1994), lo que
confirma la capacidad de la GH para incrementar la masa magra corporal (Bauman
y col., 1982). De acuerdo con ésto, Caperna y col.(1991) senalan que Ila
administracion de rpST a cerdos en crecimiento eleva un 66% la eficiencia de
depésito de la proteina corporal.

El efecto anabdlico de la hormona se manifiesta, de nuevo, por el aumento
del coeficiente alométrico de la proteina muscular respecto al peso muscular (2
b=1,44; & b=1,30) en relacién al de los animales 20% NT (2 b=0,57; & b=0,70)
(compdrese las graficas 9b y 10b). Este resultado es consecuencia del aumento de
la VFPrM respecto de 1la VFCM (comparese grdficas 11 y 12), 1o que ayuda a que
la proporcidn en la que el misculo crece en relacién al cuerpo sea idéntica a la de
los animales control NT (b=0,90) (compdrese graficas 9a y 10a).

Asi pues, el hecho de que en la segunda etapa del estudio, los animales T
sometidos al 20% de protefna se recuperen totalmente del déficit calérico previo y
que lo hagan por mecanismos que sobrepasan a los de los animales control NT,
parece ser debido a la superacidon de los mecanismos del crecimiento compensador
desencadenados por el déficit, mediante la accién anabdlica de la GH.

No obstante, de acuerdo con Rompala y col. (1984), durante el crecimiento
compensador la acrecion de proteina corporal también aumenta, aunque segun
Morgan v col. (1986b) el muisculo gastrocnemio rehabilitado después de
subnutricidn, sélo consigue alcanzar un 80% del valor control, sin recuperar
totaimente la funcién de crecimiento, lo que apoya la idea del efecto adicional de la
GH en este estudio.

Ademds el efecto hormonal parece ser mayor a nivel muscular que a nivel
corporal en el ratén BALB/c (Agis, 1994), lo que confirma la sensibilidad del

mdsculo a la GH como tejido blanco de la accidén hormonal (Isgaard y col., 1989).
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Por el contrario los animales 12% T no pueden recuperar la proteina
muscular (Tabla 19) ni los mecanismos que favorecen su depdsito (Tabla 20), a
consecuencia de la profunda disminucién de la eficacia de acrecion de la proteina
muscular, respecto a la de los animales 12% NT (compdrese graficas 5a y 6a, 5b
y 6b), lo que les impide contribuir al crecimiento de la proteina corporal a nivel de
los animales control (compérese graficas 7 y 8). Sin embargo, el incremento del
peso muscular y de la velocidad fraccional de crecimiento ponderal def musculo,
especialmente en los animales ¢ 12% T respecto a sus controles NT (Tablas 17 y
18), confirma el posible aciimulo de grasa muscular antes mencionado. Ello significa
que la baja disponibilidad de aminodcidos impide a la hormona somatotropa, pese
al incremento temporal de la ingesta, ejercer la misma accién anabdlica que en los
animales sometidos a un mayor nivel de proteina y contrarrestar los efectos
negativos de la primera etapa del estudio.

Esto reafirma la idea, anteriormente expuesta, de que la funcién
somatotropica sobre el anabolismo proteico muscular necesita de un nivel de
proteina adecuado, debido a la alta demanda de sustratos por parte de la hormona
y por lo tanto, el aumento en la capacidad de depdsito proteico muscular GH-
dependiente, estd en funcién del nivel de proteina de la dieta.

También MacRae y col. (1991) sefialan que la disponibilidad de nutrientes
tiene una influencia capital en la respuesta a la GH, puesto que la eficacia de la
acrecion de protefna corporal no aumenta si no hay un aporte de aminodcidos
adecuado. De igual modo, en cerdos GH-tratados la respuesta se alcanza con un
minimo del 16 al 18% de proteina dietaria (Etherton, 1989), mientras que los
efectos son muy pobres con un nivel del 14% (Smith y Kasson, 1991), anuldndose
con muy bajos niveles de proteina en la dieta (Caperna y col. 1991).

No obstante, la inhibicion de 1a accién anabdlica proteica de la GH en los
ratones BALB/c T del 12% de proteina parece depender, no sélo del bajo contenido

proteico de la dieta sino del estado metabdlico provocado por el déficit calérico

previo.
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5.2.2. INFLUENCIA DE LA EDAD, LA DIETA, EL SEXO Y EL
TRATAMIENTO CON rhGH SOBRE EL CRECIMIENTO CELULAR DEL
MUSCULO GASTROCNEMIO.

La estasis del crecimiento del miisculo gastrocnemio provocado por la
deficiencia caldrica, consecutiva a la disminucidn de la ingesta en todos los animales
tratados con rhGH, se refleja a nivel celular por la profunda pérdida de la tasa de
DNA y del nimero de niicleos. Durante la primera etapa de la respuesta (25-35
dias), la caida llega a ser de un 20 a un 40% sobre el valor inicial (25 dias) en los
ratones T sometidos al 20% y al 12% de proteina dietaria respectivamente (Tabla
31).

La pérdida de las unidades de DNA es irreversible dada la imposibilidad de
recuperacion durante la segunda etapa de la respuesta a la hormona, en la que a
pesar de un leve ascenso temporal que llega a ser aproximadamente de un 40% sobre
los valores a dia 30, nunca alcanzan la tasa de los animales controles NT,
permaneciendo un 60% mds baja que en éstos (Tablas 31 y 38).

El efecto se agudiza especialmente en el grupo & 12% T cuyo DNA
disminuye proporcionalmente al incremento acumulado de peso muscular (Gréfica
20).

Estos resultados demuestran el profundo efecto deplecionante del déficit
calorico al inhibir la capacidad de proliferacidn celular del musculo gastrocnemio,
quizd, a través de la disminucion del nimero de células satélite capaces de unirse
a las fibras musculares en este periodo de crecimiento (Mascarello y col., 1992).
También Layman y col. (1981) encuentran, que el nimero de fibras musculares de
los musculos séleo y plantar de rata se reduce por restriccién de un 25% del
alimento, indicando que sélo dietas del 6% de proteina o una restriccion energética
del 50%, pueden causar un cese total de la proliferacion.

Asi mismo, la etapa de crecimiento hiperpldsico en la que se encuentra el
musculo marca profundamente la deplecién del DNA, al inducir la pérdida del
potencial de crecimiento del drgano, puesto que después del destete dicho potencial
parece estar controlado por la tasa de DNA (Layman y col., 198}). Por ello de
acuerdo con Winick y Noble (1966} y Sands y col. (1979), la deficiencia nutritiva
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impuesta durante el periodo de proliferacion celular determina la permanente
reduccion del nimero de células.

La disminucién de la sintesis de DNA parece ser la causa fundamental de
este proceso (Cheek y Hill, 1970), que aparece afectado de modo inicial siempre que
hay una restriccion nutritiva (Howarth, 1972) pudiendo reflejar el estado hormonal
del animal. En este sentido, parece existir una pérdida de la capacidad de replicacion
de la sintesis de DNA muscular (Beach y Kostyo, 1968) por parte de la hormona
de crecimiento, pese a la continuada administracion exdgena de ésta y al aumento
de sus niveles endégenos durante malnutricién (Clemmons y Underwood, 1992)
(Pimstone y col., 1968). Sin embargo, la baja sensibilidad de los tejidos a la GH
durante este periodo de la vida (Glasscock y col., 1990), junto con la disminucién
de la tasa plasmdtica de IGF-1 (Clemmons y col., 1981) por restriccién energética
(Underwood y col., 1986), unido a la disminucién del nimero de sus receptores
musculares {Vandehaar y col., 1991) pueden ser los responsables de este efecto.

Asi mismo, los altos niveles de glucocorticoides que se registran en estas
circunstancias tendrian un efecto aditivo en la supresién del acumulo de DNA
(Goldberg y Goldspink, 1975) (Millward y col., 1983a) (Sillence y Etherton, 1987),
antagonizando la accion de la GH.

No obstante, la pérdida de DNA no sélo se debe a una posible disminucién
de su sintesis sino también a las modificaciones en su degradacion, puesto que
durante el crecimiento del misculo, la elevacién temporal del enzima DNasa dcida
en el tejido (Tabla 33) evoluciona reciprocamente a los cambios en la tasa de DNA
(Tabla 34). Debido a que la actividad enzimdtica es inversamente proporcional al
crecimiento del DNA en los grupos ¢ 12% T y ¢ 20% T (Gréfica 21), la tasa del
4cido nucleico parece depender de ia actividad degradativa del enzima.

Por otra parte, la administracion de thGH parece invertir el efecto de la dieta
sobre [a actividad DNasa acida, puesto que se inhibe la degradacién del DNA con
el incremento de la proteina dietaria, aumentando la actividad enzimdtica en los
grupos sometidos al 12% de proteina y disminuyendo en los alimentados con la dieta

del 20%, lo que denota la influencia de la interacciéon ExDxT (Tablas 34 y 35).
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Por lo tanto, en los ratones 20% T disminuye la degradacién del DNA
muscular respecto a los animales NT, como mecanismo de proteccion frente a la
deficiencia, mientras que por el contrario, en los animales sometidos al 12% de
proteina se pierde mds DNA respecto a los controles (Tabla 38) por el aumento de
la actividad catabdlica de la DNasa dcida (Tabla 41). Este efecto parece ser
consecuencia de la disminucion en la disponibilidad de aminodcidos, ya que sélo en
los ratones del grupo 12% T se produce una correlacién lineal positiva entre la
actividad DNasa dcida y las ingestas proteica y energética, lo que favorece la
modulacién del enzima, mientras que por el contrario los animales 12% NT
presentan una correlacién lineal negativa (Gréfica 26a y b).

El incremento de la actividad de DNasa 4dcida puede ademas relacionarse con
el decrecimiento del mimero de mitosis del misculo, puesto que este enzima parece
tomar parte en la regulacion det ciclo celular (Mayanskaya y col., 1977), a través
de la pérdida de la actividad DNasa.

Por otra parte, la evolucién del tamario celular resulta inversa a la del DNA,
puesto que aumenta entre los 25 y 50 dias de vida tanto en relacién con la proteina
como en relacion al peso muscular, siendo mayor el incremento durante la primera
etapa de la respuesta a la GH (25-30 dfas) en los animales macho (100%) que en las
hembras (10%) independientemente de la dieta ingerida (Tabla 32), lo que se
corresponde con un aumento del 40% sobre el tamano de los animales NT (Tabla
39).

Estos datos sugieren que la proteina muscular se acomoda en un nimero
menor de fibras, por lo que pese al descenso de sus valores absolutos (provocado por
la deficiencia energética), el tamano celular se incrementa, dando lugar a un misculo
con menor numero de unidades de DNA pero con mds cantidad de sustrato.
Tampoco el tamafio de la célula muscular se altera, aunque disminuye su numero,
en ratas restringidas en energia y normales en proteinas (Durand y col., 1967), o
restringidas en proteina y en energia (Cheek y Hill, 1970).

En este sentido, Glore y Layman (1987) sefialan que la restriccion dietaria
causa una pérdida de longitud, drea y especialmente de didmetro de la fibra
muscular, aunque la razén proteina/ DNA no aparece afectada, e indica que la caida
de esta razdn, solo se produce con restricciones de la ingesta de mds del 70% (Glore
y Layman, 1983).
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Por lo tanto, la proteina y los otros constituyentes celulares, al contrario que
el DNA, siguen incrementdndose durante la segunda etapa del estudio (35-30 dias),
originando una hipertrofia muscular que es maxima a dia 50 de vida (Tabla 32), y
que resulta siempre superior a la desarrotiada por los animales controles NT (Tabla
39).

Sin embargo el nivel proteico de la dieta, modifica las caracteristicas de los
sustratos causantes de 1a hipertrofia, puesto que mientras en los animales 20% T se
aumenta un 90% la razén proteina/DNA del musculo, en los animales sometidos
al nivel mas bajo de proteina, o bien se mantiene (¢") 0 disminuye (2) entre los 35
y 50 dias de vida (Tabla 32), lo que corresponde a unas nueve veces menos
proteina celular respecto de los animales controles NT, que los de mayor nivel
proteico (Tabla 39).

Por e} contrario, estos animales 12% T obtienen un mayor incremento de la
razon peso muscular/NN en relacion con los animales NT (Tabla 39) y por tanto su
hipertrofia depende del aumento de otro tipo de componentes celulares.

Ello confirma datos anteriormente discutidos, en el sentido de que durante el
segundo periodo de la respuesta a la hormona, el acimulo de proteina muscular
predomina en los animales alimentados con mayor concentracion de proteina
dietaria, mientras que la grasa y quizd el agua son los sustratos esenciales de la
célula muscular de los animales tratados de menor nivel proteico. De ahi, la alta
correlacion existente entre las razones proteina/DNA (Grafica 23a) y peso
muscular/NN (Grafica 23b) con el incremento de peso muscular en los animales
tratados del 20% y del 12% de proteina dietaria, respectivamente.

Por lo tanto, una mayor concentracion de proteina en la dieta (20%) induce
la hipertrofia muscular por aumento de la acrecidn proteica celular, que se realiza
de forma proporcional al incremento de la proteina muscular absoluta en este mismo
periodo de wvida (35-50 dias) (Grafica 22), gracias a la cual se produce la
recuperacion del peso muscular. Este hecho se verifica como resultado de la
utilizacion preferente de la IE y de la IP hacia la proteina celular del musculo, cuya
eficacia de depdsito aumenta un 500% sobre la de los animales NT (compdirese
graficas 17 y 24).
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Los grupos sometidos a la dieta del 12% de proteina, por el contrario,
presentan una menor capacidad de depdsito proteico, debido a que depositan 6 veces
mds sustratos no proteicos que los animales del 20% de proteina en relacion a los
animales NT (Tabla 39). Elio es debido a la mejor utilizacién de las ingestas en el
depdsito de constituyentes celulares no proteicos respecto de los animales NT
(compérese gréficas 19 y 25), lo que determina su desviacién hacia el depdsito
graso corporal (Agis, 1994).

Este resultado confirma que a partir del dia 35 de vida, el aumento de a
ingesta total de los ratones T se dirige hacia la puesta en marcha de un crecimiento
compensatorio, cuya més fiel expresion se produce a nivel celular, de acuerdo con
Pitts (1986), mediante el incremento del tamano de la célula, logrando superar el
crecimiento muscular de los amimales NT (Bedi y col., 1982), condicién
indispensable para la consideracion de crecimiento compensatorio, que dadas sus
caracteristicas, podemos denominar como "parcial”.

Sin embargo, el crecimiento compensador es muy distinto en los animales
tratados de cada dieta. El incremento de 1a razén peso muscular/NN en los animales
sometidos al 12% de proteina en relacién a los NT confirma nuestra hipétesis, de
que en estos animales se produce el crecimiento compensador gracias al acimulo de
sustratos no proteicos, pero con una minima participacién, si la hay, de la
somatotropa.

Por el contrario, el masivo incremento de la razén proteina/DNA de los
animales tratados del 20% de proteina permite reafirmar el posible efecto de la
hormona provocando la hipertrofia compensadora.

Aun cuando se ha descrito (Cheek, 1968), que la terapia de reemplazamiento
con GH a animales hipofisectomizados restaura el nimero de células del musculo,
por disminucién de la razén proteina/DNA (Cheek y col., 1971), también en
animales intactos se ha descrito el efecto anabdlico de la hormona. Asi, en cerdos
tratados con pGH Fabry y col., (1991) sefialan que el drea del musculo dorsal largo
aumenta, aunque no se afecta el porcentaje de las fibras, 1o que parece demostrar su
influencia en el incremento de ia sarcomera por unidad de fibra. Solomon y col.,
(1990) describen un "sindrome de fibra gigante" en misculo de cerdos en

crecimiento tratados con GH, que podria estar relacionado con el aumento de Ia
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acrecion de la proteina y McCusker y Campion, (1986) en miisculo de ratas con
tumores que segregan GH, Beermann y col., (1987) en corderos y Solomon y
col.,(1987) en cerdos jovenes en crecimiento, sehalan que la administracidn exdgena
de GH permite el aumento tanto de DNA como del tamano celular.

No obstante, también la insulina parece tener un importante papel en la
regulacion de la proteina muscular durante la rehabilitacién después de
malnutricién, puesto que se ha demostrado una correlacion lineal entre la
recuperacion de la sintesis proteica y los niveles de la hormona (Millward y col.,
1983a), aunque su accidn parece antagonizada por otros factores no conocidos.

En este sentido, el incremento de los niveles de GH podria actuar por su
efecto anti-insulina, lo que parece coincidir con la falta de correlacion entre los
niveles de insulina y la sintesis proteica en musculo de cerdos tratados con GH
(Seve y col., 1993).

Sin embargo puesto que se ha probado una falta de respuesta a la GH por
parte de las células miogénicas en proliferacion (Ewton y Florini, 1980), asi como,
de las células satélite en condiciones "in vitro” (Allen y col., 1986), se ha propuesto
la accién mediadora de las somatomedinas a través de su funcion facilitadora de la
proliferacién y la diferenciacion de dichas células (Dodson y col., 1985) a nivel

muscular (Isgaard y col., 1989).

5.2.3. INFLUENCIA DE LA EDAD, LA DIETA, EL SEXO Y EL
TRATAMIENTO CON rhGH SOBRE EL METABOLISMO DEL RNA EN
MUSCULO GASTROCNEMIO.

La pérdida de la tasa de DNA se acompaifia, durante la primera etapa de la
respuesta a la hormona, de la caida irreversible de la concentracion de RNA a
consecuencia del déficit proteico-caldrico. La disminucidn mas brusca se produce
en el dia 30 de vida, para después incrementarse ligeramente a partir del dia 40,
pero sin alcanzar el nivel inicial (Tabla 56) ni el de los animales NT (Tabla 67).

Por lo tanto, a pesar de los mecanismos de hiperfagia (Agis,1994) y de
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hipertrofia desarrollados por los animales T en la segunda etapa de la respuesta a la
hormona, la concentracién de RNA no se recupera. lLa causa fundamenial es la
profunda pérdida de la capacidad de proliferaciéon celular y del potencial de
crecimiento muscular, puesto que la sintesis de DNA es limitante para la formacién
de RNA en el mdsculo en crecimiento (Millward, 1980a). También Magnusson y
col. (1990) sefialan en miisculo de ratas en ayuno, la persistencia del bajo contenido
en RNA.

Es conocida la gran sensibilidad del RNA muscular a cambios agudos en la
dieta, tanto en respuesta al ayuno (Li y Goldberg, 1976) como a bajas ingestas
proteicas (Millward y col., 1975) o energéticas (Durand, 1976; Graystone y Cheek,
1969), aunque la recuperacidén de la tasa de RNA parece efectuarse pronto después
de la rehabilitacion (Millward y col., 1975).

Sepiin Reeds y col. (1985) el control de las modificaciones a largo plazo del
nimero de ribosomas se ejerce, o sobre las tasas relativas de la sintesis del rRNA
y de las proteinas nbosdmicas o sobre su degradacion, ya que la velocidad a la que
el nimero de ribosomas cambia estd en funcién de su "turnover”. En los animales
T el recambio del RNA aparece deprimido por el déficit caldrico, quizd mediante
la disminucién de la sintesis del rRNA, especialmente afectada por los
glucocorticoides (Goodlad y Onyezali, 1981).

También la capacidad degradativa del enzima RNasa dcida regula la
concentracion del dcido nucleico como demuestra la correlacion lineal existente entre
ambos pardmetros (Grafica 31), aunque el efecto enzimadtico aparece condicionado,
a su vez, por el nivel proteico dietario y el sexo (Tabla 62). Asi, los animales T
sometidos al 20% de proteina con un significativo crecimiento temporal del enzima
(Tabla 58) presentan, por contraste, en los Gltimos dias de vida, una actividad
especifica disminuida, tanto en relacion a los amimales 12% T (Tabla 59) como en
relacion a los animales 20% NT (Tabla 70). Esta disminucién no es suficiente para
proteger al RNA, lo que sugiere que el decrecimiento de ia sintesis de RNA es
superior al de su degradacion, en especial en relacién a los animales control NT.
Ello contribuiria a la desagregacién de poliribosomas en monoribosomas y a Ia
disminucién consiguiente de la capacidad de sintesis proteica (RNA/proteina) tipica

de estos estados deficitarios (Wernerman y col., 1985).
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La degradacidn temporal mds baja y mds lenta la presentan los animales o
20% T (Tabla 59 y 65), lo que da lugar a un ligero aumento en la concentracion de
RNA (Tabla 56) respecto de los animales ¢ 20% T, sefialando una mayor proteccion
del dcido nucleico.

Los animales T sometidos al 12% de proteina, por su parte, parecen
mantener mas dificilmente la concentracion temporal de RNA que los animales de
nivel proteico mas alto, puesto que al descenso de la sintesis del 4cido nucleico se
le anade, o el mantenimiento (2) o la elevacion (&) de la capacidad degradativa de
la RNasa 4cida (Tabla 59), lo que no contribuye, en modo alguno, a la proteccidn
del RNA. Por ello el dcido nucleico se pierde en relacion tanto al nivel inicial (Tabla
56), como en relacién al de los animales NT (Tabla 67).

Al igual que en el caso de la actividad DNasa dcida el tratamiento con thGH
invierte el efecto de la concentracion de proteina de la dieta sobre la actividad
RNasa 4cida, disminuyendo la degradacion del RNA en los animales del 20% de
protefna e incrementdndola en los del 12%, en sentido opuesto al comportamiento
de los animales NT (Tabla 70), lo que depende de la influencia de la interaccién
ExDxT (Tabla 73), a pesar de la mayor cantidad enzimdtica relativa a RNA y DNA
de los grupos de mayor nivel proteico (Tabla 59).

El efecto de la concentracion de proteina dietaria es evidente, ya que la
actividad RNasa dcida aumenta a medida que se incrementan las ingestas proteica y
energética del grupo & 12% T, mientras que, por el contrario, disminuye en los
animales sometidos al 20% de protefna (Gréfica 32a y b).

La concentracidn de RNA parece estar regulada, por lo tanto, a través de las
modificaciones de la actividad RNasa é4cida a lo largo del crecimiento de los
animales T, aunque predomina €] efecto deplecionante del déficit caldrico previo.
El periodo de recuperacién no puede mejorar el RNA, quizd por el bloqueo de la
actividad RNA-polimerasa, enzima incrementada por la GH en ratas

hipofisectormzadas (Florini y Breuer, 1966).
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5.2.4. INFLUENCIA DE LA EDAD, LA DIETA, EL SEXO Y EL

TRATAMIENTO CON rhGH SOBRE EL METABOLISMO PROTEICO
DEL MUSCULO GASTROCNEMIO.

La disminucién temporal del RNA afecta de forma singular a su
concentracién, por lo que las razones RNA/g, RNA/proteina y RNA/DNA también
descienden (Tablas 56 y 57).

El decrecimiento de la razén RNA/proteina, que alcanza a dia 50 de vida
un 30% en los animales T sometidos a la dieta del 12% y hasta un 70% en los
alimentados con el 20% en relacidn al valor inicial (Tabla 57), es consecutivo no
solo al déficit proteico-caldrico inducido por la hipofagia, sino también a la pérdida
edad-dependiente de la concentracién de ribosomas y por lo tanto de la capacidad de
sintesis proteica.

También en estados de inanicién o en animales sometidos a dietas sin
proteina (Waterlow y Stephen, 1968), o alimentados con dietas restringidas al 50%
(Arnal y col. 1972), la disminucion de la tasa fraccional de sintesis proteica se ha
asociado tanto con modificaciones en la capacidad de sintesis (RNA/proteina) como
en la actividad de] RNA (Muramatsu y col., 1987a). Igualmente, las bajas tasas de
sfntesis proteica, que se producen en ratones Snell enanos en crecimiento, parecen
depender mds de la pérdida de la actividad ribosémica, que del nimero de
ribosomas (Bates y Holder, 1988).

Por otra parte, el porcentaje de descenso temporal de la actividad especifica
del enzima catepsina D, que es proporcional al nivel proteico de la dieta, alcanza un
40% en los animales sometidos al 20% de proteina, mientras que sélo disminuye
un 20% en los alimentados con el 12% (Tabla 61). Por lo tanto, la pérdida de la
capacidad de sintesis proteica (RNA/proteina) es superior al descenso del
catabolismo, lo que induce un bajo depdsito de la proteina muscular, aunque esta
disminucion estd, posiblemente, mds relacionada con la pérdida de la capacidad de
sintesis proteica que con la degradacidn enzimdtica, como indica la falta de
correlacién lineal entre la actividad catepsina D y el incremento de la proteina

muscular (Grafica 33a), al contrario de la correlacion negativa existente en los
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animales NT (compdrese graficas 29a y 33a). También Arnal y col. (1972) en
musculo de ratas restringidas al 50% de la dieta control, encuentra descensos del
40% en la sintesis proteica, frente a un 25% de pérdida del catabolismo, lo que
determina la caida del "turnover” proteico.

A medida que crecen los animales T presentan, en general, al igual que los
NT, una disminucién de la concentracion de ribosomas por nicleo (RNA/DNA),
que es dependiente del aumento del tamano celular que resulta del crecimiento
compensatorio y de la disminucién de la tasa de RNA (Tablas 57 y 68). Sin
embargo, el incremento temporal en RNA/DNA del grupo ¢ 12% T se asocia a la
profunda aplasia celular, que alcanza pérdidas del 52% en DNA y que condiciona
el incremento de la sintesis de proteina por unidad de DNA en el mdsculo de estos
animales. El nivel proteico de la dieta y la forma de crecimiento del musculo
influyen decisivamente sobre los mecanismos de adaptacion del metabolismo proteico
de los animales T, determinando distintas formas de acrecion de la proteina
muscular.

Asi, la enorme hipertrofia, desarrollada por los animales T sometidos al 20%
de proteina, es 1a causa del importante descenso de la razén RNA/proteina (= 60%)
respecto a los animales del 12% T (Tabla 57). Esta pérdida de la capacidad de
sintesis proteica va acompanada de un incremento del enzima catepsina D y de su
actividad degradativa, indicando un aumento del catabolismo proteico muscular
(Tablas 60 y 61).

Ello contrasta con el aumento de la proteina muscular que es un 150% mayor
que en los animales NT controles, a consecuencia del aumento de la velocidad
fraccional de crecimiento de la protefna muscular (Tablas 19 y 20), la cual a su vez
es independiente de la capacidad de sintesis proteica, como demuestra la falta de
correlacién entre ambos pardmetros (Gréfica 33b). El aumento de la proteina
muscular sélo puede explicarse mediante la existencia de un incremento en la
actividad del RNA, que al elevar su tasa de sintesis por unidad de RNA, puede
aumentar la eficiencia de la sintesis por ribosoma, permitiendo asi la acumulacién

de la proteina muscular,
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Por lo tanto, puede postularse para estos animales T bien alimentados un
acelerado "turnover" proteico, mediante el aumento tanto de la sintesis proteica, a
través de una mayor actividad ribosémica, como del catabolismo proteico pudiendo
favorecer asi la acrecion de la proteina muscular.

Por el contrario, el menor tamafio celular en relacién a la proteina
(proteina/DNA) de los animales T sometidos al nivel proteico mas bajo (12%)
determina un mayor acimulo del RNA por célula, con el consiguiente incremento
de la concentracién de ribosomas y de la capacidad de sintesis proteica
(RNA/proteina) (Tabla 57). Ello, unido al descenso en la actividad degradativa de
la catepsina D (Tabla 61) deberfa conducir, en condiciones normales, a un acimulo
neto de la proteina.

Sin embargo, ambos mecanismos son insuficientes para desarroilar una
sintesis proteica neta, 1o que se relaciona con el menor aporte de aminodcidos
proporcionados por la dieta, que parece impedir la recuperacion de la proteina
muscular, al hacer negativa la velocidad fraccional de proteina y la ganancia de
depdsito proteico (Tablas 11 y 12).

Se confirma, por lo tanto, que la hipertrofia muscular de estos animales
sometidos al 12% de proteina, no se produce por el aumento de la acrecién
proteica, sino a consecuencia del depdsito de otros constituyentes celulares no
proteicos, gracias a los cuales, su peso muscular iguala al del control (Tabla 17), y
que como se viene indicando, parece ser un mecanismo GH-independiente, derivado
exclusivamente del crecimiento compensador.

Asi pues, la regulacion de la masa muscular durante el proceso de
rehabilitacién en respuesta al déficit calérico provocado por la administracion
exdgena de GH, presenta diferentes mecanismos, dependiendo del nivel de proteina
de la dieta, puesto que el aumento de la masa magra requiere una alta concentracién
de proteina para ser efectiva.

El consumo de un mayor nivel de proteina permite a los ratones del grupo
20% T, aumentar el tamafio celular gracias al incremento de la sintesis y del
catabolismo proteicos, a través de un posible aumento de la actividad del RNA. En
este sentido, también se ha demostrado una correlacion lineal entre la actividad del

RNA y las modificaciones de la tasa fraccional de sintesis proteica, durante el
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proceso de rehabilitacion que sigue a una subnutricion (Muramatsu y col., 1987).
Del mismo modo, Magnusson y col. (1990) indican que durante el mecanismo de
recuperacidn la primera respuesta corresponde al aumento de la actividad de RNA,
seguida mds tarde del incremento de la sintesis de RNA y de la conceniracién de
ribosomas.

Sin embargo, el aumento de la proteina muscular por encima del valor
control y la rapidez de su depdsito (15 dias), cuando el periodo normal de
rehabilitacion muscular es de = 45 dias (Pitts, 1986), parece sefialar un efecto
adicional de la somatotropa en el crecimiento compensador de los animales T bien
nutridos, puesto que la GH puede aumentar tanto la sintesis como la degradacion
proteicas en ratas normales (Kostyo y Nutting, 1974), asi como en pacientes
quinirgicos (Ward y col., 1987).

El mecanismo directo, por el que la somatotropa incrementa la sintesis
proteica, parece realizarse a través de un aumento de la actividad de RNA, al igual
que sucede en animales hipofisectomizados (Flaim y col., 1978), en los que la rdpida
accién de la hormona no depende de la formacion de nuevo RNA, sino que resulta
de un aumento de la capacidad de traslacion de los ribosomas (Martin y Young,
1965).

No obstante la posibilidad de una accién endocrina o paracrina del factor
IGF-I no se debe descartar, ya que este factor, ademds de incrementarse en respuesta
a la admimstracién de la hormona (Chung y col. 1985, Elsasser y col., 1987), se
eleva durante la rehabilitacion del crecimiento después de restriccion energética
(Clemmons y col., 1981; Isley y col., 1983). También Seve y col. (1993) sefialan
que el factor IGF-I presenta una buena correlacién con la actividad ribosémica,
durante la aceleracién de la sintesis proteica muscular en animales GH-tratados, lo
que le hace un buen candidato como mediador del crecimiento compensador en los
animales T sometidos al 20% de proteina.

Ademds, aunque los mecanismos para detectar el déficit del tamafio corporal
y para estimular el crecimiento compensador, son desconocidos, se ha demostrado
que la secrecién enddgena de GH se incrementa durante la recuperacion ponderal
después de malnutricién (Sinha y col., 1973; Mosier y Jansons, 1976), aunque no
se ha demostrado su relacién directa con el crecimiento compensatorio {Mosier y
col., 1986).
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Sin embargo sigue en vigor la idea de que la GH juega un importante papel

en los mecanismos de crecimiento por rehabilitacién, por lo que se ha propuesto una
secuencia hipotética de los mecanismos neurolégicos que podrian desembocar en
la liberaciéon de GH y que controlarian el peso corporal adecuado para cada edad.
En esta secuencia, la sefal de déficit en el crecimiento seria captada por receptores
de peso y comparados con el tamafio corporal propio de cada edad, lo que a su vez
estimularia la liberacion del GRF hipotaldmico induciendo la formacidn hipofisaria

de GH (Mosier, 1986), que en tltimo término regularia el crecimiento.
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6. CONCLUSIONES
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1 - El misculo gastrocnemio de ratones BALB/c no tratados y tratados con thGH
entre el destete y la pubertad crece en funcién de la edad, del nivel proteico dietario
y del sexo, aunque Ia administracién de la hormona modifica su dindmica de

crecimiento.

2 - El incremento de la eficacia de depdésito junto con el aumento del "turnover" y
de la velocidad de crecimiento de la proteina, permite a los ratones BALB/c 12%
NT, alcanzar el peso muscular de los animales de mayor nivel proteico, 1o que se
manifiesta por el incremento del tamafio celular. Estas modificaciones implican la

aceleracion del crecimiento muscular, que resulta proporcional al c¢recimiento

sOmAatico.

3 - El misculo gastrocnemio del ratén BALB/c, entre el destete y la pubertad,
presenta una respucsta temporal bifdsica a consecuencia del déficit calérico

provocado por la administracién exdgena de rhGH.

4 - La primera etapa de la respuesta a la thGH (25-35 dias de vida) se caracteriza
por la inhibicidn de la proliferacion celular, la depleccion irreversible de los dcidos
nucleicos y Ia lentificacién del metabolismo proteico, 1o que da lugar a la pérdida

del potencial de crecimiento muscular.

5 - Durante la segunda etapa de la respuesta a la rthGH (35-50 dias de vida) se
produce la rehabilitacién del misculo gastrocnemio por hipertrofia compensadora,
que facilita la recuperacion del peso muscular a nivel control y cuyos componentes

dependen del nivel de proteina dietaria.

6 - La ingesta de dietas marginales en proteina (12 %) induce el acumulo de sustratos
celulares no proteicos, mecanismo tipico del crecimiento compensador producido
durante la rehabilitacidn que sigue a una restriccion dietaria y que parece ser GH-

independiente.
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7 - La hipertrofia compensadora desarrollada por el misculo gastrocnemio de 10s
ratones 20% tratados parece depender del efecto prioritario de la GH. La hormona
actia acelerando el metabolismo, la velocidad de crecimiento y la eficacia de

depdsito de la proteina muscular, lo que da lugar al acimulo celular de este

sustrato.

8 - La accién anabdlica de la somatotropa requiere de un porcentaje de proteina

adecvado para ser efectiva en la recuperaciéon muscular que sigue al cese del

crecimiento por déficit caldrico.

9 - El sexo no presenta una clara influencia sobre el crecimiento muscular durante

la respuesta bifdsica a la administracién exdgena de thGH .
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7. ABREVIATURAS

DNA
DNasa
IACM
IAPrM
IE
IMS
iP

NN
NT
PCF
PM
PrA
PrR
RNA
RNasa

VACM
VAPM
VECM
VFPrM

Acido desoxirribonucleico.
Desoxirribonucleasa acida.

Incremento acumulado de crecimiento de peso muscular.

ncremento acumulado de crecimiento de proteina muscular.

Ingesta energética global.

Indice miosomético.

Ingesta proteica global.

Niimero de ntcleos.

Animales no tratados.

Peso corporal final.

Peso muscular.

Proteina muscular absoluta.

Proteina muscular relativa.

Acido ribonucleico.

Ribonucleasa dcida.

Tratados con rhGH.

Velocidad absoluta de crecimiento de peso muscular.
Velocidad absoluta de crecimiento de protefna muscular.
Velocidad fraccional de crecimiento de peso muscular.

Velocidad fraccional de crecimiento de proteina muscular.
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