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INTRODUCCIÓN.

Desdelos tiemposmásremotos,los sereshumanossehanabastecidode tejidosde

origenanimalparasu alimentacióno parasuindustria.Es conocidoque la importancia

del músculoreside en su elevado valor nutritivo, determinadoen gran partepor su

elevadocontenidoenproteínaquerepresentaun 18-23%de éstey a la altacalidadde la

misma que contiene todos los aminoácidosy en proporcionesmuy similares a las

requeridaspara el mantenimientoy desarrollode los tejidos humanos.Teniendoen

cuentaestapropiedadlas investigacioneshansidoaltamenteselectivasde modoquelos

científicoshanenfocadosusestudiossobreaquellaspropiedadesdeltejido muscularque

influyen sobresuvalor alimentario.Así en animalesterrestreslaspropiedadestexturales

dependenen gran medidadel estadobioquímicode los músculospostmortem,por lo

quemuchosde los estudiossehanenfocadoen comprenderlas causasde la confracción

postmortem.Por el contrario las propiedadestexturalesdel pescadofresco son un

problemade menorimportanciaque en los animalesde sangrecaliente,por lo que en

estesentidosedisponede menor informaciónsobrela relaciónentrela bioquímicadel

pescadoy sutextura.
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En el casode considerarlos tejidos de los animalescongeladosel comportamiento

es el opuesto. Los músculos de animalesterrestresson más establesdurante el

almacenamientoen congelación,sin embargoen el pescadotiene lugar un deterioro

significativo del mismo,por lo quedesdehace7 décadasse hanllevado acaboestudios

enfocadosen comprendery prevenir la pérdidade calidaddel pescadoquesemanifiesta

fundamentalmenteen cambiosde textura asi como una pérdida de las propiedades

funcionalescomo capacidadde emulsión,propiedadde unión a lípidos, capacidadde

hidratacióno retenciónde aguay capacidadde formargeles.Estasalteracioneshansido

ampliamente atribuidas a cambiosexperimentadospor las proteínasmiofibrilares.

Numerososestudiosbioquímicoshan sido enfocadosen clarificar el mecanismoy los

factoresresponsablesde la desnaturalizaciónde las proteínasdurantela congelación.Al

mismotiempo que seincrementabael conocimientode la anatomíamicroscópicade las

fibras muscularesaumentabael interésen correlacionarlas alteracionesen texturadel

músculo y los avances bioquímicos con estudios basados en cambios en la

ultraestructuradel mismo durantesu almacenamientoen congelación,aspectoséstos

queserándesglosadosdetalladamenteen los próximosapartados.

1. ESTRUCTURA DE LAS FIBRAS MUSCULARES ESQUELETICAS.

1.1. ORGANIZACIÓN DE LOS FILAMENTOS EN LAS MIOFIBRILLAS.

La estructuradel músculo fue determinadacomo resultadode una combinación

entreestudiospormicroscopiaóptica,electrónicay difracciónde rayosX.

La microscopia óptica y electrónica permitieron obtener una primera

aproximaciónacercadel aspectomorfológico de las miofibrillas. Estos elementos

contráctiles de 1-2 ¡im de diámetro mostrabanun sistema regular de bandas

transversales atribuidas a la existencia de elementos repetitivos denominados

sarcómerosde 2.3-2.8~tmde longitud. Estasunidadesbásicasaparecíandelimitadaspor

la líneaZ y conteníanunazonamásdensa(bandaA) simétricaconrespectoa la líneaZ

y separadade ésta por zonas de menor densidad(bandas1). El aspectobandeado
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INTRODUCCIÓN.

anteriormentedescritofue atribuido al hechode que las miofibrillas estánconstituidas

porunaseriede largasproteínasfilamentosasparcialmentesuperpuestas.

Los estudiospor microscopiaelectrónicasupusieronuna aportaciónacercade la

disposición de los filamentos en la fibra muscular. Huxley (1957) en secciones

ultrafinasobservóque los filamentosdelgados(50-70A de diámetro)eranvisiblesen la

partedel sarcómerocorrespondientea las bandas1 mientrasambos,filamentosfinos y

gruesos(100-120A de diámetro)sevisualizabanen la bandaA. Cuandoseobtenían

seccionesen las que los filamentossonparalelosal plano de la sección,seobservaba

que cadafilamento gruesoes continuo desdecadaextremo de la bandaA al opuesto

mientrasque los filamentosdelgadosno se extiendenhastael centrode dichabanda,

sino queterminanen un punto alrededorde la zonaH. Los filamentosgruesostienen

unalongitud de característicade 1.55 gm y los filamentosfinos de 0.975 iim medidos

desdeel centrode la líneaZ.

La organizaciónde los filamentosfue mejor comprendidaal examinarsecciones

transversalespor microscopia electrónica. En fibras musculares de vertebrados,

seccionestransversalesanivel de labanda1 muestranunaorganizacióntetragonalde los

filamentos finos. Asimismo una doble disposiciónde los filamentoses observadaa

nivel de las zonaslateralesmásdensasde la bandaA donde los filamentosgruesosse

encuentranorganizadosformando una red hexagonal y los finos se encuentran

localizadosen los puntostrigonalesdel patrón hexagonalformadopor los filamentos

gruesos.

Estudios por difracción de rayos X (Huxley, 1951, 1953a) confirmarondicha

organizaciónque sereflejabaenun patrónde reflexionesque correspondea aquelque

sena esperadopara una ordenación hexagonal de estructurasen forma de varilla

espaciadas400 A. Asimismo se observóque en fibras muscularesen postrigor las

intensidadesde las reflexionesmostrabanquehabíaunacantidadsustancialde material

presenteen o cercade laposicióntrigonalen la red.Esto fue interpretadoentérminosde

la presenciade un segundogrupode filamentossituadoentrela disposiciónhexagonal

delos filamentosqueformanlaorganizaciónprimaria(filamentosgruesos).

3
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Otrosdetallesrelativosa la estructurafueron observados.Los filamentosgruesos

presentabanun mayor diámetroen la bandaH donde se describía la existenciade

puentesque conectabandichos filamentos que en vistas longitudinalesrepresentanla

bandaM de 600-750Á. (Pepe,1967y Knappeisy Carlsen,1968).

Una de las característicasmás interesantesaportadas por la microscopia

electrónica fue mostrar la presenciade proyeccionesque se extienden desde los

filamentosgruesosa los filamentosfinos a lo largo de todasu longitud exceptoen las

bandas1. Estasproyeccionesaparecena intervalos de aproximadamente400 A entre

cadafilamentogruesoy delgado.Puestoque hay 6 filamentosdelgadosalrededorde

cadafilamentogruesodebenexistir 6 proyeccionesemitidaspor cadafilamentogrueso

porcadaintervalode 400 A de sulongitud Huxley (1972).

Los estudiosde difracciónde rayosX mostraronunasreflexionesenel diagrama

de fibra muscularconuna periodicidadaxial de 429 A que demostrabala presenciade

regularidadesa lo largo de la longitud de los filamentosgruesos.Análisis detalladode

talesresultadosporHuxley y Brown (1967)pusieronde manifiesto la existenciade un

reordenamientohelicoidal de las proyeccionessobrelos miofilamentosde miosina con

una vuelta de hélicecada429 A y unarepeticiónde estasproyeccionescada 143 A.

Estos estudiosademásdemostraronla presenciade una superreden relación con las

proyeccionespresentesen la bandaA de fibra muscularestriadade vertebrados.Esto

significa que los filamentos de miosinaen el modelo hexagonalno se organizancon

idénticasorientacionesparadar la celda unidadsimple a, sino que se organizandando

una celdaunidad(superred)con un lado igual a aV3, de modo que los dos filamentos

dentrodecadaceldaunidadesténrotados1/3 430 o 2/3 430.

4
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FIGURA 1. Esquemaquerepresentala seccióntransversalde músculo esqueléticoen
labandaA. Las líneascontinuasmuestranla celda unidadsimple a mientrasque las
líneasdiscontinuasrepresentanlasuperreddescritapor Huxley y Brown (1967). Los
números1/3 y 2/3 representanla posiciónde los filamentosdentrode la superredque
estánrotados1/3 o2/3 uno conrespectoa otros.

1.2. LOCALIZACIÓN DE LAS PROTEÍNAS EN LOS MIOFILAMENTOS.

Las descripciones morfológicas de miofibrillas y filamentos en términos

puramenteestructuralesffieron completadasparalelamentepor estudiosque pretendían

establecerla localizaciónde las moléculasde proteína en la estructurade la fibra

muscular.

Los datos de Hasselbachy Schneider(1951) sugeríanque la mayoría de las

miofibrillas estánconstituidaspor actinay miosina. En fibra muscularesqueléticade

conejo la miosina representael 38% de las proteínastotalespresentesen las fibras

muscularesy el 54%de las proteínasque componenlas miofibrillas libres de proteínas

solubles.La cantidadque representala actinapuedeser un 20-25% de las proteínas

miofibrilarestotales.

Preliminarmentese intentó comprobarque los miofilamentos observadospor

microscopiaelectrónicaestabancompuestospor actina y miosína. Huxley (1953a)

realizóun cálculo de las cantidadesrelativasde material en los dostipos de filamentos.
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Éstassebasanen medidasde filamentosrealizadassobremicrografíaselectrónicas.La

proporciónde material localizado en la red hexagonalconstituidapor los filamentos

gruesoscon respectoa los filamentosfinos es2.7:1. Si seconsideraque los filamentos

gruesosestánconstituidos por miosina y los filamentos finos fundamentalmentepor

actina, estos resultadosestánde acuerdocon la observaciónde que la proporciónen

pesomiosina/actinacomopropusieronHasselbachy Scheneider(1951)es3:1.

Información valiosasobrela localizaciónde estasproteínasfue obtenidapor la

observaciónde la estructurade los sarcómerostras el tratamientode la fibra muscular

conagentesquepermitíanlaextracciónselectivade miosína.

Hansony Huxley (1953)y Hasselbach(1953) llevaron a cabola extracciónde

miosinadesdefibras muscularesen solucionessalinasde alta fuerzaiónica en presencia

de agentesque mantienenactinay miosina disociados.La microscopiade contrastede

fase demostróque en las miofibrillas a las que sehabíaaplicadodicho tratamiento,la

bandaA se disolvíadejandoun restode línea Z y segmentosde materialde densidad

equivalentea los localizadosen la banda1, que es la regióndel sarcómeroocupadapor

los filamentos finos. Las observacionespor microscopiaelectrónicallevadasa cabo

sobreestasmiofibrillas demostrabanque los filamentosgruesoshabíansido disueltos

mientraslos filamentosfinos formabanpartede la estructuraretenidaen el sarcómero.

Esto esunaevidenciade que la miosinaestácontenidaen los filamentosgruesosy que

la actinaqueno resultaextraídaformapartede la estructuraquepermanecíaasociadaal

sarcómero(filamentosfinos).

Un segundogrupode experimentossebasóen medidasrealizadaspormicroscopia

de interferenciaque fueron a su vez contrastadascon estimacionesbioquímicas.La

microscopiainterferencialpermitemedir el retardoque experimentala fasedel haz de

luz cuandoéstepasaa travésde unaparte de la muestra.De talesmedidasesposible

calcular la concentraciónde proteína presenteen las diferentes bandas de una

miofibrilla, incluso despuésde llevar a caboprocesosde extracciónde proteínasen

dichas miofibrillas. Los experimentosde Huxley y Hanson (1957) muestranque el

material de la bandaA por microscopiade interferenciaconcentrael 50-55% de la

6
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proteínatotal de la miofibrilla. Al aplicar procesosque permitíanla extraccióntotal de

miosinade la miofibrilla, el análisisbioquímicode talesextractosmostróqueun 62.5%

de las proteínasmiofibrilares resultabanextraídas,de las que un 51% podían ser

precipitadasbajo condiciones usadaspara precipitar miosina mientras que el 10%

restantepermanecíaen solución,porcentajeque coincidíacon los datosobtenidospor

microscopiainterferencial.

Perryy Corsi (1958)obtuvieronasimismoevidenciasobrela localizaciónde las

proteínasen sus experimentosbasadosen extracciónde miofibrillas en mediosde baja

fuerzaiónica. Estosautoresdisolvíanel material de líneasZ y bandas1 sin afectara la

bandaA. El extractoconteniaactinay tropomiosinapor lo que estasproteínasestaban

asociadasa la estructurade los filamentosen la banda1. Ademásse encontróque la

actividad ATPasa de la preparaciónpermanecíaasociadaa la banda A, lo que

confirmabala localizaciónde la miosinaen dichosfilamentosresistentesala extraccion.

Más evidenciaproporcionóel uso de anticuerpos.Szent-Gyórgyet al. (1964)

observaronque anticuerposcontramiosina se unían en la región de la bandaA. El

anticuerpocontraactinay tropomiosínaeraunidoapartedelsarcómeroocupádopor los

filamentosde labanda1.

Posteriormentefueron obtenidasevidenciasen observacionespor microscopia

electrónica aplicando la técnica de tinción negativa sobre filamentos de fibras

muscularesobtenidostras disrupciónfisicadel tejido en un medio que disociaactinay

miosina (Huxley 1963). Esta técnica permitió obtener información detalladade la

estructurainterna de los filamentos. Dos tipos de filamentosse encontraronque se

correspondíanestrechamentecon los observadosen seccionesde tejido muscular.Los

filamentosmásdelgadosa menudoasociadosa fragmentosde línea Z mostrabandos

cadenasidénticascompuestasporsubunidadesglobularesreordenadashelicoidalmente

con una vuelta cadaaproximadamente360-370Á con un diámetroentre60 y 70 A y

0.5-ígm de longitud. Idéntica estructura se observabaen filamentos de actina

purificados.La microscopiaelectrónicamostróquelos filamentosgruesosde lO0-120Á

de diámetroy 1.5-1.6.¡m de longitud presentanuna organizaciónbipolar de modo que

7
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las cabezasestánlocalizadasen ambosextremosde los filamentosorientadasenuna

direccióny separadasensupartecentralporunazonadesnudaqueseencuentralibre de

cabezas.Miosina purificadabajo condicionesiónicasidóneasse agregaen filamentos

sintéticossemejantesen dimensionesa los filamentospresentesen la bandaA de las

células musculares,mostrandoasimismo las proyeccionesque sin embargoestán

ausentesen lazonacentraldel filamento.

1.3. ESTRUCTURAMOLECULAR DE LA MIOSINA.

Lasmoléculasde miosínafueron observadasen el microscopioelectrónicopor la

técnicade réplica “shadow-casting”(mce, 1961 a,b, 1964, Huxley, 1963). Estastenían

la aparienciade estructurasen forma de varilla de 20 Á de diámetro y 1500 Á de

longitud conunaregiónglobularal final de la moléculade 50 A de diámetroy 100-200

A de longitud. Posteriormenteestaregiónglobularse determinóque estabaconstituida

pordoscabezas(Slaytery Lowey 1967,Lowey et al., 1969).

Importante informaciónsobre la estructurade la miosina se obtuvo a partir de

estudiosbasadosen la roturade la moléculaen subfragmentostras sutratamientocon

enzimasproteolíticos(Lowey et al., 1967, 1969).La digestióntriptica divide la miosina

en los fragmentosconocidoscomo meromiosinapesada(HMM) y meromiosinaligera

(LMM). HMM llevabala actividadATPásicay la capacidadde unirseaactina.LMM se

caracterizabapor su capacidadde agregarsepara formar filamentos en condiciones

iónicasfisiológicas.La morfologíade estos fragmentosfue determinadaasimismopor

microscopiaelectrónica.La tinción negativademostróque LMM tenía el aspectode

estructurasen forma de varilla del mismo diámetroque el dominio en forma de varilla

de la miosina intactay una longitud aproximadade 960 A. HMM aparecíacomo una

estructuraconstituidapor dos elementosglobularesancladosa una cortacola de una

longitud de400-450A (Huxley 1963).Lowey et al.(1969)demostraronque la digestión

de HMM con papaínaliberabala partedel cuello que conectacadacabezaa la cola

rindiendo los subfragmentosS1 correspondientesa los fragmentosde cabezay el

subfragmento~2 queseoriginade laporcióndistaldel cuello.
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La estructuraactualmentereconocidaesque las moléculasde miosinaconstande

doscadenaspesadasde 220 KDa y cuatrocadenasligeras(1 5-22KDa) conuna colade

140 nm de longitudy doscabezasde 130 KDa cadauna. El extremocarboxiterminalde

las cadenaspesadasformaa hélicesque dimerizanparaformarel dominio de colaque

continuaen las dossubunidades~1 constituidasporel fragmentoamino terminaldonde

se localiza el sitio activo de la ATPasa.A cada una de las cabezasse encuentran

asociadasun par de cadenasligerasque difierenen sus estructurasy propiedadesy son

conocidascon una variedad de nombres entre ellos reguladorasy esencialesde

secuenciasemejanteacalmodulinay troponinaC.

Durante los últimos 40 añosse ha empleadogran esfuerzoen comprenderla

estructuray función de la cabezade miosina. Walker et al. (1985) llevaron a cabo

tincionesnegativasintroduciendomodificacionesque permitíanestabilizarla molécula

frente a los efectos adversos introducidos por la tinción negativa. Medidas de

micrografíaselectrónicasdemostrabanquelas cabezasteníanformade perade 190 A de

longitud y 65 A de diámetroen el puntomásancho.Unareconstruccióntridimensional

de seccionesdelgadasa partir de cristalesobtenidosde los subfragmentosS~ revelaron

unosresultadossemejantesa los anteriormentedescritos(Winkelmannet al., 1985).

Micrografíaselectrónicasde Walker y Trinick (1988)mostraronque las cabezas

de miosinaconstande al menostresregionesestructurales.La tinción negativapermitió

observaren el 35% de las cabezasestudiadasdos hendidurasperpendicularesal eje

mayor de la cabezaque determinantres dominios. Un dominio grandede 10 nm de

longitud y 7 nm de anchuraque suponeaproximadamentela mitad de la masade la

cabezay dosdominospequeñosde tamañovariable localizadosa lo largodel eje de la

cabezaen la zonamáscercanaa la uniónde las doscabezas.En el 10% de las cabezas

seobservabaunasimplehendiduraquedeterminala apariciónde dosdominios.Además

las cabezasmostrabanuna pronunciadacurvaturaen el sentidode las agujasdel reloj

desdela unióncabeza-colaa laporcióndistal de las cabezas.

Cristalografíade RayosX ha reveladoinformaciónesencialsobrela estructura

tridimensionaldel subfragmento~1 (Raymentet al., 1993).La cabezade miosinaesun

9
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dominio elongadoasimétricocon dimensionesde 165 x 65x 4Onm dividida en dos

dominios: El dominio catalíticoglobularquecomprendelos 783 primerosresiduosde la

cadenapesaday un dominio de cadenaligera queconsisteen las doscadenasligerasque

seencuentranlocalizadasenlabasede la cabezaalrededorde un dominio de a hélicede

85Á formadopor los 60 últimos residuosde la cadenapesada.Digestiónproteolítica

hidrolizael subfragmento~1 dentrode 3 fragmentosde 25kDa,50 KDa, 20 kDaque se

creeque constituyendominios. Los 80 primerosresiduosdel extremo amino terminal

formanun dominio que es homólogo al dominio SH3 (src homology 3) de función

desconocida.El restodel fragmentode 25 kDa y la porción superiordel fragmentode

50 kDa (residuos81-486) formanun dominio que constituye6 de 7 cadenasde una

estructura13 plegada.El sitio de unión del ATP estáen estedominio y dista 4 nm del

sitio de unión de la actina. La porción superiordel fragmentode 50 KDa proporciona

aproximadamentela mitad del sitio de unión de la actina. El fragmentoinferior de 50

KDa (residuos487-600)forma un dominio bien definido que constituyelaotra mitad

del sitio de unión de la actina. La primera parte del siguiente dominio de 20 KD

(residuos648-689)es una partedel dominio de 25-50 KDa y consisteen una larga

hélice quecorredistalmentedesdeel sitio de unión de la actinaa la 7a cadenaqueforma

partede la estructura13 plegada.Estaesseguidaporun giro de unahélice que contiene

dosgrupostioles reactivos(SH1 701 y 5H2 697).Distal a éstey rígidamenteconectadoa

la a hélice que constituye la cola del subfragmento1 existe un dominio compacto

(residuos711-781)que seha denominadodominio transformador.Esteaparentemente

funcionacomo una cuencaparael dominio a hélice de cola de S1 que lleva las dos

cadenasligerasy que ha sido denominadodominio reguladoro cuello. La función de

este último dominio pareceser la de un brazo que actúa a modo de palancaque

amplifica movimientos rotacionalesexperimentadospor el dominio transformador

durantela hidrólisisdel ATP.

Este modelo pusode manifiestoque la hendiduraentrelos dominios superiore

inferior de 50 kDa se extiendedesdeel sitio de unión del ATP al sitio de unión de la

actina de modo que la aperturay cierre de dicha hendidurapuedeproporcionarun

eslabónqueconecteambossitios estandoprobablementeimplicadoen la generaciónde

lo
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movimientosdel dominio de cabeza.Se piensaque la unión de la actina favorecela

forma cerrada de la hendidura. La estructura atómica del subfragmento 1 ha

proporcionadola basepara intepretarlos estudiosbioquímicosy biofísicos previos

confirmandola existenciade unmecanismode motilidad distinto del propuestohastael

momentoquese basabaen la inclinaciónde la cabezade miosinasobrela superficiedel

filamentode actina.En lahipótesisdelbrazoen formade palanca“swinging leverami”

la cabezaseune ala actinaconunageometríamáso menosestableciday sólo la parte

distal carboxiterminal de la cabezase mueve (Holmes 1997), de modo que el

mecanismopor el que la hidrólisis del ATP y unión de actina conduce a los

movimientosde dicho brazoesel siguiente:Launiónactina-miosinatienelugar porun

movimiento rotacionaldel dominio másbajo de 50 kDa inducido por la hidrólisis del

ATP, que trasdichomovimientopermiteque el brazogire sobreun puntocercanoa la

hélicequecontieneel residuo5H1. El regresode esteestadoalestadorigor constituyelo

queseconocecomogolpede fuerza.

FIGuRA II. Estructuratridimensionaldel subftagmentoS~ dela moléculade miosina
segúnelmodelodeRaymentetal., 1993.
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Los dominiosde cola(LMM) de la miosinamuscularconocidacomo miosinatipo

II oligomerizanen los filamentosgruesosparadar la estructuraanteriormentedescrita,

de modoque las moléculasde miosinaaparecensituadasen paresunaa cada,lado de un

filamentogrueso,y en paressucesivosescalonadosa unadistanciade 143 Á y rotados

uno con respectoa otro parasituar las proyeccionesen unahélice con unavuelta cada

429 Á.

1.4. ESTRUCTURA MOLECULAR DE LA ACTINA.

Análisis llevadosa cabo por Moore et al. (1970) basadosen reconstrucciones

tridimensionalesde la estructurade los filamentosde actinaaportó informaciónsobrela

formade losmonómerosde G-actina.Estosparecíanserelementosglobularescon unas

dimensionesde 55 A x 35 A x 50 A. Asimismo las tincionesnegativasconfirmabanla

morfologíaglobularde dichosmonómeros.

Análisis cristalográficosde rayosX de G-actinarevelaronque dichamoléculaestá

separadaendoslóbulosde tamañoequivalenteporunaprofundahendidura.El conjunto

formado por los lóbulos y la hendiduracomponenun pliegue(dominio) con actividad

ATPásicadondeel ATP y el Mg2~ son unidos por puentesde hidrógenoe iónicos a

cadenaslateralesde aminoácidos.

Desdelos estudiosde difracciónde rayosX de los filamentosde actinaasi como

de los monómeroslos científicoshan establecidoun modeloen que las subunidadesde

actínaconsistenendosmasasglobularesde 3.8 nm separadaspor 3 nm. La orientación

de las subunidadesestal quela distanciade la esferamás internadesdeel ejees de 1.2

nm y el de la esferamásexternaesde 3 nm mientrasque el eje largode la subunidad

estáinclinado200 de laperpendicularal eje(Egelmany DeRosier, 1983).

Unacaracterísticade estosfilamentosde actinaesque sonestructuraspolaresde

maneraque todos los monómerosen ambas cadenasestánorientadosen la misma

dirección, polaridad que revierte en las líneas Z. Los filamentos de actina solos

muestrandetallesinsuficientesen el microscopioelectrónicopara poderdiscernir su

polaridad,pero estapuedeser deducidade los experimentosde “decoración” que se

12
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basanen la capacidadde la miosinaparaunirsea los filamentosde actina.En estetipo

de experimentosfilamentosde actinasecombinancon fraccionesS~ dandofilamentos

decoradosqueal microscopioelectrónicopresentanla característicaaparienciaen punta

de flecha(Huxley, 1963)dondelas flechassiempreapuntanen unadirecciónconstante

a lo largo de cadafilamento de actina. Estaaparienciasurgecomoconsecuenciadel

modo característicode anclajede las subunidadesS1 de miosinaa los filamentosde

actina que debe ser el mismo para cadamonómerode actina. Las subunidadesS~

aparecencomoestructuraselongadasy ligeramentecurvadasque estánancladasa los

monómerosdeactinano sóloinclinadoscon respectoal ejedel filamentode actinaunos

45
0C sino tambiénrotadossobreun ejeperpendicularal eje del filamentoy pasandoa

travésde la subunidadS~ con el mismoángulo.Es lacombinaciónentrela inclinacióny

estarotación lo que producela aparienciaen forma de puntade flecha característica

(Mooreet al,. 1970).

1.5. OTRAS PROTEÍNAS ORGANIZADORAS DEL SARCÓMERO.

Asociadosa los filamentosde actinase encuentrala tropomiosinaque es una

moléculafibrosade 40 nm. Sussubunidadesse unencabezaa colaformandounacadena

continuaa lo largodel filamentode actina.Cadamoléculade tropomiosinatiene7 sitios

de unión a actinay seunea 7 monómerosde actinaen el filamentodelgado.Asociadaa

la tropomiosinaseencuentrala troponina(un complejode tresproteínasTN-T, TN-I y

TN-C) similaresensecuenciaa la calmodulinay las cadenasligerasde miosina.

La a actininaestáformadapor dos subunidadespolipeptídicasde masasimilar

conun pesomolecularde 180.000 daltons.Se encuentraen el disco Z implicadaen el

anclajede los filamentosde actinaa la líneaZ junto con la proteínaCapZ, estaúltima

involucradaprobablementeenprevenirla despolarizaciónde los filamentosdeactinaen

suextremopositivo.

La B actiina esunaproteínadímeraformadapor dos polipéptidosde 27.000 y

34.000daltonsqueselocalizaen el extremolibre de los filamentosdelgadosy puedeser

queparticipeen la regulaciónde la longitud de dichosfilamentos.
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LaproteínaC esunacadenapolipeptidicaúnicade 140.000daltonsque formauna

seriede 7 bandastransversalesde 7 mnde anchuray espaciadasen intervalosde 43 mn

a cada lado de los filamentos gruesos(Bechtel, 1986). Esta proteína constituye

aproximadamenteel 3% de las proteínasdel filamento gruesoy actúa evitando su

destrucciónporlas fuerzastensionaleso porlas modificacionesdelentornoiónico.

Un tercer sistema de filamentos, compuesto por un grupo de proteínas

extremadamentelargas organizalos filamentosgruesosy finos en sus disposiciones

tridimensionalesproporcionandoa la fibra muscular muchas de sus propiedades

elásticas.

La titina conectael final de los filamentosgruesosa la líneaZ, extendiéndosealo

largo del filamentogruesohastaunaregióncercanaa la líneaM (Fúrstet al., 1988),de

estamaneramantienelos filamentosgruesoscentradosdurantela contraccion.

La nebulinaformafilamentoslargosno elásticosqueseextiendendesdecadalado

de la línea Z a lo largo de los filamentos finos, pudiendoactuar como una regla

regulandoel númerode monómerosde actinaquepolimerizandentrode cadafilamento

delgadodurantela formaciónde fibras muscularesmaduras.

ProteínaC

FIGuRA III. Representaciónesquemáticade la localizaciónde las principales
proteínasimplicadasen laorganizacióndel sarcómerodemúsculoesquelético.
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2. CAMBIOS EN LAS PROTEÍNAS POR CONGELACIÓN Y

ALMACENAMIENTO DEL MUSCULO DE PESCADO.

2.1. EFECTO DE LOS CAMBIOS POSTMORTEM SOBRE LA TEXTURA DEL MÚSCULO.

Los cambiosqueocurrendurantela congelacióny almacenamientoposterioresdel

músculo, estáninfluenciadosen cierta medidapor el estadodel mismo antesde tal

procesamiento.En primer lugar la calidad del músculode pescadodependeen gran

medida de los factoresantemortem.Estehechoesatribuibleen partea la variabilidad

genéticade los animalesy en partea que los pecesson muy sensiblesal entornode

modoque la temperaturadel agua,la naturalezade la zonadondehabitan,la cantidadde

ejercicioquerealizan,madurezsexualy la dietaque consumensonfactoresimportantes

e incontrolablesque influyenen la calidadfinal delmúsculo.

Uno de los acontecimientosbioquímicosmás importantesque tienen lugaren el

tejido muscularpostmortemes la reducción del PH debido fundamentalmentea la

glicolisis. Dos factoresson importantesen relación con el PH, uno se refiere a la

magnitud y otro a la velocidada la que ocurre dichareducción. Si este desciendea

valoressuficientementebajosmientrasla temperaturaeselevadaseproduceunanotable

desnaturalizaciónde las proteínascontráctilesy/o sarcoplásmicasinfluyendo en la

capacidadde las primerasparareteneragua,fenómenoquepuedeocurrir en los pecesde

“carneroja” como el atún.Porotro ladoestáel PH final quealcanzael tejido muscular,

valor quetambiéntienegran influenciaenla calidadtextural del músculo,la capacidad

de retenciónde aguapor alteraciónde las proteínasmiofibrilares y resistenciaa la

putrefaccióncomo resultadodel desarrollomicrobiano.En animalesde sangrecaliente

si con anterioridadal sacrificio el animal seve sometido a estreso ejercicio intensoel

contenido en glucógenodesciendesustancialmente,resultandoun PH final elevado,

puesto que no existe sustrato para que la glicolisis se prolongue. Se encuentran

discrepanciasen este aspecto en músculo de pescado en fUnción de la fuente

bibliográfica. Segúnalgunosautoresel estrésy ejercicio al que seencuentransometido

el pezpreviamenteala muertetieneun efectoimportantesobrelos nivelesde glucógeno

almacenadoy el PH postmortemúltimo. En un estudio recienteChiba et al., 1991
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encontraronque sometiendoaestrésdurantevariosminutosel pezprevioa la capturase

producíaundecrecimientode 0.50 unidadesde PH en 3 horasen relaciónaespecímenes

no estresadoscuyo PH disminuyó sólo 0.10 unidadesen el mismo periodo de tiempo.

Estos autores asimismo demostraronque la pérdida de sangre del pez reducía

significativamentela producciónde ácido láctico. Segúnotros autoresel PH final que

alcanzael músculono estárelacionadoconel estréso ejercicio al que seve sometidoel

pescadoantesde sumuerte.

Es conocidoque el lactatoproducidocomo resultadode la glicolisis anaerobia

puedeatravesarla membranacelulary en granparteserarrastradopor la sangredesde

donde llega al hígado y es reutilizado para la síntesis de glucosa. La glucosaes

transportadade nuevo al músculodonde finalmenteseconvierteen glucógeno.En los

pescadosvivos, el lactatoproducidoduranteel ejercicio querealizadurantela pescaes

drenadolentamentedel músculoy se necesitaun largo periodode tiempo paraagotarlo,

así cuandoun pez luchaantesde la muerteseproducemucholactato,la mayorpartedel

cual permaneceen el músculopostmortem.Por el contrarioun pez que apenaslucha

antesde la capturacontienesólo unapequeñacantidadde lactatoen el momentode la

muerte,pero la glicolisis postmortemharáaumentarlos niveles de lactato de modo

equivalenteal aumentoexperimentadopor el pezqueluchó antesde morir. Dadoquela

cantidadde lactatoformadoesgroseramenteproporcionala lacantidadde ATP formado

por vía glicolítica anaeróbicay puestoque todo el ATP del pescadopostrigor es

degradadoparaproducir iones hidrógeno,el efectode estreso luchacon anterioridada

la muerteno afectaal PH final. El PH final de la carneroja de pescadoes5.5 y el del

pescadoblanco es de 6.2 a6.8 y es superioral de los mamíferos,pero dependede la

estacióndel año,debidoprincipalmentea los aspectosrelacionadoscon la nutrición y

los cambios estacionales.Sólo ocasionalmentese observaun PH último bajo en el

músculo de pescadoy esto ocurre en aquellosquehan vueltoaalimentarsedespuésde

un periodo de ayuno pudiéndoseproducir el fenómeno de desconexión“gaping”,

fenómenorelacionadocon la rotura de los elementosconectivosque interconectanlos

miotomos, fenómenoque se exacerbadurante la congelaciónpor la acción de los
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cristales de hielo, que dañan más fácilmente el tejido conectivo más lábil al PH

existente.

Otro fenómenoque afecta a la textura son los aspectosrelacionadoscon la

interacciónde actinay miosinaunavezquesehaagotadoel ATP (rigor mortis).Uno de

estosaspectosserefiere al procesodenominado“resolucióndel rigor” que consisteen

unapérdidade durezadel músculopostrigorcuandoéstesealmacenaatemperaturasde

refrigeración.Estefenómenoha sidoatribuidopor algunosinvestigadoresa cambiosen

las interaccionesactina-miosinaduranteel periodopostrigor(Takahashiet al., 1981),

debido en parte a la acción de proteinasasendógenasque atacan a proteínas

constituyentesde la estructuramuscular, mientras que estos cambiosno han sido

observadospor otros autores(Wolfe y Samejima, 1976).Tambiénseha señaladoque

las cantidadesde tropomiosinay troponinasufrenun descensocon el almacenamiento

postrigor.

El acontecimientomás significativo durante el proceso de ablandamiento

postrigores la desintegracióndel discoZ, atribuidaa la acciónde enzimasproteolíticos

en la fibra muscular,calpainaso factor activadopor el calcio (CAF), que provocala

desintegraciónde los discos Z in vitro y cuyo principal papel en la fisiología del

músculoes el recambiode las proteínasmiofibrilaresen el animal vivo lo que puede

producirsepor degradacióndel disco Z, de la proteínaC y de la desminaque actúa

comoenlaceintermiofibrilar. Muramotoet al. (1989)demostraronque las calpainasde

pecesdigierenespecíficamentela cadenapesadade miosinaparaformar un fragmento

de Pm 150.000 Da. Estos autoresademásobservaronque las calpainasde peceseran

másactivasa bajastemperaturasque las de mamíferosy que el grado de rupturaera

específicoparacadaespeciesiendomásactivacontramiosinasconmásbajaestabilidad

al calor.Así especiesde pecesadaptadasa temperaturasambientalesmásfrías sonmás

susceptiblesa autolisisporcalpainasque los de aguastropicales.Aunque las calpainas

han sido identificadasen muchasespeciesde teleósteosexistenpocos datos sobrela

relación causaefecto entre la actividad de calpainasy medidas instrumentalesde

textura.
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Asimismo se ha demostrado que la presencia de Ca2~ a concentraciones

fisiológicasconduceaun debilitamientopostrigorde los discosZ de la fibra muscular.

Ademásde estefenómenoel Ca2~tambiéncausala liberaciónde unaproteínade las

miofibrillas, probablementeun componentedel disco Z quedebilita la interacciónentre

actina y miosina(Takahashiet al., 1981). Este debilitamiento de la interacción actina-

miosinapuedeparticiparen laresolucióndel rigor mortis y enel aumentode la longitud

del sarcómerodurantela fasepostrigordel músculo.

Otro grupo de proteasaspresentesen el tejido muscularson las catepsinas(B, D,

H y L) localizadas en los lisosomas de la célula muscular o lisosomas de los

componentesdel tejido conectivo o sistema circulatorio. Como consecuenciade la

degradaciónde las membranascelularesen el tejido muscularpostmortemcatepsinas

quese activanal PH final del músculopuedenactuarsobrecomponentesde la célula

muscular. Así la catepsinaII a PH 6 hidroliza preferentementela miosina aunque

también actúasobrela troponina,tropomiosinasy actina (Noda et al., 1981). Tras la

incubaciónde miofibrillas con catepsinaB lo primero en observarsees la desaparición

del disco Z, seguidopor la pérdidade la línea M y un descensode la densidadde la

bandaA. No obstantelas catepsinasD y L se cree que tienenun papelmásimportante

en la degradaciónautolíticadel tejido de peces,especialmentela catepsinaL puestoque

es más activa a PH neutro y se ha demostradoque digiere proteínasmiofibrilares

(actomiosina)ademásde tejido conectivo.

La catepsinaL ha sido implicada en el endurecimientode varias especies

(Yamashita y Komagaya, 1990, Toyohara et al., 1993a, Toyohara et al., 1993 b)

implicaron a la catepsinaL en el endurecimientodel salmónduranteel desove.Estos

autores demostraronque los patrones de electroforesisde miofibrillas purificadas

tratadasconcatepsinaL resultabanidénticosalos de las proteínasextraídasde músculo

de pez durante el desove. Asimismo la actividad autolítica de la catepsina se

correlacionabacon la texturadel músculo cuandoésteera medido instrum&ntalmente.

La capacidadautolíticamedidapor laactividadde la catepsinaL eramásalta en tejido

congelado/descongeladoqueentejido fresco.
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Un fenómenorelacionadocon el acortamientopor el frío es la contracciónpor

descongelacióno rigor de descongelación.Si el músculo se congelaen prerigor con

frecuenciasufre un acortamientoconsiderabledurante la descongelaciónrápida que

puedeacompañaral endurecimientodel músculo(si la contracciónesinferior al 40%) y

unabajacapacidadde reteneragua(si la contracciónsobrepasael 40%).Porestarazón

el músculo debecongelarseuna vez establecidoel rigor mortis. Este fenómenoes

atribuido a que los cristalesde hielo desorganizanel retículo sarcoplásmicoy/o las

mítocondriasen las fibras del músculoprerigordestruyendosucapacidadparamantener

niveles bajos de calcio en el sarcoplasma desencadenandola contracción de

congelación.Sin embargoenel casodel pescadono esun fenómenotancrítico de modo

que no es tan importanteque seresuelvael rigor antesde congelarel músculoya que

siguendesarrollándosereaccionesenzimáticasabajastemperaturasy enperiodoscortos

de conservación el ATP se degrada,de modo que se puede evitar el rigor de

descongelaciónsi los pescadoscongeladosen prerigor se mantienena temperaturas

normalesde congelacióndurantedosmeses.

2.2. FACTORES QUE INFLUYEN EN EL DETERIORO DEL MUSCULO DURANTE SU

ALMACENAMIENTO EN CONGELACIÓN.

Los factores que influyen en la alteración posterior del músculo durante el

almacenamientoen congelacióncomprendenlos intrínsecosrelativos a especiese

individuoscomo se ha citadoanteriormente,los de procesadocomoha sido demostrado

por numerososautores(Shenouda,1980, Mackie, 1993)que observanuna pérdidade

funcionalidadenmúsculopicadosuperiora ladetectadaenmúsculoentero,y porúltimo

factoresrelacionadosconla conservaciónen congelación,entrelos quecabedestacarse:

Modo de congelación.

Se ha consideradoque la congelaciónrápida se traduce en menos cambios

químicos-bioquímicosduranteel almacenamientoen congelaciónposterior,aunquelos

resultadosobtenidosal respectohansido equívocos(Matsumoto,1979). Asimismo ha

sido demostradoque el tipo de congelaciónpuedeinfluir en el deteriorode la calidad.

Lee (1982) observó que la congelaciónen nitrógeno líquido resultaba en menor
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endurecimientoy pérdida de agua que la congelaciónconvencionaldespuésdel

almacenamientodelmúsculoa-200C 2 meses.Algunosestudioshandemostradoque el

almacenamientodel músculo a temperaturasescasamentepor debajo del punto de

congelaciónpodía ser aceptable,sin embargoa tales temperaturasse produce una

degradaciónde la texturay aparienciaasi como pérdidade aguacomo resultadodel

daño celular y aceleraciónde las reaccionesbioquímicas.Estudiosmás recienteshan

demostradoque congelaciónparcial poralmacenamientodel músculoa -30C dondeel

70% del agua está formando hielo puede retardar reaccionesbioquímicas que se

traducenenunosaltosnivelesde calidad.

Otros autoreshan encontradoque en cambio la temperaturade almacenamiento

teníauna mayor influenciaen el deterioroque el grado de congelación(Reid et al.,

1986)de modoque podríaestablecerseun compromisoentreel gradode congelacióny

temperaturautilizando métodosrápidos en caso de que el músculoseaalmacenadoa

unatemperaturamenorde la consideradaideal.

Temperatura y tiempo de almacenamiento.

Un descensoen la temperaturade almacenamientoreducela velocidadde las

reaccionesquecontribuyenalapérdidadecalidaddel músculo.

No obstantehay que teneren cuentaque la temperaturano influye por igual en

todos los procesosde deterioro en músculo de pescado,por ejemplo la pérdida de

cohesión es menos dependientede la temperaturaque el endurecimiento.Índices

químicostienenmásbajaenergíade activaciónde Arrheniusque los indicesfisicos de

deterioroenmúsculode bacalaocongeladoa-12 y -300C 90 días(Le blancet al., 1988).

Porotro ladola estabilidadde las distintasespeciesdifiere durantela conservacióna una

temperaturadeterminadae incluso se debe contemplarvariación intraespecificaen

funciónde otraseriede factoresbiológicos,estadonutricional, madurezsexual,y otros

tecnológicosanteriormentecitados.

Existen discrepanciasen las informacionesacerca de la vida comercial en

depósito, indicándoseque las temperaturasadecuadasde almacenamientopueden
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oscilarentre-18 y -290C. La variabilidadsedebea los distintoscriterios de calidady

métodosde determinaciónutilizados por los investigadores.Teniendo en cuentaun

elevadonúmerode resultadosexperimentalesse ha determinadola relación existente

entrelavida endepósitoy la temperaturade almacenamientoconocidacomodiagrama

TTT (Toleranciatérmicatemporal).Debido a las pérdidasirreversiblesde calidadpor

temperaturasinadecuadaslos diagramasTTT puedenemplearseparaevaluarel efecto

de las temperaturasde almacenamientoen la calidadde los productos,estableciéndose

así modelosde indicadoresde temperaturay de instrumentosque integranel binomio

tiempo-temperaturacon los que puedeobtenerselos datos necesariosparapredecir la

vidacomercialde los productosmarinosencongelación(Sikorski y Kolakowska,1990).

2.3. DESNATURALIZACIÓN-AGREGACIÓN DE LAS PROTEINAS

MIOFIBRILARES DURANTE SU ALMACENAMIENTO EN CONGELACIÓN.

Estudios bioquímicos sobreactomiosina.

La asociaciónentre un deterioro de la textura y cambios en las proteínas

miofibrilares fue establecidotempranamentepor Reay (1933) quien observóque la

extractabilidadde estafraccióneramenoren músculocongelado.La mayorpartede los

estudiosdesdeentoncessehanllevado a cabosobreextractosde actomiosinaque esla

formaenque másfácilmenteseextraenlas proteínasmiofibrilares.

Los trabajosde Dyer (1951)demostraronque la cantidadde actomiosinaextraída

decrecía durante el almacenamientoen congelación, mientras que las, proteínas

sarcoplásmicasno mostrabancambiossignificativos.Estedecrecimientoseatribuyó a

unadesnaturalizaciónacompañadaporunaagregaciónde la actomiosinaen el músculo

postrigor almacenadoen congelación,hecho que fue confirmado por otra serie de

evidencias.Así estudiosde viscosidadde fraccionesde actomiosinamostrabanuna

disminuciónde esteparámetrodurantela congelación(Noguchi y Matsumoto,1970).

Estosresultadossugierenque los filamentosde actomiosinahabíanperdidoalgo de su

morfologíafilamentosaposiblementecomo consecuenciade la agregaciónde dichos

filamentos.
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Los análisis de ultracentrifugaciónde las fraccionessolubles de actomiosina

llevadasa cabopor distintos autoresponíande manifiestola formaciónde agregados

duranteel almacenamientodel músculo en congelación.El pico correspondientea

actomiosína(20S-30S) decrecíaen área, mientras otros picos correspondientesa

fraccionesque semovían más rápido eranmás frecuentesdurantela conservaciónen

congelación(Noguchi y Matsumoto,1970,Oguni et al., 1975).

King (1966)basadoen patronesde ultracentrifugaciónde extractosde músculode

bacalao almacenadoen congelaciónhan propuesto que la desnaturalizaciónde F-

actomiosinaocurrepordoscaminosparalelos.Algunos de los posiblesmecanismosde

desnaturalización-agregaciónaparecenrecogidosen la figura IV.

FIGURA IV. Mecanismohipotético de desnaturalización-agregaciónde la actomiosinade
pescadopor efectode lacongelaciónpropuesto por Matsumoto (1980).
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Otrosdatosqueconfirmabanladesnaturalizaciónde laactomiosinasereferíana la

disminución de la actividad ATPásicadurante su almacenamientoen congelacion.

(Tsuchiyaet al., 1975).

Connelí (1962) propusoque la insolubilizaciónde la actomiosinase debea la

desnaturalizaciónde la miosina más que de la actina. Durante 40 semanasde

almacenamientoa -140C la extractabilidadde la actomiosinay miosina decrecían

paralelamente,mientrasque la de la actinapermanecíaconstante.El decrecimientoen

extractabilidadde la miosinafue bifásicamientrasque la de la actomiosinaseguíauna

curva exponencial. Sin embargo los estudios electroforéticosde los trabajos de

Matsumoto(1979) in vitro con actomiosinade carpaaisladamostrabanque laactinaes

desnaturalizadaprogresivamentecon la miosína.

Estudios bioquímicos sobremiosina y subunidadesde miosina.

Debido a la dificultad en aislarmiosina pura de músculode peceslos estudios

sobreel comportamientode estaproteínaduranteel almacenamientoen congelación

fueron retrasados.La miosina es consideradala más sensible de las proteínas

miofibrilares a la desnaturalización.Su pérdida en extractabilidad durante el

almacenamientoen congelaciónalcanzael 80% de la miosina total de músculode

bacalao.

Connelí(1959) fue el primeroen abordaresteestudio.Se llevaronacabosistemas

modeloen los que solucionesde miosinade bacalaoen 0.6M ClK fueroncongeladasy

almacenadasentre-7 y -700C y las solucionesdescongeladasexaminadasporanálisisde

ultracentrifugacióndemostrandola agregaciónprogresivade monómerosa dímeros,

trímerosy otros polímeros de mayor tamaño. Connelí sugirió que las moléculasde

miosina se agregabanlado a lado sin desplegarseo sufrir cambio alguno en la

conformaciónintramolecular.Esteautor tambiénencontróque la cantidadde miosina

agregadaen preparacionesen las queestaproteínaseextraíadesdebacalaocongeladoy

almacenadoincrementabaenfuncióndeltiempo.
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Buttkus (1970, 1971)encontróresultadossimilaresa los de Connelí en estudios

realizadossobremiosinasde músculode conejoy truchatras analizarlos cambiosen

solubilidad, viscosidad, actividad ATPásica y perfiles de ultracentrifugación

experimentadosporlas moléculasde miosinadurantela congelación.

Hanafusa (1964) encontró que miosina aislada de músculo de conejo y

meromiosínapesadasufrían desnaturalizacióncuando se congelabana temperaturas

entre -100C y -1 960C seguidaspor descongelación,como mostrabanel aumento

observadoen los valoresde viscosidady cambiosen los valoresde absorbanciaa

278m-n(revisadoporMatsumoto1980).

Matsumotoet al. (1977)trasla digestiónde la moléculade miosinacon tripsinay

suposteriorpurificacióny almacenamientoa -200C no detectócambiosen las curvasde

solubilidad para HMM y LMM, sin embargodetectó cambiosen otras propiedades

inherentesacadauno de los fragmentosde lamolécula.Porun lado la actividadATPasa

de HMM desaparecíadespuésde 2 semanasde almacenamientoen congelación.

Además la capacidadde HMM para unirse a la F-actina, como se determinópor

microscopiaelectrónica,seperdiódespuésde esteperiodode tiempo.

La microscopiaelectrónicatambiénpermitió observarque LMM exhibió una

disminuciónen la capacidadde formarparacristalesbienordenados.

Estos resultados indicaban que la desnaturalizaciónpodía afectar a ambos

segmentosde la moléculade miosina HMM y LMM. El decrecimientoen la actividad

ATPásicay la uniónaF-actinade HMM puedeindicar un cambioconformacionalen la

región S~ Por otro lado el decrecimientoen la capacidadde formar paracristalesde

LMM duranteel almacenamientoen congelaciónse explicaporun impedimentode la

estructurahelicoidalnecesariaparael alineamientode un paracristalo porla agregación

desordenadalado a lado de dos o más moléculas de miosina que prevenganlos

alineamientosordenadosde un paracristal.Frentea estahipótesisConnell (1959) no

creeen la existenciade un cambioconformacionalde la moléculade miosinadebidoa

que no detectó cambios de la rotación específica de la miosina durante el
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almacenamientoen congelación. Sin embargo determinados autores creen que

determinadoscambiosconformacionalesque se puedanproducir en la moléculasde

miosinano implicancambiosen dichoparámetro.

Estudios bioquímicossobre actina.

La actina ha sido consideradauna proteína relativamenteestable durante la

congelación.Connelí (1962)no encontróunacantidadsignificativade desnaturalización

deactinaduranteel almacenamientoencongelacióndel músculode bacalaodurante100

semanas,perootrosautoressi encontrarondesnaturalizaciónde actinaen otrasespecies

de peces(Matsumotoet al., 1977).Estos autoresencontraronunadisminuciónde los

valores de solubilidad y viscosidadde solucionesde O y F-actina asi como de la

capacidadde polimerizaciónde la 0-actina,lo cualimplicabaquela conformaciónde la

G-actinasehabíamodificado.

Estudios bioquímicos sobretropomiosina y troponma.

La tropomiosinaes la mas establede las proteínasmiofibrilares. Durante el

almacenamientoencongelaciónselograextraermuchomásde estaproteínadespuésde

queactinay miosinaresultaninextraidas.

Losdatosreferentesala alteraciónde troponinasaisladasdesdemúsculode peces

mostrabanunadisminuciónen sufunciónreguladoraconrespectoal músculofresco.

Estudios por microscopiaelectrónicade transmisión.

La microscopia electrónica fue también utilizada como herramienta que

demostrabala desnaturalizacióny agregación de las proteínas miofibrilares,

complementandolos estudiosbioquímicosrealizadossobrelos extractosproteicos.

Tincionesnegativassobre preparacionesde actomiosinade músculo de carpa

mantenidasalmacenadasen congelaciónmostrabanuna tendenciade los filamentosa

agregarselado a lado y entrecruzarseformando verdaderasredes de filamentos

agregadosenestadiosavanzadosde almacenamientoencongelación(Tsuchiya1975 et

al., Oshini et al., 1978, Oguni et al., 1975).Adicionalmentese observabaacortamiento
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de los filamentos y la formación de gránulos, de modo que en el fondo de las

micrografíassedistinguíanpartículasque pudierancorresponderseconmasasagregadas

de moléculasde miosina.

Experimentossimilarescon filamentosde F-actinaextraídosde músculode carpa

almacenadosen soluciones0.05 M de CíNa durante 4 semanasa -200C mostraban

agregadosde filamentosentrecruzadosqueapenassepodíandelinear(Matsumotoetal.,

1977).

Matsumotoet al., 1977 aprovecharonla propiedadque tienenlas moléculasde

miosina aisladasde formar filamentos en solucionesde baja fuerza iónica. Estos

filamentosvisualizadospormicroscopiaelectrónicapresentanforma de husoo de pesa

de gimnasia en función del método empleadopara su preparación.Despuésdel

almacenamientoen congelación de las soluciones de miosina, los filamentos

reconstituidosno presentabanla formadescritaparafilamentospreparadoscon miosina

intacta.

Jarenbácky Liljemark (1975b) en las tinciones negativas realizadas sobre

extractossolublesen sal obtenidosde músculode bacalaoalmacenadoen congelación

observaronunadisminucióndel númerode filamentosde actomiosinay un incremento

en el númeroy tamañode los agregados.Los cambiosmás importantesreferentesa la

morfologíade los filamentosde actomiosinasereferíanaunadisminuciónde sutamaño

asi como de la cantidadde miosinaasociadaaellos de modo queen periodoslargosde

almacenamientoaparecíancomofilamentosde F-actinano decorados.

Estos autoresademásllevaron a caboun estudiopor MET de los residuosque

resultabaninextraidospor la soluciónsalinaencontrandouna mayor retenciónde los

filamentos gruesos en la banda A de dichos residuos miofibrilares durante el

almacenamientodel músculoencongelación.Estasobservacionesjunto con los cambios

detectadosen la morfologíade los filamentosde actomiosina,fueron relacionadoscon

una progresivaagregaciónde moléculasde miosina dentro de los filamentosgruesos.
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2.4. NATURALEZA QUIMICA DE LA AGREGACIÓN.

La elucidación de la naturalezaquímica de los enlaceses vital a la hora de

clarificar y controlar el mecanismode desnaturalización-agregaciónde las proteínas

durantelacongelación.

Se observannumerosasdiscrepanciasen la literaturaacercade lanaturalezade los

enlacesresp¿nsablesde la agregación.

Connelí (1959) sugirió que los puentesdisulfuro no estabanimplicadosen la

agregaciónintermolecularde la miosina puestoque no detectóun cambiosignificativo

en el númerode gruposulfluidrilo libres. Adicionalmenteesteautoren 1965 consiguió

solubilizar la casi totalidad de las proteínasmiofibrilares de músculo de bacalao

almacenado29 semanasa -140C despuésde su tratamientocon SDS, agenteque está

implicadoen la roturade enlacesde tipo secundario.Connelíatribuyóla agregacióna la

formaciónde enlacesde naturalezano covalente.

Por el contrario,la participaciónde gruposSn en el procesode desnaturalización

de miosinasde truchay conejofue sugeridoporButtkus(1970,1971, 1974).Esteautor

atribuyóa los puentesdisulfuro, enlaceshidrofóbicos,y puentesde hidrógenounpapel

en la agregación.Sin embargosólo una pequeñaproporción de grupos sulfhidrilo

decrecíaduranteel almacenamientoen congelaciónpor lo que los cambiosparecíanser

el resultadode reordenacionesde puentesdisulfuro intramolecularese intermoleculares

atravésde unareacciónde intercambiosulfhidrilo-disulfuro.

Experimentossimilaresa los de Buttkusfueron llevadosa caboporTsuchiyaet al.

(1975) en solucionesde actomiosinao miosína aisladasde carpa y almacenadas

posterionnentea -200C. El tratamientocon diferentesagentessolubilizantespermitió

concluir que la desnaturalizacióne insolubilizaciónde actomiosinay miosinaduranteel

almacenamientoen congelaciónera resultado de la agregacióncausadapor el

incrementoprogresivode enlacesintermolecularesdebidoa la formaciónde puentesde

hidrógeno,puentesjónicos,hidrofóbicosy puentesdisulfuro.
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Matthewset al. (1980)demostraronla formaciónde enlacescovalentesduranteel

almacenamientode músculopicadode bacalaoa -70C y que la miosínaestabaimplicada

en dicha agregación.El paso inicial era la formación de enlacesdisulfuro, seguido

posteriormentepor la formaciónde otros enlacesde naturalezacovalentehastaque la

miosínaresultabatotalmenteagregada.

Lirn y Haard (1984) encontraronque las proteínasmuscularesde Rein/’zardtius

hippoglosso¡desagregadascomo resultadode su almacenamientoen congelacióneran

solublesen un medio que conteníaSDS y ME, demostrandola importancia de los

puentesdisulfuro en el procesode agregación.La implicación de estetipo de enlaces

ademásquedópuestode manifiestoporel hechode que la adiciónde varios agentesque

reducenlos grupos tiol en el músculo picadoantes de la congelaciónprevenía la

agregaciónde las proteínas.El análisis por electroforesisde las proteínasextraídas

permitióestablecerlaparticipaciónde otros enlacesde naturalezacovalentediferentede

los disulfuro.

RecientementeTejadaet al. (1996)y del Mazo (1997)encontrarondiferenciasen

el tipo de enlacesimplicadosen la agregaciónasi como unaevolucióndiferenteen su

formación en función de la especie, integridad del músculo y temperatura de

almacenamientoconsiderada.

3. ALTERACIONES EN LA ULTRAESTRUCTURA DEL MÚSCULO DE

PESCADO ASOCIADAS A LA CONGELACIÓN.

En estudioscon microscopiaóptica Love (1966)examinó la formación de cristales

de hielo y suefectosobreel tejido muscular.

Love y Abel (1966) en estudios con microscopiaelectrónicaestablecieronuna

correlaciónentrela durezay el aumentode cohesiónobservadoentrelas miofibrillas.

Tanaka(1965)concluyóde sus estudiossobreseccionesultrafinas queal cabode

dos meses los miofilamentos de la fibra muscular del abadejo (Theragra

chalcogramma)resultabanfibrosos, refiriéndoseeste término a una disminución de la
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distancia existenteentre ellos asi como de su diámetro. Diferencias interespecificas

fueron también observadasen el comportamientode los miofilamentos duranteel

almacenamientodelmúsculoen congelación.

Bello et al. (1981, 1982) observaronen estudios por microscopia óptica y

electrónicaalteracionesen la organizaciónde los componentesdel tejido variables,en

función del método de congelaciónutilizado. Las micrografiaselectrónicasmostraron

enmúsculode Carassusauratuscuandose utilizaronmétodosde congelaciónrápidos,

agujerosdentro de las miofibrillas como consecuenciadel crecimiento de pequeños

cristalesde hielo que modificabanla ordenaciónde los miofilamentos,por lo que éstos

aparecíanmásseparadosespecialmenteen la bandaA, quecorrespondea los filamentos

gruesos.Existían dificultadespara observarlas unionesentre filamentosde actina y

líneaZ, asi comolas bandasA, 1, H y la líneaM.

Lasmicrografiaselectrónicastras congelacióndel músculolentamentemostraban

la presenciade grandesespacioslibres indicativosde la formaciónde grandescristales

de hielo desdeel sarcoplasmaque incidenen la roturade miofibrillas y unadisminución

de la separaciónentre filamentos.En amboscasosindependientementedel métodode

congelaciónutilizado los órganoscelularesy sarcolemaresultabandañados.

Otros estudios se centraron en la observación de posibles alteraciones

experimentadasporla redhexagonal.Jarenbácky Liljemark (1975a)en susestudiospor

criofractura observaronmodificacionesen la organizaciónde dicha red durante el

almacenamientodel músculoencongelación.Sin embargoestosautoresno encontraron

diferenciasen las proyeccionesde interacciónactina-miosinani en las dimensionesde

los filamentosgruesos.Howgate(1979)recogió en surevisión unahipótesissegúnla

cual las miofibrillas son distorsionadasy comprimidas a lo largo de una línea

aproximadamentenormal al borde del cristal de hielo. La ordenaciónhexagonales

alterada,de modo que el espacioentrefilamentosgruesosesreducidoa lo largo de la

línea de compresión.Aunque la distanciainterfilamentohaya sido reducidaen una

dimensión,esto no significa necesariamenteque el áreade la seccióntransversalde la

miofibrilla disminuyaen proporciónrelativa; el examende algunasmiofibrillas sugiere
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que cuando el espacio interfilamento disminuye en un sentido, el espacioentre

filamentosen la direcciónperpendicularde la red aumenta.Cuandoel tejido muscular

congeladose descongelasegún esta teoría las miofibrillas recuperansu estructura

original y espaciadoentrefilamentos.

Una hipótesis que ha sido postuladateniendo en cuenta el mecanismode

interacciónentrefilamentosde actinay miosinadurantela contracciónmuscularesque

la extracciónde aguainicialmenteporefectode lacongelacióny posteriormentedurante

el almacenamientose traduciríaen una reducción de la distanciaentre filamentos

favoreciendola formación de enlacesentreellos (Jarenbácky Liljemark 1975a). En

relacióncondichahipótesisla interacciónentrefilamentosadyacentes,podríaexplicar

el endurecimientoy los cambiosen la capacidadde absorberaguadel músculodespués

de la descongelación.

Basándoseenestaidease hanllevadoa caboestudiosqueteníanporobjetomedir

las variacionesexperimentadaspor la reden ladistanciainterfilamento.

Liljemark (1969)y Connelí y Howgate(1969)observaronunadisminuciónde la

distanciainterfilamentocuandose estableceel rigor en el músculo,pero no observaron

diferencias en el músculo almacenadoen congelaciónconcluyendoque un mayor

empaquetamientode los filamentosgruesosno esun requisito imprescindiblepara el

endurecimientodel músculo. Dado que el método de preparaciónde muestraspara

microscopiaelectrónicaconvencionalpodía influenciar los resultadosobtenidospor

estos autores, Jarenbácky Liljemark (1975a) llevaron a cabo medicionessimilares

utilizando la criofractura donde las dimensionesdel espécimenque se encuentra

hidratadosonmejorpreservadas.Los valoresde distanciainterfilamentoeransuperiores

a los encontradosen especímenestratadospara su inclusión en resinas. Asimismo

demostraronuna disminuciónsignificativa de la distanciainterfilamentoen músculos

almacenadosen congelacion.

La aplicaciónde otras técnicascomodifracciónde rayosX quepresentalaventaja

de no requerirla preparaciónde muestrastampocomostró diferenciasen la distancia
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interfilamento en músculo durante su almacenamientoen congelación. (Aitken y

Connelí 1977)

Algunos autores opinan que los cambios químicos sólo proporcionan una

explicación parcial de las alteracionesen la ultraestructurade la fibra. Durante el

almacenamientodel músculoencongelaciónseproduceunareducciónsignificativadel

retículo sarcoplásmico.Según un modelo propuestopor Connelí (1968), restos de

retículo sarcoplásmicocuando éste se degradapodrían actuar como un pegamento

contribuyendoala cementaciónde las miofibrillas.

Love (1966)concluyóde un estudioconmicroscopiade maceradosde músculode

bacalaoque el endurecimientodel músculodurantela congelaciónestáasociadocon

unaincrementadaresistenciade la fibra a serdisgregadaen sus componentesfibrilares,

en lo cualpudieranestarimplicadoslos cambiossufridosporel retículosarcoplásmico.

Jarenbácky Liljemark (1975b)observaronen sus estudios morfológicos sobre

residuosinsolubles inextraidoscon sal una incrementadacohesiónentremiofibrillas

después de un prolongado almacenamientodel músculo en congelación. Una

contribución a esto puede ser la degradacióndel retículo sarcoplásmico,como

corroboraronsus estudiospor criofractura(Jarenbácky Liljemark 1975a).La unión de

lasmiofibrillas puedeinfluir enel sentidode reducirla cantidadde proteínaque puede

serextraídaconsolucionessalinas,ya queestapropiedadpuedeestarinfluenciadaporel

gradode subdivisiónde la fibra muscular.
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4. FACTORES QUE CAUSAN LA DESNATURALIZACION DE LAS

PROTEÍNAS DURANTE LA CONGELACIÓN.

4.1. DESHIDRATACION.

La estabilidadde la estructura tridimensional de las moléculas de proteína

dependeen gran partede los puentesde hidrógenoestabilizadospor las moléculasde

agua.La migraciónde las moléculasde aguaparaformar cristalesde hielo durantela

congelaciónsetraduceen unaalteracióndel sistemade puentesde hidrógenoasi como

la exposiciónde regionesde la superficie de las moléculasde proteínaentre las que

podrían tener lugar interaccioneshidrofóbicas-hidrofóbicase hidrofilicas-hidrofilicas

dentro de la misma molécula de proteína causando alteración de la estructura

tridimensional o entre moléculasdc proteína adyacentescausandoagregación.La

deshidrataciónlleva asimismoconsigoun incrementoen 10 vecesde la concentración

de solutos.El efectode la concentraciónde sal sobrela desnaturalizacióny agregación

de proteínassebasaen su acción sobrefuerzassecundarias(iónicas,Van der Waals,

puentesde hidrógeno e hidrofóbicos) que a su vez estabilizan las configuraciones

terciariasy cuaternariasde las proteínas.

4.2. FACTORES RELACIONADOS CON LÍPIDOS.

El efectode los lípidossobrelas proteínasdurantela congelaciónvaría de acuerdo

con el estado de los lípidos.El papelde los lípidos intactos sobrela estabilidadde las

proteínasno esclaro. Hay evidenciasde que su presenciajuegaun papelprotector,en

cambioestudiossobresistemasmodelomostrabanun efectoadversosobrelas proteínas

a través de la formación de complejos lipoproteicos por medio de fuerzas

electroestáticase hidrofóbicasque o bien desnaturalizanlas proteínaso intensificanel

efectodesnaturalizanteejercidoporotrosagentes.

Los ácidos grasosderivadosde la hidrólisis fundamentalmentede fosfolípidos

parecenatacarhidrofóbicao hidrofilicamentesitios apropiadossobrela superficiede las

proteínas,lo que ayudaríaa crear microambientesmás hidrofóbicos responsablesde

agregacionesque explicaríanla disminución en extractabilidadque experimentanlas
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proteínasmiofibrilares en presenciade ácidosgrasos.Por último están los efectos

asociadosa la oxidaciónde lípidos. El mecanismode reacciónentrelípidos oxidadosy

proteínasno ha sido elucidado.Sehapropuestoqueradicaleslibresquesontransferidos

a proteínaspuedaniniciar reaccionesde agregacióncon otros lípidos y proteínas.Por

otro lado secreeque los productosoxidadosde los lípidos se unenagruposfuncionales

de las proteínascomo cisteina y grupos E-amino de la lisina, tirosina metionina

incrementandola hidrofobicidadde las proteínasde los filamentoso incluso entre

filamentosinduciendola formaciónde agregados.

4.3. ÓXIDO DE TRIMETIL AMINA YSUS PRODUCTOS DE DEGRADACIÓN.

Una de las evidenciasmás significativasera la correlaciónexistenteentre la

presenciade formaldehídoy dimetil aminaen determinadasespeciesy la bajacalidad

organolépticay funcionalpresenteenestosmúsculos.

Amanoy Yamada(1965)demostraronqueel formaldehidoy la dimetil aminason

producidasequimolarmenteapartirdelóxido de trimetil amina(TMAO) porun proceso

enzimáticoen el cual está implicado la TMAasa(óxido de trimetil aminademetilasa)

localizadaenvíscerasy en la fracciónmicrosomalde músculo(Parkin, 1981).

El TMAO es un compuestopresenteen especiesmarinas especialmentelas

gadiformesdentrode los teleósteoscuyo principal papelfisiológico estárelacionadocon

el mantenimientodel balancede nitrógeno.

4.4. EFECTO DEL FORMALDEHIDO.

Se haaceptadoque el deterioroen calidady texturadel músculoalmacenadoen

congelaciónen relación con la rotura del TMAO está asociadoa la acción del

formaldehido

Sonnecesariaspequeñascantidadesde estecompuesto(0.5mM por 100 gramos

de músculo)tal y como describióDingle et al., (1977) para inducir las alteraciones

anteriormentedescritas.
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El efectodel formaldehidofue establecidopor observacióndirectade que existía

unacorrelaciónentrelaextractabilidadproteicay lacantidadde formaldehidodetectado

de manerainversa.Así cuantomayor erala concentraciónde formaldehídoproducido

menorcantidadde proteínapodíaser extraídade músculocon solucionessalinas.Un

aspectodestacableesque la cantidadde formaldehidomedido en músculode pescado

no apoyala ideade que DMA y FA son producidosen una estequlometría1:1 desde

TMAO ya que la concentraciónde formaldehídomedidaera siempremenor que la

esperadacomparandola cantidad de DMA producida. La explicación fue dadaen

función de la alta reactividad del fornialdehído con aminoácidoslibres y proteínas.

Existendiscrepanciassobreel momentoen que dichasinteraccionestienenlugar. Una

de las hipótesisesque el formaldehídoseune preferentementea las proteínasen los

primeros estadiosde almacenamientoen congelacióncuando todos los blancos de

accióndel formaldehídoestaríanlibres en las proteínas(Dingle y Hines, 1975 y Castelí

y Smith, 1973). En contra de estahipótesisse encuentranobservacionesde que la

cantidad de formaldehído unido incrementaba con el almacenamientoconforme

aumentabasuproducción(Kelleher et al., 1981, Soteloet al., 1994).Estasdiscrepancias

indican que varios factorespuedenactuar influenciandola interacciónformaldehído-

proteína.Porun lado seconoceque cambiosen las proteínasduranteel almacenamiento

del músculoen congelaciónpuedenafectara la reactividaddel formaldehído.Además

puedeninfluir factoresrelacionadoscon el nivel de producciónde dicho compuesto

puestoque los cambiosen integridadde las membranasduranteel almacenamientoen

congelaciónpuedeninfluir en la liberaciónde formaldehídoy por tanto su accesoa las

proteínasya quela TMAasaseencuentralocalizadaen estructuraslisosómicas.

4.5. MECANISMO DE ACCIÓN DEL FORMALDEHÍDO.

La posible naturalezade la reacción del formaldehído con proteínasse ha

estudiado en sistemasmodelo utilizando espectroscopiade resonanciamagnético

nuclearcon C 13 que permitió identificar tres tipos de productoscomo resultadode la

reacciónentreformaldehidoy proteínas.La reaccióninicial conducea la formaciónde

derivadoshidroximetil (reversibles).Un segundotipo de unión es resistentea ácidos

(unión de tipo metil-lisina, formil-lisina, y puentesmetileno lisina-tirosina).Un tercer
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tipo de uniónesácido lábil en laqueestánimplicadospuentesmetilenoque soncapaces

de crearenlacesintere intramolecularesimplicadosen la polimerizacióny pérdidade

solubilidad proteicacomo demostraronGalembecKet al., 1977. Esta teoría ha sido

discutidapor Connelí (1965,1975)quellegó a la conclusiónde que el formaldehídose

podía unir irreversible o covalentementea proteínas pero que las proteínas

probablementeno se agregabanpor la formación de los enlacescovalentes.Por el

contrario estudiosin vitro llevadosa cabo por esteautor en que el formaldehídose

añadíaa músculode pescadoa temperaturasde congelaciónobservóla presenciade

puentesmetilenoperoconcluyóque esteno esunmecanismoquetengalugarduranteel

almacenamientoencongelacióndel músculo.

Regensteinet al. (1982) concluyeronque el formaldehídoestá implicado en

alteracionesde la conformaciónde las proteínasmediantela formaciónde enlacesde

tipo disulfuro.

Matthewset al. (1980)sugirieronque el formaldehídopodíamediarla formación

de enlacescovalentesqueno podíanserreducidosporel mercaptoetanol,paralo cualse

requeríapreviamentela formaciónde enlacescovalentesdisulfuro.

Ang y Hultin (1989)encontraronquelapresenciade FA causabaagregaciónde un

bajo porcentajede miosina purificada por la formación de enlaces covalentesno

disulfuro como mostrabala presenciade componentesde elevado peso molecular

superiora200KDA en susestudioselectroforéticos.

Otros autores (Rehbein, 1985) observaronque el formaldehído es capaz de

desnaturalizarproteínasmiofibrilares sin la necesidadde formar enlacesde naturaleza

covalente.

Owusu-Ansahy Hultin (1987)dedujeronque la insolubilizaciónde las proteínas

durante el almacenamientoen congelaciónse debía a la formación de enlaces

hidrofóbicosmás que enlacescovalentesy dentro de éstos, la mayoríarespondíana

enlacesde tipo disulfuro.
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Se ha apuntadoel hecho de que el formaldehídopresenteunareactividadmayor

haciaproteínasqueya esténdesnaturalizadascomo sugirió Connelí(1975)al encontrar

quela inextractabilidadproteicatrasla adicióndeformaldehídoerasuperiorenmúsculo

congeladoque en músculo fresco. Experimentosllevadosa cabo por Singh y Wang

(1977) mostraronuna relación entre la interacción de aldehídoscon respectoa la

temperaturade congelación.Estosautoresencontraronque el gradode reacciónentre

miosinay malonaldehídodecrecíacuandola temperaturaera reducidade 450C a 00C,

reacciónque incrementócuandola solución fue congelada,encontrándoseel máximo

nivel a -240C. Parecíaquebajo las condicionesutilizadasenesteestudio,algún cambio

previo en la proteínaes necesarioantesde que el formaldehídoactúe como agente

agregante.De modo similar Ang y Hultin (1989), Soteloy Mackie(1993)establecieron

queel formaldehídoacelerabala desnaturalizaciónde la miosina de bacalaocuandola

proteínaestabaafectadapor la congelación.

Una de las últimas hipótesis que se han postulado es la importancia del

formaldehidocomo un modificador de la conformaciónque eventualmentehace la

proteínamássusceptibleaunaposteriordesnaturalizacióny agregación.

Ang y Hultin (1989) observaroncambiosen hidrofobicidad en solucionesde

miosina sometidasa procesosde congelación/descongelación,fenómenodirectamente

relacionadocon la temperaturay concentraciónde formaldehídoañadido,de modo que

a menortemperaturay concentraciónde formaldehídoañadidoel cambioeramenor.Se

conoceque en estadosintermediosde desnaturalizaciónde proteínasglobularesen las

quela estructurasecundariaeraequivalentea la de laproteínanativa,pero la estructura

terciaría se encontrabaescasamentedefinida, existía una mayor exposición de la

superficiehidrofóbica.Estosautorespropusieronun modeloen el que la interaccióndel

formaldehídocon gruposde las cadenaslateralesde aminoácidossetraducíaen que la

proteínanativa menosestable, fenómenomanifestadoentreotros por el aumentode

hidrofobicidad.Los datosde Ang y Hultin en relaciónal comportamientode la miosina

duranteel almacenamientoen congelaciónen presenciade formaldehidopuedenindicar

la existenciade diferentesestadosde desnaturalizaciónque podríanestarreflejando
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diferenciasen la pérdidade estructuraterciaria. Hastael momentoestateoríaespura

especulaciónquenecesitasercomprobada.

RecientementeSotelo y Mackie (1993) utilizando un sistema modelo con

albúmina,dadala simplicidad de estaproteínacomprobaronalgunosde las hipótesis

anteriormente descritas. Estos autores confieren un papel desnaturalizadoral

formaldehidopara lo cual senecesitaquela proteínaestépreviamenteafectadapor la

congelación,hechosque podríaninfluir en procesosde agregaciónentrelas proteínas.

El modelopropuestosebasaen queel formaldehidoseune adeterminadosaminoácidos

comotriptófanoe histidinay aminascomoasparaginay glutaminaque se encuentranen

la partemásinternade las proteínascuandoestasse encuentranensuestadonativo. Es

probableque durantela congelaciónlas proteínasse desplieguenparcialmentecon lo

que estosaminoácidosquedenexpuestosal formaldehido.Puentesmediadospor el

formaldehídopuedenser formados,impidiendoel plegamientode la proteínacuandola

solución es descongelada.En ausencia de formaldehído, la albúmina tras ser

descongeladapodíavolver aplegarserecuperandosuestadoinicial.
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La conclusión que puede ser extraída de los estudios precedentessobre

alteracionesde músculode pescadodurantesu almacenamientoen congelaciónes la

variabilidadde los resultadosobtenidos.En unaprimeraaproximaciónsedebeteneren

cuenta que en el proceso de desnaturalizaciónproteica del músculo durante la

congelaciónno estáinvolucradaunasolareacciónespecífica.Numerososaspectostanto

intrínsecos como tecnológicosinfluyen en dicho proceso, lo que hace difícil la

generalizaciónde un posiblemecanismode desnaturalizacióny la necesidadde estudiar

cadasupuestode modoespecifico.

Desdeel punto de vistabioquímicolos resultadosapareceninfluenciadosporel

diseño experimental,especie, grado de integridad del músculo y temperaturasde

congelaciónconsideradas.

Desdeel punto de vista estructural,el problemaha sido escasamenteabordado

debido a la dificultad del mismo. Los estudiosrealizadoshasta la fecha no han

permitidocomprenderlanaturalezade los cambiosquetienenlugaren laultraestructura

de la fibramuscularduranteel almacenamientodel mismo encongelación.
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En relacióncon los factoresresponsablesde la agregaciónproteicay el papeldel

formaldehídosehan planteadonumerosashipótesissobreel mecanismode acciónde

esteagentequenecesitansercomprobadasconvenientemente.

En recientesrevisionesbibliográficasse demandala necesidadde conocermás

profundamenteel mecanismode desnaturalizaciónproteicaque permitaincidir en los

aspectostecnológicosrelacionadoscon la prevenciónde dichadesnaturalización,entre

los que cabe destacarla adición de crioprotectoresy la elección de la temperatura

óptima de conservación,asi como aplicacionesbasadasen la refuncionalizaciónde

proteínas.

Teniendoen cuentaestosprecedentesen estetrabajo seha pretendidoabordar

desdeun punto de vista ultraestructuralalgunosde los diversosaspectosrelacionados

con la alteraciónque sufre el material miofibrilar de músculo en algunasespecies

gadiformesdurantesu almacenamientoen congelación.Para dicho propósito se ha

utilizado como herramienta la microscopia electrónica y diferentes técnicas

complementariasque aportan información química y numérica en relación con las

estructurasmicroanatómicas.

En consecuenciacon lo antedicho,nuestrosobjetivos hansido:

• Establecerla evolución de la agregaciónde las proteínasmiofibrilares duranteel

almacenamientoen congelacióndel músculode dos especiespertenecientesal orden

gadiformesincidiendoen dosaspectos:la naturalezaquímicade la agregaciónasi como

las posiblesproteínasy mecanismoporel quedichoprocesotiene lugar.

• Estudiarlas alteracionesqueafectanal materialmiofibrilar en la fibra muscularin situ

durantela congelación,destacandodosaspectos,el relacionadocon la ordenaciónde la

redhexagonaly la naturalezamismade los miofilamentos.

• Estudiarla influencia de la especie,temperaturade almacenamientoy grado de

integridadenlas alteracionesmusculares.
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• Establecerlos cambiosen antigenicidadde la moléculade miosína en músculode

bacalao almacenado a -200C, lo que aportará información sobre la posible

desnaturalizacióno cambio del epitopo reconocidopor el anticuerpotestadoen el

estudioimnunohistoquimico.

• Se valoraráel posiblepapeldel formaldehído,sumecanismoy blancode acciónenel

músculoin situmedianteel usode técnicasautorradiográficas.
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.

MATERIAL.

Esteestudiose llevó a caboendos especies:bacalao(Gadusmorhua)y merluza

(Merluccius merluccius), capturadosen Octubre y Diciembre respectivamente.En

amboscasosseprepararonfiletes a partir de pescadosenterosque se encontrabanen

estadopostrigor.

Los filetes de bacalaofueron suministradospor la estaciónde Investigaciónde

Torry, Aberdeen.Una seriede filetes fueron envasadosal vacío, congeladosa -400C

durante3 horas,enviadosporavión en CO
2 sólido y posteriormentealmacenadosa -

20
0C y -300C. Otra serie de filetes fueron picados y procesadosa continuacióndel

mismomodoque los filetesparaserfinalmentealmacenadosa-200C.

Los filetes de merluzafueron suministradospor IPIMAR, Instituto Portúgesde

InvestigacáoMaritima. Estos fueron empaquetadosal vacio y congeladosa -400C. A

continuaciónfueronalmacenadosa-300Cparasutransportey finalmentealmacenadosa

la temperaturade estudio-200C y -300C.



MATERIAL YMÉTODO&

MÉTODOS.

1. ESTUDIODE EXTRACTOSPROTEICOSY FRACCIONESINSOLUBLES.

1.1. EXTRACCIÓN DE ACTOMIOSINA.

El aislamientode actomiosinanatural fue llevado a cabopor el Instituto del Frío

(C.S.I.C) siguiendoel método descritopor Kawashimaet al. (1973). Cada lOOg de

músculodescongeladoy picadose lavaron con 500 ml de una solución de tampón

fosfato PH 7.5, centrifugándoseposteriormentela suspensióna 5.000g durante 15

minutos.El precipitadose recogió repitiendo el procesode lavadovarias veces.Al

precipitadoresultantesele añadióuna soluciónde ClK O.8M PH 7.5 homogeneizando

la mezclacon un homogeneizadorOmnimixer. Este extractoproteicopermanecióen

reposo2 horasa 00C en hielo y fue posteriormentecentrifugadoa 5.000gdurante20

minutosencentrífugarefrigerada.El sobrenadantesevertiósobre10 volúmenesde agua

muy fría y se dejó en reposo20 minutos hasta que la proteínaprecipitó. Tras ser

centrifugadoalprecipitadoobtenidosele añadióla cantidadnecesariade CíNa3M para

obteneruna solución 0.6 M que se dializó obteniéndoseel extracto de actomiosina

(extractosolubleSi) conunaconcentraciónfinal entre20 y 30 mg/ml.

La fracción insoluble obtenidadespuésde la extracciónde actomiosina(P
1) fue

tratadacon 4 volúmenesde una soluciónde dodecil sulfato sódico(SDS) 2.5%en agua

obteniéndoseunaconcentraciónfinal de SDS de 2% . La mezclasecentrifugóa5000 g

durante15 minutosobteniéndoseun sobrenadante~ El precipitadoP2 no extraídocon

SDS setratócon 4 volúmenesde unasoluciónacuosade SDS2.5% y 9-mercaptoetanol

(ME) 6.25%alcanzándoseunaconcentraciónfinal de SDS2%y ME 5%.La soluciónse

centrifugó obteniéndoseun nuevo sobrenadante(S3) quedando una fracción final

insolubleP3 enel casode que la fracción P2 no resultóextraídatrasel tratamientocon

estosagentes.

La concentraciónde proteínaen las fraccionessolublesen sal fue determinadapor

el métodode Lowry y Kjerldahl y por el métodode Lowry en las fraccionesextraídas
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con SDS y SDS-ME.Los resultadosen cadafracciónfueronexpresadoscomo gramos

de proteínaextraída(AMN) por gramode proteínatotalde músculo.

1.2. ELECTROFORESIS SDS-PAGE.

Las fraccionesproteicassolubilizadascon los distintosagentesCíNa 0.6M, SDS

2% y SDS-ME 5% fueron analizadasporelectroforesisen gelesde poliacrilamida al

12.5 %. Las muestrasfueron tratadas de acuerdoconel métodode Hames(2% SDS,5%

ME y 0.002% de azul bromofenol) calentadas5 minutos a 1000C y posteriormente

centrifugadasa 10.0000 duranteun minuto. Alícuotasde 1 ~.ilque contenían1 mg/ml

se aplicarona los geles. Las bandasde cadenapesadade miosina y actina fueron

analizadasen un analizadorde imagenobteniéndoselos valoresde densidadóptica

integrada(DOI).

1.3. MICROSCOPIA ELECTRÓNICA DE TRANSMISIÓN DE LOS EXTRACTOS SOLUBLES.

El extracto proteico obtenido tras el tratamientocon CíNa (sobrenadanteS~) asi

como las fracciones solubles ~2 y S
3 obtenidas tras el tratamiento de P1 con SDS y P2

con SDS y ME fueron estudiadas por tinción negativa con acetato de uranilo. Las

solucionesde proteínas extraídas fueron diluidas a una concentraciónde 0.15 mg/ml

usando un tampón 0.45M ClK, 0.OSM tris-ClH PH 7.2. Este tampón reduce la

formación de precipitadosentreelacetatode uraniloy el fosfatopresenteen la solución

empleadapara la extraccion.

Una gota de 10 gí de la solución de proteína diluida fue depositadadurante un

minuto sobreuna rejilla cubierta por formvar-carbón a la cual seaplicó previamenteuna

descarga iónica “glow diseharge” con la finalidad de hacer la película de formvar-

carbón hidrofilica, evitando de esta manera la difusión desigual de las proteínas que

tiene lugar cuando éstassedepositansobre soporteshidrofóbicos. El excesode proteína

fue eliminado con un papel de filtro y a continuaciónse añadió lOiil de acetatode

uraniloal 1%. Despuésde 20 segundosel excesode acetatode uranilo fue retiradocon

papel de filtro dejándosesecar la rejilla al aire. Un mínimo de 3 rejillas fueron

preparadasparacadamuestra.
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1.4. MICROSCOPIA ELECTRÓNICA DE LAS FRACCIONES INSOLUBLES.

Microscopia electrónica de barrido.

Fragmentos de los precipitados P1, P2 y P3 fueron fijados en una solución de

glutaraldehídoal 2.5% en tampón fosfato (2 horas,4
0C), postfijadosen tetróxido de

osmioal 1% (1 horay media), lavadosen aguadestiladay deshidratadosgradualmente

en concentracionescrecientesde acetona.A continuaciónse hizo punto critico para

sustituirel aguapor CO
2 Posteriormentesemetalizóla muestrarecubriéndolacon una

capade oro que la hace más conductora.Las micrografias fueron tomadasen un

microscopioJeolJSM 6400.

Microscopia electrónicade transmisión.

Fragmentosde las fraccionesinsolublesP1, P2 y P3 fueronfijadasen unasolución

de glutaraldehídoal 2.5%en tampónfosfato (4 horas,4
0C), postfijadasen tetróxidode

osmio al 1 % (1 hora y media), lavadas en agua destilada, deshidratadasen

concentracionescrecientesde acetonae incluidasen Epon. Seccionesultrafinasfueron

obtenidasen un ultramicrotomoReichert-Jungmodelo E y posteriormenteteñidascon

acetatode uraniloal 2%enaguadestiladay citratode plomo(Reynolds).
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MÚSCULO

FIGURA V. Esquemaque representael protocolo seguido en la obtención y el
procesamientoposteriorde las fraccionessolublese insolubles en CINa y los distintos
agentessolubilizantesparasuestudiopor microscopiaelectrónicadebarridoy transmisión.

Extracciónactomiosina
CINa O.6M

negativa

MET

MET

MEB

MET

MET

Tinción negativa

negativa

MEB

MET MET MEB
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2.ESTUDIO MORFOLÓGICO Y MORFOMÉTRICO.

2.1. MICROSCOPIA ELECTRÓNICA DE TRANSMISIÓN.

Se tomaronfragmentosde músculorectangulares(3x2 mm) entremiotomosuna

vez que éstese habíadescongeladoa temperaturaambiente.En estos fragmentosse

apreciabala disposiciónde las fibras musculareslo que facilita la orientaciónde éstas,

influyendoposteriormenteen la obtenciónde seccionesbien orientadas.Unmínimo de

dos individuos fueron procesadospara cada uno de los tiempos y temperaturasde

almacenamientoobjetode estudioen ambasespecies.Los fragmentosfueronfijados en

glutaraldehídoal 2.5%en tampónfosfato PH 7.2 (4 horas40C), postfijadosen tetróxido

de osmio al 1% en agua destilada(1 hora y media), lavados en agua destilada,

deshidratadosde modo gradualen acetonay finalmenteincluidasen Epon. Secciones

ultrafinas(7Onm)fueronobtenidascon el mismo ultramicrotomoquesehadetalladoen

el apartadoanterior,teñidascon acetatode uranilo al 2% seguidasporcitratode plomo

(Reynolds).

2.2. ESTUDIO MORFOMÉTRICO.

El estudio morfométrico se llevó a cabo utilizando el programaVideoplan

(Kontron Bildanalyse, Alemania). Este programa permite cuantificar parámetros

geométricos de imágenesasi como evaluar los datos medidos de acuerdoa las

necesidadesdelusuario.En nuestrosestudiosseutilizaronmicrografíastomadasapartir

de seccionestransversalesde músculo bien orientadas.En ellas se midieron 500

hexágonosen un total de 30 miofibrillas paracadauno de los estadiosobjetode estudio

obteniendoel valormedio de excentricidad.Se establecieroncomparacionesestadísticas

de las medidasde excentricidadentrecadadosgrupos(tiempo de almacenamiento)para

cadaunade las temperaturasde conservaciónaplicandoun análisisde la varianza(test

de Scheffe).
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3. INMUNOHISTOQUIMICA.

3.1.PREPARACIÓN DE MUESTRAS PARA MICROSCOPIA ELECTRÓNICA.

La inclusión se realizó utilizando como resmaLowicryl K4M. Piezascúbicas de

aproximadamente 1 mm de arista fueron tomadasde músculode bacalao almacenadoa -

20
0C, asi como de músculo control (congelado sin almacenar)que habían sido

previamentedescongeladosa temperaturaambiente.Los fragmentosde músculofueron

fijados enunasoluciónde paraformaldehido4%y glutaraldehído0.1%enPBS PH 7.2

(2 horas , 40C). Dos ejemplaresfueron procesadosparacadauno de los tiempos de

almacenamientoen congelación.Músculo de ratón (Balb C ) fue asimismoprocesado

siguiendoel mismo protocolopara serutilizado como control positivo. Despuésdel

lavado de las muestras en PBS se procedió a su deshidratación que se llevó a cabo a

bajas temperaturas,utilizando el método de sustitución progresiva a temperatura

descendente(PLT). Esteprocedimientoimplica la reduccióngradualde la temperatura

mientrasla concentracióndel agentedeshidratanteincrementa.En esteestudiose llevó a

cabola deshidrataciónen etanolen el interior de congeladorestal y como se detallaa

continuación:Etanol 30% (00C 30 minutos)—> Etanol 50% (-200C 1 hora) —* Etanol

70% (-350C 1 hora) —> Etanol 95% (-350C 1 hora) —* Etanol 100%(-350C 1 hora) —>

Etanol 100%(-350C 1 hora).

A continuaciónsellevó a cabola infiltración a -200Cenmezclasde resmaetanol:

1:1 (1 hora)—>2:1(1 hora)—> resmapura(1 hora)—>resmapura(todala noche).

Lapolimerizaciónde la resmasellevó a caboen unacámaracon unafrentede luz

ultravioletarefrigeradaa -200C. Las muestrasfueron situadasen cápsulasde plástico

que se llenaronhastael borde para minimizar la cantidadde aire existentesobrela

resmay permanecieronen la cámara48 horasbajo luz ultravioletaa -200C terminando

la polimerizacióncon luzultravioletaatemperaturaambientedurante48 horasmás.

Seccionesultrafinas fueron depositadasen rejillas de níquel cubiertascon una

películade Formvarpara posteriormentellevar a caboun estudioinmunohistoquimico

utilizandola técnicadeloro coloidal.
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3.2. PROCEDIMIENTO INMUNOHISTOQUIMICO.

En primer lugar se llevó a cabo el bloqueo de las uniones inespecíficas.Las

rejillas fueron transferidasa gotas que conteníanuna solución de suero normal de

ternera(NCS) 1% y glicina 0.02M (que bloquealos gruposaldehidoslibres) en PBS

durante10 minutos.El suerofue previamentedescomplementadocalentándoloa 500C

30 minutos. A continuaciónse incubaronlas rejillas con un anticuerpomonoclonal

contracadenapesadade miosina de músculoesquelético(IgGl) desarrolladoen ratón

(Sigma)® diluido en la soluciónde NCS y glicina (1:100) durante3 horas. En cada

rnmunodetecciónse incluyeron como control positivo músculo de ratón y como

negativoseccionesde músculoen las que se omitió el primer anticuerpo.Despuésde

sucesivoslavadosen PBS las rejillas fueron transferidasa una soluciónque contenía

una IgG de conejoantiratón(Sigma)® diluida en la soluciónde NCS-glicina (1:50)

durante1 hora. El fundamentode utilizar estepasointermedioantesde la aplicaciónde

la proteínaA estribaen que estaproteínareaccionamuy bien con IgsG de conejo,

mientrasque en el caso del ratón sólo lo hace con IgsG específicas(IgG 2A o 2B).

Despuésde varios lavados en PBS las rejillas fueron transferidasa una solución de

ProteínaA (Sigma)diluidaen la soluciónde NCS-glicina (1:1000)duranteunahora. La

proteínaA llevaba asociadapartículasde oro coloidal de 10 nm. Despuésde varios

lavadosen PBS los cortes fueron lavados en aguabidestiladaque elimina todos los

ionesfosfatoantesde la reaccióncon el acetatode uranilo,evitandoasi la formaciónde

precipitados.Los cortesfueron finalmente contrastadosen acetatode uranilo 2% (30

minutos),lavadosy dejadossecaral aire.Todo el procesose llevó acaboatemperatura

ambienteenel interior de unacámarahúmedatransfiriendolas rejillas a gotasde 10 ~tl

que conteníanla solucióncorrespondiente.En todaslas incubacionesseincluyeronun

mínimo dedosrejillas pertenecientesacadauno de los estadiosobjetode estudio.

3.3. ANÁLISIS CUANTITATIVO.

El estudiocuantitativose llevó a cabo sobremicrografíascon un aumentofinal

entre30.000y 50.000en las quefueron analizadosun mínimo de 100 sarcómerospara

cadagrupoobjeto de estudio.En cadasarcómeroseevaluóla densidadde marcajeen la

so



MATERIAL YMÉTODOS2

banda A expresadocomo n0 de partículas de orojim . En el contaje de partículas se

tuvieronen cuentalos clusters. Debido a que el procedimientode marcajese llevó a

caboendospasos,la IgG quereaccionacontrala cadenapesadade miosinapuedeunir

másde unaIgO utilizadacomopuenteacadaunade la cualseune unapanículade oro.

Por estemotivo se definió el cluster como una agrupación de partículas de oro cuya

distanciaentresí fuera inferior a 2Onm. Los clustersfueron contabilizadoscomo una

únicapanículade oro coloidal para de estamaneradar un valor real del númerode

antígenosreconocidospor el anticuerpo.Los cálculos de áreasasí como el contajede

partículas se realizó utilizando el programa Videoplan (Kontron-Bildanalyse,

Alemania). Diferencias significativas en la densidadde marcajeentre los distintos

tiempos de almacenamientoen congelaciónfueron determinadospor análisis de la

varianza(ANOVA, testde Scheffe).

4. MÉTODO AUTORRADIOGRAFICO.

4.1. ADMINISTRACIÓN DEL COMPUESTO RADIACTIVO.

El músculo de bacalao fue inyectado con formaldehido marcado con C’4 (0.0125

ml de formadehido21 M con una actividad 457 Kbq). Posteriormentese mantuvo

almacenadodurante 5 meses a -100C con la finalidad de permitir la difusión del

compuestoradiactivo. El músculo fue sometido a un procesode extracciónpara la

obtenciónde una fracción insoluble como se detallaa continuaciónsobrela que se

realizóelestudioautorradiográfico.

Aproximadamente10 gramosde muestratomadosen el punto de inyeccióny el

tejido circundantefueron homogeneizadosen 5 volúmenesde tampónfosfato 50 mM

PH 7.5 usandoun homogeneizadorOmnimix. El residuo fue centrifugadoa 10x103g

durante10 minutosa 1 00C y de nuevoreextraidoen 5 volúmenesdel mismo buffer. A

continuación el residuo fue extraído en 3 volúmenesde ClK 0.8M seguido por 2

volúmenesde ClK 0.8 M. Finalmenteel residuofue tratado con 5 volúmenesde SDS

2% en Tris 5OmM PH 8 a 950C durante15 minutos.Despuésde la extraccióncon SDS

las muestrasfueroncentrifugadasquedandoun residuoinsoluble. Se tomaronalícuotas

de tal residuo para determinar el contenido de C’4 tras su digestión en álcali
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detectándoseuna actividad de 0.905 Kbq/g. Este residuo insoluble fue preparadoy

cedidoporel grupode Torry ResearchStation(Aberdeen).

4.2.PREPARACION DE MUESTRAS.

Se tomaron piezascúbicas de aproximadamente2 mm de arista del residuo

insoluble que posteriormentefueron fijadas en glutaraldehidoal 2.5% en tampón

fosfato, postfijadasen tetróxido de osmio al 1%, deshidratadasen concentraciones

crecientesde acetonay finalmenteincluidasen Epon.

4.3. AUTORRADIOGRAFÍA A MICROSCOPIA ÓPTICA.

Se depositaronseccionessemifinasde 1 ~tma 2.5 cms del extremo de portas

desengrasadosen una solución alcohol-ClH 1%. Las seccionessemifinas fueron

cubiertascon unaemulsiónIlford K5 diluidaen aguadestiladaintroduciendolos portas

verticalmenteen un frascode Coplin que conteníadichaemulsión. Posteriormentelos

portassedejaronsecarunanochea temperaturaambienteen oscuridadcon un gradode

inclinación de 800 antesde guardarseen cajasde Clay-Adamsde plásticoespecíficas

paraestatécnica.Dentro de las cajasse introdujo pentóxidode fósforo que por sugran

capacidadhigroscópicapermitereducir drásticamentela humedady evitar el posible

desarrollo de colonias de bacterias. Los cortes emulsionadospermanecieronen

oscuridaden el interior de las cajasdurantevarias semanasa temperaturaambiente.A

intervalos de tiempo de dos semanassefue llevandoa caboel reveladode los cortes.

Para ello las seccionesse introdujeronde forma secuencialen cubetasque contenían

reveladorKodak D-19 (170C, 4 minutos),aguadestilada,fijador hiposulfito sódicoal

30% (30 minutos) y agua destilada.La aplicación de la emulsión y el procesode

reveladose llevaron a cabo en cuarto oscurocon luz roja. Despuésde 2 mesesde

exposiciónde los portas,se observómarcajeradiactivoen los cortes.Las secciones

fueron teñidascon azul de Richardson,deshidratadasy montadasen Entellan. Las

fotografíasfueronobtenidasusandoun fotomicroscopioReichert-Jung(Diastar).
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4.4. AUTORRADIOGRAFIA A MICROSCOPIA ELECTRÓNICA.

Sobreportaslimpios en alcohol-ClHy secos,sedepositóunapelículade celoidina

(solución de celoidina 2% en acetato de isoamilo) introduciendo los portas

verticalmenteenunvasode Coplin queconteníadichasolución.A continuaciónsedejó

secary el procesoserepitió variasveceshastaconseguirunapelículade mayorgrosor.

Seccionesultrafinas(70 nm) sedepositaronsobredichosportascubiertoscon lapelícula

de celoidina.Las seccionesfueronteñidasintroduciendolos portasenuna soluciónde

acetatode uraniloseguidoporcitrato de plomo(Reynolds).Unavezsecas,las secciones

situadastodavíasobrela películade celoidinaasociadaal portafueron sombreadascon

carbóny posteriormentecubiertaspor la emulsiónL4 Ilford diluida en aguadestilada,

dejadassecardurantetoda la nochey guardadasen cajasde Clay Adamscon pentóxido

de fósforo siguiendoel mismo protocolo que en la autorradiografiaa microscopia

óptica. Tras una exposiciónde variassemanassellevó a cabode forma sistemáticael

reveladode los cortessiguiendola secuenciaque sedetallaa continuación:Revelador

mícrodol (170C, 4 minutos)—> aguadestilada—> Fijador Hiposulfito sódico 30% (30

mrnutos)-.->.aguadestilada(2 bañosde 10 minutos).

Las películasde celoidina conteniendolos cortes se separaronde los portas

quedandoflotando en la superficie de un cristalizadorcon aguadestilada.Los cortes

fueron recogidosa partir de esta película mediante el uso de una lupa en rejillas de

cobre.Lapelículade celoidinafue disueltaaplicandogotasde acetatode isoamilosobre

lasrejillas.

5. OBSERVACIÓNMICROSCÓPICA.

La totalidadde las micrografíasparamicroscopiaelectrónicade transmisiónen las

diferentestécnicasutilizadasfuerontomadasen un microscopioZeiss902 (Carl Zeiss,

Alemania) que lleva incorporadoun filtro de energía de tipo Canstaing-Henry-

Ottensmmeyer.Para comprenderla función del filtro de energía se debe explicar

previamentelos fundamentosde la aberracióncromática.
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La aberracióncromáticasurgecomo resultadode la existenciade electronescon

distintaslongitudesde onda.Estosaparecencomoresultadode fluctuacionesen la alta

tensión,la variación de la energíade los electronesemitidos por el filamento, pero

fundamentalmentecomo consecuenciade las interaccionesinelásticasde los electrones

del hazcon la muestraqueconlíevaa la pérdidade energíade los electronesincidentes.

Todasestascausashacenque aparezcanelectronescon distintaenergíay por tanto con

distinta longitud de onda que no son focalizados en el mismo punto por la lente

objetivo. El cambio de foco producido por este motivo viene determinadopor la

expresiónAg=CcAE/E, dondeE es la energíade los electrones, AE es la pérdidade

energíaque experimentael electrón cuando interaccionacon la muestray Cc es la

constantede aberracióncromáticade las lentes.

Losefectosde laaberracióncromáticapuedenserminimizadospor mediodel uso

de filtros de energíade electronesdispersados.El microscopioelectrónicoutilizado en

nuestroestudio lleva incorporadoun filtro de tipo Castaing-Henry-Ottensmeyer.Este

filtro consiste en un sistema prisma-espejo-prismaelectromagnéticosque permite

separarlos electronesen función de su longitud de onda. La aperturacolocadaa la

salidadel segundoprismaseleccionalos electronesqueno han sufrido cambiosen su

energíaeliminando el resto lo que conducea unamejoranotable de las imágenesy un

aumentodel contraste.
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RESULTADOS.

1. ESTUDIO DE EXTRACTOS SOLUBLES Y FRACCIONES INSOLUBLES DE

BACALAO <Gadusmorhua).

Las proteínasmiofibrilares fueron extraídas de músculo en forma de actomiosina

consolucionessalinas0.6M aunqueen los perfileselectroforéticosde talesextractosha

sido demostradaademásla presenciade tropomiosina, troponina y otras proteínas entre

las que cabedestacarla proteínaC y a-actinina.La extracciónfue llevadaa caboen

muestrasde músculode bacalaoen todaslas temperaturasconsideradasa las 0, 5, 14,

22, 36, 49 y 63 semanasde almacenamientoen congelación.Siguiendoel esquema

detalladoen la figura y los residuosinsolublesen CíNa (P1) fuerontratadoscon SDS

que rompeunionesde tipo secundario,y permitela obtenciónde una segundafracción

soluble(S2).Los residuosinsolublesenesteagente(P2) fuerontratadoscon SDS y ME

con la finalidad de reducir los puentesdisulfuro obteniendouna tercera fracción soluble

(53). En el caso en que la solubilización de P2 con ME no fue efectiva seobtuvo una

fracciónP3 a la cualjunto con el restode las fraccionessolublese insolublesse sometió

aun estudiopormicroscopiaelectrónica,cuyosresultadosseirándescribiendo.



RESULTADOS

1.1. Músculopicadoalmacenadoa -200C.

El tratamientodel músculocongeladosin almacenar(control)con unasolución

0.6 M CíNa consiguela extracciónde un elevadoporcentajede actomiosinacomo

muestranlos datosbioquímicosrecogidosen la figura VI y el hechode que no queda

ningunafraccióninsolubletrasdicho tratamiento.
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FiGuRA VI. Evoluciónde laextractabilidadde actomiosinade las fraccionessolublesS
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—•-——Merluza-3017 —U-———Músculo picadobacalao-2017.

En la tinción negativadel extracto S~ obtenidode músculo picado control, la

actomiosínano muestrala estructuraen punta de flecha descritapor Huxley (1963)

apareciendocomo filamentosde F-actinano decorados.Estos filamentosse disponen

agregados y frecuentementeinterconectadosparalelamentealternando con otros

filamentos libres (figura 1). Microagregadosde naturalezaproteicapuedenvisualizarse

en el extracto en muchasocasionesasociadosa filamentosde actina. Estosagregados

estánconstituidospor acúmulosque se asemejanaagregadosde moléculasde miosína

en estudiospormicroscopiaelectrónicallevadosacabopor Sharpy Offer (1992).
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Haciala semana22 de almacenamientoen congelaciónel músculoexperimenta

una disminución significativa de la extractabilidaden CíNa con respectoal control

(figura VI) y la apariciónde una fracción insoluble suficientepara su estudio por

microscopiaelectrónica.Los estudiosllevadosa cabo por microscopiaelectrónicade

barrido sirven como primera aproximaciónpara estudiar la evolución de dichos

precipitadosy confirmar los resultadosbioquímicos. En el músculo almacenado22

semanasapenaspuedenseridentificadosrestosmuscularesdadoqueestospresentanun

elevadogradode disgregacióncomo seobservaenla figura2. A partir de esteestadiose

produce una disminución significativa de extractabilidad (figura VI) que se traduce en

un aumentodelnúmeroy gradode integridadde los restosmuscularescomo se observa

en la figura 3 pertenecientea la fracción insoluble P1 obtenidade músculoalmacenado

63 semanas.

La fracciónsolubleen CíNa en músculoalmacenado22 semanasmuestrapocos

cambiosconrespectoal sobrenadanteobtenidodelmúsculocontrol.

La microscopia electrónica de transmisión de la fracción insoluble en cloruro

sódico(Pl) obtenidade dichomúsculomuestraen susrestosmuscularesestructurasque

vagamenterecuerdanla organizacióncaracterísticade las miofibrillas. Los residuos

sarcoméricosmuestranrestosproteicosformandopartede la bandaA en los quetrazas

de líneaZ apenaspuedenseridentificados(figura 4). El residuoPl resultasolubilizado

en un elevadoporcentajetras su posteriortratamientocon SDS. Estosresultadosdan

ideade la escasaimplicación de los enlacesde naturalezacovalenteen el procesode

agregacióndel músculopicadoenesteestadiode almacenamiento.

Enmúsculoalmacenado36 semanasel extracto soluble en sal S~ apenasmuestra

filamentos libres; estos presentanuna mayor tendenciaa aparecerentrecruzados

formando ángulosde entre 90~106O asi como agregadosque se organizanformando

estructurasincipientesen formade anillo. En ambostipos de organizacióny formando

partede ellasaparecenfragmentosproteicosen forma de microagregadossemejantesa

los observadosenmúsculocontrol(figura Sa).
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La fraccióninsolubleen sal P1 de músculoalmacenado36 semanasmuestrauna

mayor organizaciónen sus sarcómerosque en el músculo almacenadodurante22

semanas.Estas observacionescoinciden con una disminución significativa de la

extractabilidaden sal con respectoal estadioanteriorcomose muestraen la figura VI.

Un mayor número de restosproteicosquedanretenidosen la bandaA. En algunos

sarcómerosestosrestosformanpartede estructurasque recuerdanfilamentosgruesos.

El material que atraviesala zona H es escaso,lo que tambiénconfirma la escasa

integridadde los filamentos gruesos.Anclados a una línea Z muy desorganizada

aparecenrestosde filamentosfinos (figura 6a).

El tratamientode la fracción insolublePl de músculoalmacenado36 semanas

con SDS permitela extracciónde partede proteínasde labandaA y la desapariciónde

la línea Z asi como de los filamentos finos ancladossi bien partedel materialqueda

retenidoen la bandaA de la fracción insoluble resultanteP2 como se observaen la

figura 6b.

Las proteínasextraídas de Pl por el SDS aparecenen el sobrenadante~2

formando agregadosproteicosque se organizanoriginandoestructurasen forma de

anillo. Formando parte de estas estructuras se identifican microagregadosque

morfológicamentesecorrespondencon acúmulosproteicosatribuidospor sumorfología

a moléculasde miosina semejantesa los identificadosen el sobrenadanteSi como se

muestraen la figura Sb.

E] tratamientode P2 con SDS y ME permiteextraerla mayoríade las proteínas

sarcoméricassi bienquedaunafracción insoluble P3 en cuyasmiofibrillas seobservan

escasosrestosproteicosformandopartede la bandaA como se observaen la figura 6c

Las proteínasextraídascon el SDS y ME de P2 aparecenen el sobrenadanteS3

formandopartede agregadoscomo muestrala figura Sc.

En músculoalmacenado63 semanasla fracción solubilizadapor el CíNa (S1)

muestraagregadosde gran tamañocon estructurasen forma de anillo mejor definidas

que en los estadiosprecedentescomo se aprecia en la figura 7a. Estos agregados
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aumentanen tamaño,datos que son corroboradospor los estudios complementarios

realizados por cromatografía de filtración en gel (del Mazo 1997). Son asimismo

observadosen dichos extractos,filamentosde actina individualese interconectados

entre sí bien paralelamenteo formando ángulos de 90~106o así como acúmulosde

morfologíaequivalenteaagregadosde moléculasde miosína.

Las fibrasmuscularesresidualesqueseencuentranenla fraccióninsolubleen sal

P1 obtenida de músculo almacenado 63 semanasmuestran estructuras mejor definidas

que las presentesen estadiosanteriores (figura 8a). En la banda A filamentos gruesos

intactos aparecenatravesandola banda H. Los filamentos gruesos alternan con

filamentosfinos bien definidosque frecuentementeaparecenancladosa la línea Z que

aparecemasconservadaque en los estadiosprecedentes. Algunossarcómerosincluso

exhiben una organización semejantea la propia de los sarcómeros que presentan las

fibras muscularesintactas. En la figura 8a se muestraun detalle de la bandaA

pertenecientea uno de estos sarcómerosen el cual se puedeapreciar el grado de

integridadde filamentosgruesosy finos.

Estasmicrografíassecorrelacionanconlos datosbioquímicosdondeseobserva

que en la semana63 prácticamenteel 100% de la proteínano puedeserextraídadel

músculotras su tratamiento con CíNa (figura VI).

Esta tendenciaa que las estructurasmuscularesaparezcanintactas en P1 de

maneramásacentuadaen estadiosavanzadosde congelacióntambiénse corresponde

con los resultadosbioquímicosquese obtuvieronporelectroforesis.En las figurasVII y

VIII se observauna disminuciónprogresivaen función del tiempo de la cantidadde

cadenapesadade miosinay de actinaen los sobrenadantes~ de los músculosextraídos

con CíNa. En los últimos periodos de almacenamientola disminución es ademásmás

evidente en el caso de la miosinaque prácticamente no puede ser extraída de las fibras

musculares.
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El tratamientode P1 obtenidoa las 63 semanascon SDS dejóun residuoP2 que

fue finalmente tratado con SDS y ME. Las proteínassolubilizadaspor estosagentes

aparecenformandoparte de agregadosen los que predominanlas estructurasen forma

de anillo en las que puedendistinguirseestructurasfilamentosasasi como acúmulos

proteicos de morfología semejantea agregadosde miosina (figura 7b y 7c). La

extracciónllevadaacaboporestosagentesresultasermenosefectivaqueen el músculo

almacenado36 semanasdadoque unagran cantidadde material de naturalezaproteica

quedaretenidoformandopartede la bandaA en los agregadosP2 y P3 como muestran

las figuras8b y 8c respectivamente.

Los estudiospreliminaresllevadosa cabopormicroscopiaelectrónicade barrido

confirmanasimismola evoluciónde los agregadosP3. Las micrografíasobtenidasde

músculo almacenado63 semanasmuestranla presenciade restosmuscularesque

recuerdanestructurasmuscularesintactas como muestra la figura 9. El músculo

almacenado36 semanaspresentaen el agregadoP3 residuosmuscularesmás laxos,

resultadode unamás efectivaextracciónllevadaa cabopor los agentessolubilizantes

comomuestrala figura 10.

Los agregadosP1, P2 y P3 obtenidos de músculo almacenado49 semanas

presentanun estadiointermediode extracciónque los músculosalmacenados36 y 63

semanas,asi como un estadiointermediode agregaciónen los sobrenadantesde tal

músculo.

Estos resultadossugierenun aumentoprogresivodel númerode enlacesque no

resultan afectados por el tratamiento con los agentes solubilizantes SDS y

mercaptoetanolal que Pl fue sometidoprogresivamentey que permitenque en los

últimos periodosde almacenamientoel precipitadoP3 presenteestructurassarcoméricas

másorganizadasquelas encontradasenestadiosanteriores.

1.2. Músculo almacenadoa -20
0C.

La evolución de los extractosproteicosen músculoalmacenadoa -200C es

equivalentea la observadaen el músculopicadohastala semana22, estadioen que
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aparecede forma significativa una fracción insoluble en CíNa. La MET de dicha

fracciónP1 muestrauna solubilizaciónefectivadel músculoporel CíNayaque escasos

restosproteicospuedenseridentificadosalrededorde labandaH como muestrala figura

11. El tratamientode esteresiduoconSDS permitiósucompletasolubilización.

A partir de la semana22 los extractossolublesen sal (Si) muestranfilamentos

de actinacon tendenciaa aparecerentrecruzadosformando ángulosentre 9O~106Oy

agregadosen los que son identificables estructurasen forma de anillo escasamente

definidas, como muestrala figura 12a correspondienteal sobrenadanteextraído de

músculoalmacenado36 semanas.Fragmentosproteicosagregadosentre sí asi como

asociadosa los filamentosresultanextraídosquepor sumorfologíason comparablesa

los restosidentificadosenmúsculopicadocomoagregadosde lamoléculade miosina.

La fracción insoluble en sal (P1) de músculoalmacenado36 semanasponede

manifiestoestructurassarcoméricasalgomásdefinidasqueen el estadioanterior,en las

que se identifican una mayor densidadde material en la bandaA y la presenciade

filamentosfinos los cualesaparecenancladosarestosde líneaZ (figura 13a).

Tras el tratamientodel agregadoP1de músculoalmacenado36 semanascon SDS

la fracción soluble ~2 resultante muestra agregadosproteicos conformadospor

estructurasorganizadasformandoanillos como seobservaen la figura 12b. La mayor

partede la proteínaresultaextraídade P1 como muestranlos escasosrestosproteicos

visualizadosen el agregadoP2 resultante(figura 13b). La solubilizacióntarcial del

agregadoP1 por el SDS pone de manifiesto una mayor implicación de enlaces

covalentesdisulfuro enel procesode agregaciónenesteperiodode tiempo.

El tratamientofinal de P2 con SDS y ME permitió la solubilizacióntotal del

agregado.Las proteínasextraídastras estetratamientopresentanel mismo tipo de

estructurasquelas identificadasen

La fracción S~ extraídapor el CíNa en los músculosalmacenados49 y 63

semanasmuestrala actomiosinaformandoparte de agregadosdondepredominanlas

estructurasen forma de anillo con fragmentosproteicosasociados(figura 14a). La
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fracción insoluble en CíNa (P1) de estosmúsculosmuestraestructurassarcoméricas

escasamentedefinidasfrentea las encontradasen el músculopicadoenestésperiodos

de tiempoespecialmenteen lo referentea la bandaA, puestoqueaunteniendoencuenta

los sarcómerosen los que la extracciónfue menos efectiva, los filamentos gruesos

apenaspuedenser identificadoscomo se observaen la figura 1 Sa pertenecientea un

precipitadoP1 obtenidoen la semana63 frentea la figura 8acorrespondienteamúsculo

picado en este periodo de tiempo. Estas imágenesson corroboradaspor los datos

bioquímicosqueponende manifiestounoselevadosvaloresde extractabilidadrespecto

a los obtenidosenmúsculopicado(figuraVI).

En las fraccionesinsolublesen sal correspondientesamúsculosalmacenados49

y 63 semanas(figura 1 Sa) las miofibrillas muestranbandasA de una densidady

organizaciónmorfológica ligeramentesuperiora la encontradaen el agregadoP1 del

músculoalmacenado36 semanas(figura 13 a). Estaescasadiferenciaen las estructuras

morfológicasencontradasen los agregadosP1 en las semanas36, 49 y 63 tienen su

correspondenciacon los datos bioquímicos mostradosen la figura VI en la que se

observanescasasdiferenciasen los valores de extractabilidaden los tres estadios

mencionados. Asimismo estos datos aparecen confirmados por los estudios

electroforéticosdondetampocosondetectablescambiossignificativosen la proporción

decadenapesadade miosinay de actinaextraídasen CíNa (figurasVII y VIII).

Tras el tratamiento de P1 con SDS queda un residuo insoluble P2 cuyo

tratamientofinal con SDS y ME todavíadejaun residuo P3. Los restosmiofibrilares

presentesen las fraccionesinsolublesP2 y P3 muestranbandasA de elevadadensidad

especialmentelas encontradasen P3 de modo similar a la evolución observadaen

músculopicado,lo quesugiereunamayorincidenciade enlacesde naturalezacovalente

disulfuro y no disulfuro. (figuras 15b y lSc). Los extractos~2 y S3 solubilizadoscon

estosagentesmuestranagregadosproteicosorganizadosenanillos (figura 14b).

1.3. Músculoalmacenadoa -30
0C.

Los valoresde extractabilidaden músculoalmacenadoa -300C en las primeras
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semanasson equivalentesa los obtenidosen músculode bacalaoalmacenadoa -200C

(figuraVI), obteniéndoseasimismouna fraccióninsolubleen sal significativaa partir de

la semana22.

Las miofibrillas residualesde la fracción insoluble P
1 obtenidasen las semanas

22 muestranescasosrestosde proteínasalrededorde la bandaH coincidiendocon los

elevadosvaloresde extractabilidadmostradosen la figura VI (figura 16).

En la semana36 la mayoríade proteínasaparecenformandopartede la fracción

soluble S~ dondesonevidentessignosde agregación,tanto en los filamentosde actina

que formanpartede agregadosen forma de anillo, como en acúmulosproteicosque

aparecenlibreso asociadosa ellos. No obstante,puedenseridentificadosfilamentosde

actinalibres entre los agregados(figura 17a). La fracción insoluble en sal P1 muestra

unadensidadde material semejanteal encontradoa las 22. Estafracción insoluble tras

sutratamientocon SDS resultasolubilizadaen sutotalidad.Las proteínasextraídascon

esteagenteaparecenagregadasen ~2 tal y comosemuestraen la figura 1 7b.

En las semanas49 y 63 el CíNa extraeun elevadoporcentajede actomiosina

(figura VI). La tinción negativadel extracto soluble muestraun mayor grado de

agregaciónentre las proteínasextraídasque en el estadioanterior. Estos aparecen

formandoparte de agregadoscomo muestrala figura 1 9a. La MET de la fracción

insoluble (P1)muestrabandasA con escasadensidadde material retenidoen ellas en

este periodo de tiempo como se observaen la figura 20a. Parte de proteínasdel

agregadoP1 resultanextraídaspor el SDS como muestrala figura 20b correspondiente

al agregadoP2 que muestraescasadensidadde material formandopartede la bandaA.

El tratamientode dicho agregadocon SDS y ME lo solubiliza por completo. Las

proteínassolubilizadaspor dichos agentesde forma secuencial(SDS y SDS±ME)

presentanelaspectomorfológico mostradoen la figura 19b. Entodos los estadiosobjeto

de estudioel agregadoP2 resultaefectivamentesolubilizadotras sutratamientocon SDS

y ME sin queningúnagregadoP3 quedaracomoresiduo.Estosresultadosdan ideade la

escasaparticipación de enlaces covalentesen la agregaciónde esta especie a la

temperaturay tiemposde almacenamientoconsiderados.
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FIGURA 1. Tinción negativadelextractosolubleen CINaobtenidodemúsculopicadode bacalaocontrol.
Los filamentos de actina aparecen interconectadosentre sí. Se observanacúmulos proteicos de
morfologíasemejantea los descritoscomo oligómerosde miosina(e.). BarraO.6.tm.

FIGuRA 2. Micrografía de la fracción insoluble en CíNa obtenida de músculo picado de bacalao

almacenado22 semanas.Los restosmuscularesmuestranelevadogradode disgregación.Barra lO.tm.

FIGuRA 3. Micrografiade barridodela fraccióninsolubleen CINa demúsculopicadodebacalaoa las 63
semanas.Obsérveseel elevadonúmeroy gradode integridadde los restosmusculares.BarraSOgm.

FIGuRA 4. Micrografia de la fracción insoluble en CINa de Énúsculo picado almacenadoa -2017 22
semanas.Lasproteínasno extraídasseorganizanen restosde bandaA (—*). Barra0.31.Lm.
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Prcun.x5.Extractossolublesdemusculopicadodebacalao(-200C)almacenado36 semanas.a) Fracción
solubleen CINa (Sr) Filamentosde actmay fragmentosproteicosequivalentesa agregadosde miosina

se organizanen estructurasincipientes en anillo (Y). Barra 0.6 gm. a*) Filamentosde actina
aparecenfrecuentementeconectadoscon ángulosde 90~106o.Barra0.4 gm. b) Fracciónsolubleen SOS
(5,). Barra 0.4pm. e) Fracciónsoluble en SDS+ME (53) Barra 0.í5~im. En los sobrenadantes5, y S

3
destacalapresenciadeestructurasen anillo y acúmulosproteicosglobulares(—*).

FIGuRA 6. Micrografías de las fracciones insolublesde músculo picado de bacalaoalmacenado36
semanas.a) Fraccióninsolubleen CINa(P1). En el materialproteicoresidualde la bandaA se identifican
filamentos gruesos(—*). Barra 0.4km. b) Fracción insoluble en SOS (P,). Barra 0.4pm. e) Fracción
insolubleen SOS+ME (P3). Obsérvesela escasezderestosproteicosen labandaA. BarraO.4pm.
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FIGURA 7. Micrografias de los extractossolublesde músculopicadode bacalao(-2017) almacenado63
semanas.a) Fracciónsolubleen CINa (Sr). Predominiode filamentos de actina interconectados(—*) y
acúmulosproteicos. Barra 0.25~im. a*) La actomiosinaapareceasimismoformandoagregadosde gran
tamaño.Barra 0.l5Mm. b y e) Fraccionessolublesen SOS (5,) y SDS+ME (Ss) respectivamente.
Abundanciade estructurasen anillo y partículasproteicasde naturalezaglobular(—*). Barras0.i5~m.

FiGURA 8. Fraccionesinsolublesde músculopicado de bacalao(-200C) almacenado63 semanas.a)
Fraccióninsolubleen CINa(P

1). Filamentosgruesosíntegrosatraviesanla zona1-1 (—~) Barra 0.4pm. a*)
En algunossarcómeroslos filamentosgruesosmuestranelevadogradode integridad. Barra0.ISgm.
b y e)Fraccionesinsolublesen 505 (P2) y SDS+ME (P3) respectivamente.Las bandasA muestranmayor
cantidadde materialproteicoqueen los residuosde músculoobtenidosa las 36 semanas.Barras

0.4~m.
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FIGURA 9. Microscopiaelectrónicade barrido de la fracción insolubleP3 obtenidademúsculopicadode
bacalao(-2017) almacenado63 semanas.Obsérveseel elevadonúmeroy grado de integridadde los
residuosmusculares.Barra lOj.im.

FIGURA 10. Microscopiaelectrónicadebarridode la fraccióninsolubleP3obtenidade músculopicadode
bacalao(-20

0C) almacenado36 semanas.Los fragmentosmuscularesmuestranun elevado grado de
disgregaciónpor efectode los agentessolubilizantesSOSy ME. Barra 10km.
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FIGULX 11. Micrografíade la fraccióninsoluble en sal (P1) de músculode bacalaoalmacenadoa -2017
22 semanas.Obsérvesela escasapresenciade restosproteicosen la bandaA. Barra0.6 ~m.

FIGuRA 12. Fraccionessolublesde músculode bacalaoalmacenadoa -2017 36 semanas.a) Extracto
soluble en CINa (S~)~ Los filamentosde actina aparecenfrecuentementeinterconectadoscon ángulos
entre90 y 1000 (—*) y formandoestructurasen anillo. Los acúmulosproteicossonatribuidosa agregados
de miosina(Y). BarraO.25pm.b) Fracciónsolubleen SOS(5,) y SOSA-ME (S3). Barra0.25pm.

FiGURA 13. Fraccionesinsolublesde bacalao(-2017) almacenado36 semanas.a) Fraccióninsoluble en
CINa (Pi). Los sarcómerosmuestranmayororganizaciónqueen el residuode la figura II. Barra 0.25pm.
1» Fraccióninsolubleen SOS(P2). La bandaA muestraescasezderestosproteicos.Barra0.1 5pm.
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FIGURA 14. Micrografíasde los extractossolublesde músculode bacalaoalmacenadoa -200C 49 y 63
semanas.a) Fracción soluble en CINa (Sr). La actomiosina aparecefundamentalmenteformando
agregadoscon estructurasen forma de anillo y fragmentosproteicosasociados(—*). Barra 0.15km.
b) Fraccionessolublesen SOS(S~) y SDS+ME (Sa). La morfologíade las proteínases semejantea la
descritaen S~.Barra0.25km.

FiGURA 15. Fraccionesinsolublesde músculode bacalaoalmacenadoa -2017 49 y 63 semanas,a)
Fraccióninsolubleen CINa. Filamentosgruesosapenaspuedenser identificadosen la bandaA. Barra 0.4

j.tm. b y e) Fraccionesinsolublesen SOS y SDS+ME respectivamente.Las bandasA muestran una

elevadadensidaddebidoa lapresenciade cran cantidadde materialproteico.Barras0.4um.
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FIGURA 16. Microscopiaelectrónicade transmisión de la fracción insoluble en CINa de músculode
bacalaoalmacenadoa -300C22 semanas.BarraO.6pm.

FiGURA 17. Tincionesnegativasde los extractossolublesde músculode bacalaoalmacenadoa -300C 36
semanas.a) Fracciónsolubleen CINa(Sr). Se observanagregadosde grantamañoy acámulosproteicos
globulares.Barra O.4pm. a*) Filamentosde actinalibres también se observanen el sobrenadante.Barra

b) Extractosolubleen SDS (~2)• BarraO.25km.

FIGURA ISa. Fracción insolubleen CINa de músculode bacalaoalmacenadoa -3017 36 semanas.Se
encuentraescasezde materialproteicoformandopartede la bandaA (—*). Barra0.2 ~m.
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FIGURA 19. Tincionesnegativasde las fraccionessolublesde músculode bacalaoalmacenadoa -301749
y 63 semanas.a) Extracto solubleen CINa (Si). Barra O.lSpm. b) Fraccionessolublesen SOS (5,) y
SOSA-ME (S3). Barra 0.4pm. Lasproteínaspresentesen la totalidadde los extractosmuestranelevado
gradode agregación.

FIGURA 20. Microscopiaelectrónicade transmisiónde las fraccionesinsolublesobtenidasde músculode
bacalao almacenadoa -3017 49 y 63 semanas.a) Fracción insoluble en sal (P1). En los residuos
sarcoméricosescasezde materialproteico apareceformando partede la bandaA (e.). Barra

0.á~im.
b) Fracción insoluble en SOS (P

2). Un elevadoporcentajede proteínasresultanextraídasde P1 por el
• SOS,quedandoescasosrestosen la bandaA (—~). Barra0.6km.
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2. ESTUDIO DE EXTRACTOS SOLUBLES Y FRACCIONES INSOLUBLES DE

MERLUZA (Merluccius inerluccius).

El mecanismode extracciónes equivalenteal llevado a cabo en músculode

bacalao.Los muestreosse llevaron a caboen los mismos intervalos de tiempo pero

exclusivamentehastala semana49 de almacenamiento.

2.1. Músculoalmacenadoa -200C.

El músculo de merluza congelado y sin almacenar (control) no resulta

solubilizadopor el CíNa en su totalidad.Los estudiospor microscopiaelectrónicade

barrido confirman la presenciade restosmuscularesen el precipitadoresultantedel

tratamiento de dicho músculo con CINa (figura 21). Se pueden constatarsignos

evidentesde alteraciónen las tincionesnegativasefectuadassobredicho extracto. Los

filamentosdeactinano aparecendecoradosmostrandola estructuracaracterísticade la

actomiosinaapareciendocomo F-actina.Estos filamentosraramenteaparecencomo

filamentos individuales como muestra la figura 22, sino interconectadose

interaccionandocon materialproteico de naturalezaglobular de modo equivalenteal

observadoen el sobrenadantede músculode bacalaoalmacenadoa -200C en la semana

36 de almacenamiento.El estudioporMET de estafracción insoluble muestraen sus

restos miofibrilares bandasA escasamentedefinidas dado que gran parte de la

actomiosinaresultaextraídapor la soluciónsalinacomo muestrala figura 23. Desde

tempranamenteen los extractossolublesen sal se identifican filamentosque tiendena

formarpartede agregadosde gran tamañoen los que seobservanacúmulosproteicos

equivalentesa agregadosde moléculasde miosina como se muestraen la figura 24

correspondientea la fracciónsolubleen sal extraídade músculoalmacenado5 semanas.

En el extractosolubleen sal obtenidode músculoalmacenado14 semanas

elementos proteicos identificados como miosina muestran un elevado grado de

agregaciónapareciendoen formade acúmuloso contribuyendocon filamentosde actina

a la formaciónde estructurasenanillo mejordefinidasqueen el control(figura25a).

Las traccionesinsolublesP
1 obtenidastras el tratamientoconcloruro sódicode
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músculo almacenado14 semanasmuestranen sus restos muscularesuna mayor

densidadde material formandoparte de la bandaA en los que es posibleidentificar

trazasde filamentosgruesossin morfologíadefinidacon respectoal músculocontrol

comomuestrala figura 26a, hechoque a suvezconfirmala disminuciónde los valores

de extractabilidad(figura VI). Tras el tratamientode la fracción P1 con SDS y P2 con

SDS y ME quedanunasfraccionesinsolublesP2 y P3 (figuras 26b y 26c) quemuestran

trazasde estructurassarcoméricascon una densidady organizaciónen la bandaA

equivalentesa las encontradasen las fraccionesP2 y P3 de músculode bacalaoa -20
0C

almacenadopor encimade las 36 semanas.Las proteínasextraídaspor estosagentes

aparecenen los sobrenadantesS
2 y S3 formandoestructurasen forma de anillo en las

que es frecuenteidentificar acúmulosproteicosen los que la miosina puedeestar

ampliamenteimplicada, como se observaen las figuras 25b y 25c. Estos resultados

ponen de manifiesto una tempranaparticipaciónde enlacescovalentesinclusive de

naturalezano disulfuro en la agregacióndel músculode merluzaaestatemperatura.

Los estudios bioquímicos muestran una disminución de los Valores de

extractabilidaden el músculo almacenado22, 36 y 49 semanascon respectoal

almacenado 14 semanas(figura VI). Desde el punto de vista morfológico esta

disminuciónserefleja en que las fraccionesinsolublesen sal P1 muestranestructuras

sarcoméricasmás definidasque en la semana14 debido a que los restosde bandaA

aparecenen parte organizadosen filamentos gruesosmás claramenteidentificables

comomuestrala figura 28a. Estenivel de organizaciónesequivalenteal encontradoen

el precipitadoP1 de músculopicadode bacalaoalmacenado36 semanascomo muestra

la figura 6a. Los restosde líneaZ y filamentos finos no aumentansignificativamente

con respectoal estadioanterior. El hecho de que no se observendiferenciasmuy

significativas en la densidady morfología de las estructurassarcoméricasentre las

semanas22 36 y 49 viene apoyadopor los estudioselectroforéticosen los que no se

observaunavariaciónmuy significativa de la cantidadde cadenapesadade miosina y

actinaentreestosestadiosde almacenamiento(figurasVII y VIII).

Las proteínasmiofibrilaresextraídaspor el CINa(Si) muestranun elevadogrado
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de agregacióncon predominio de acúmulosproteicosde morfología semejantea los

encontradosenel sobrenadante~ en la semana14 (figura 27a). Estasestructurasson

encontradasmásabundantementeen todos los estadiosde estaespecieque enbacalao.

El tratamientode los agregadosP1 obtenidosde músculoalmacenado22, 36 y 49

semanascon SDSenprimer lugardejóresiduosP2 como los mostradosen la figura 28b

en cuyabandaA se identificanrestosde filamentosgruesosclaramenteidentificables.

El tratamientofinal de los residuosP2 con SDS y ME dio lugarafraccionesP3 dondese

aprecianbandasA conescasosrestosproteicosequivalentesa los encontradosa las 14

semanas(figura28c). Las proteínasextraídasporel SDS y SDS-MEaparecenen ~2 y en

S3conunadensidady morfologíacomolaobservadaen la figura 27b.

2.2. Músculoalmacenadoa -30
0C.

La observaciónde la figura VI pone de manifiestouna disminución de la

cantidad de actomiosina extraída en CINa desde los primeros periodos de

almacenamiento.Estos valoresde extractabilidadson más bajos a los obtenidosen

músculodebacalaoa estatemperatura.El sobrenadanteSI obtenidode músculocontrol

y almacenado5 semanasmuestrafilamentosde actinaasociadosformandoángulosde

90~lO6O o agregadosen los que son identificablesacúmulosproteicosde naturaleza

globular(figura 29 ay b).No seidentificóun residuoinsolubleen sal suficienteparasu

estudiopormicroscopiaenesteestadiode almacenamiento.

A las 14 semanaslos restosmiofibrilaresP
1 obtenidostras el tratamientodel

músculocon dNamuestranbandasA con un elevadogradode organizacióndondees

incluso posibleobservarla presenciade restosde filamentosgruesos(figura 3 la). La

fracción solubleen sal (Si) muestrauna mayor tendenciade las proteínasextraídasa

agregarseformando anillos con respectoal estadioanterior. Asimismo fragmentos

proteicosglobularesdemorfologíaequivalenteaagregadosde miosinaformanpartede

dichasestructuras(figura 30a). Tras el tratamientode P1 con SDS quedóun residuoP2

dondese observanclaramenteescasosrestosproteicosno extraídospor dicho agente

formandopartede unabandaA residualcomo muestrala figura 31b. La fracciónP2 se

solubilizó en su totalidad tras su tratamientocon SDS y ME. Proteínasmiofíbrilares
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agregadasfueron extraídaspor ambos agentesorganizadasen anillos constituyendo

acumulosproteicos(figuras30b y 30c).

En el músculo almacenado22 semanasla diferencia más significativa con

respectoal estadioanteriores la presenciade unamayordensidadde material retenido

en la bandaA de los residuosinsolubles en SDS (P2) asi como la apariciónde un

residuo P3 en el que aparecenrestosde bandaA de densidadequivalentesa los

encontradosen el residuoP2 de músculoalmacenado14 semanas.

Enmúsculoalmacenado36 y 49 semanas,la fracciónsolubleen sal muestragran

partede la actomiosinaformandopartede agregadossemejantesa los encontradosen

merluzaalmacenadaa-20
0C enesteestadiode tiempocomo semuestraen la figura 32a.

En los últimos estadiosde almacenamiento(36 y 49 semanas),el residuo

insoluble en sal P
1 no muestragrandesdiferenciasultraestructuralescon respectoal

obtenidoenmúsculoalmacenado22 semanas.Restosde filamentosgruesospuedenser

identificadosen la bandaA de las miofibrillas residualesno asi filamentosfinos que

aparecenescasamente(figura 33a). Tras el tratamientodel agregadoP1 con SDS se

observaunamayordensidadde material formandopartede la bandaA en la mayoríade

los sarcómerosde P2 en donde ademáses posible distinguir en algunossarcómeros

filamentosgruesosorganizadoscon respectoalmúsculoalmacenado14 semanas(figura

33b). La reducciónde los puentesdisulfuro tras el tratamientodel agregadoP2 con

mercaptoetanolpermitela extracciónde proteínasde dicho agregadosi bien quedaun

residuoP3 que presentauna bandaA de densidadequivalentea la identificadaen el

agregadoP2 obtenidoenla semana14 (figura 33c).

Las estructurasencontradasen los sobrenadantesS~ y 53 se limitan a agregados

comolos mostradosen la figura 32b.

Los resultadosobtenidosen merluzasugierenunaaparicióntempranade enlaces

covalentesque dificultan la acciónde los agentessolubilizantesobteniéndosefracciones

conestructurassarcoméricasde notabledensidaddesdelas semanas14 y 22 a-20
0C

y -300C respectivamente.
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FIGURA 21. MEB de la fracción insolubleen CINa demúsculode merluzacontrol.Barra lOkm.

FIGURA 22. Tinción negativade la fracción solubleen CINa de músculode merluza control. Los
filamentos de actina no presentanla estructuraen punta de flecha y aparecenformando parte de
agregadosdesdelos primerosestadiosde almacenamiento.Barra O.4km.

FIGURA 23. Microscopiaelectrónicade transmisiónde la fracción insoluble en sal (P1) de músculode
merluzacontrol.Obsérveselaescasezdematerialformandopartede la bandaA (—*). BarraO.2pm.

FIGURA 24. Fracciónsolubleen CINa de músculode merluzaalmacenadoa -2017 5 semanas.Morfología
de los agregadosdegrantamañoque se observandesdeestadiostempranosde almacenamiento.Nótesela
incidenciadeacúmulosproteicosidentificadoscomo agregadosdemiosina(—*). BarraO.

2Skm.
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FIGURA 26. Microscopiaelectrónicade transmisiónde las fraccionesinsolublesobtenidasde músculode
merluzaalmacenadoa -200C 14 semanas.a) Fraccióninsoluble en CINa (P

1). En el materialretenidoen
la bandaA se observanrestosde filamentosgruesos(e.). Barra0.4 .tm. b y e) Fraccionesinsolublesen
SOS(P,)y SOSA-ME (P3) respectivamente.Se observanrestosproteicosen la bandaA no extraídospor
dichosagentes.Comparativamenteen músculode bacalaoalmacenadoa -20

0C 36 semanasno se detecta
fraccióninsolubleP

3 (figura 13). Barras0.4 ~tm.
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FIGURA 25. Tincionesnegativasde los extractossolublesobtenidosde músculode merluzaalmacenadoa
-2017 14 semanas.a) Fracciónsolubleen CINa (Si). Barra 0.2Skm.U y e) Fraccionessolublesen SOS

(S2) y SOSA-ME (Ss) respectivamente.Barras 0.15 ~tm.Las proteínaspresentesen todos los extractos
aparecenformandoagregadosde grantamafio en los que predominanestructurasen forma de anillo (e.)
y acúmulosproteicosequivalentesen granpartea oligómerosdemoléculasde miosina(Y).



FIGuRA 27. Tincionesnegativasde los extractossolublesdemúsculode merluzaalmacenadoa -200C 22,
36 y 49 semanas.a) Extractos solubles en CINa (SJ. La actomiosinamuestra elevado grado de
agregacióncon predominiode oligómeros constituidospor panículasproteicas de naturalezaglobular
(e.). Barra0.4pm.b) Fraccionessolublesen SOS (S

2> y SOSA-ME (S3). Las proteínasextraídaspor estos
agentespresentanunamorfologíasemejantea las descritaparaS~. Barra0.lSjim.

FiGURA 28. Microscopiaelectrónicadetransmisiónde las fraccionesinsolublesobtenidasde músculode
merluzaalmacenadoa -20

0C 22, 36 y 49 semanas.a)Fraccióninsolubleen CINa (P
1). El elevadogrado

de organizaciónde la bandaA se manifiestaen la presenciade filamentosgruesos(—*). Barra 0.4 ~m. b)
Fraccióninsoluble en SOS (P2). En los restosproteicosde la bandaA se observanasimismorestosde
filamentosgruesos(e.). Barra0.4 gm. c) Fraccióninsolubleen SOS+ME.Barra0.4 Mm.
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FIGURA 29 a Y It Tincionesnegativasde las fraccionessolublesen CINa (Sr) obtenidasde músculode
merluza control (congelado sin almacenar)y almacenadoa -300C 5 semanas.En los extractos de
actomiosinase observanfilamentos de actina interconectadosparalelamentey formandoángulosentre
90~l06oasi comoagregadosproteicosdenaturalezaglobular(e.). Barras0.25km.
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FIGuRA 30.Tincionesnegativasde las fraccionessolublesdemúsculodemerluzaalmacenadoa -3017 14
semanas.a) Fracciónsolubleen CINa(Sr). Barra 0.25km.b) Extractosolubilizadocon SOS(S2). Barra
0.15km. c) Fracción solubleextraídacon SOSA-ME (S3). Barra 0.lSkm. La totalidad de las proteinas
presentesen cadauno de los sobrenadantespresentanel mismo aspectomorfológico,con predominiode
agregadosproteicosidentificadoscomo oligómerosde moléculasdemiosina(—*).

FIGURA 31. Fraccionesinsolublesde músculode merluzaalmacenadoa -30
0C durante14 semanas.a)

Fracción insolubleen CINa (P
1). Restosde filamentosgruesospuedenser identificadosen la bandaA

(e.yBarra0.4 ~im.b) Fraccióninsolubleen SOS(PO. Se observanescasosrestosproteicosen la bandaA
de esteresiduoquees totalmentesolubilizadopor el tratamientoposteriorcon SOSy ME. Barra0.4 ~im.
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FiGURA 32. Tincionesnegativasde las fraccionessolublesde músculode merluza almacenadoa -300C
36 y 49 semanas.a) Fracciónsolubleen CINa (Si). Barra 0.15km. b) Fracciónsoluble en SOS(P,) y
SOSA-ME (P

3). Barra 0.
4km. Las proteínasextraídascon los distintos agentespresentanun aspecto

morfológicomuy semejanteal descritoen los extractossolublesde estadiosanteriores.

FiGURA 33. Fracciones insolublesde músculo de merluza almacenadoa -300C 36 y 49 semanas.
a) Fraccióninsolubleen CINa (P

1). Barra0.4 um. b) Fraccióninsoluble en SOS(P2). Barra 0.4 pm. En
ambasfraccionesinsolubles(P1) y (P,) los restossarcoméricosmuestranrestos de filamentos gruesos
identificablesen la bandaA (e.). e)Fraccióninsolubleen SOSA-ME. Barra0.4 jim.
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RESULTADOS.

3. ESTUDIO MORFOLÓGICO.

El estudiomorfológico en músculode bacalaosellevó a caboen los mismos

tiemposdealmacenamientoen ambastemperaturas(-200C y -300C)queen los estudios

de extractossolubles y fracciones insolubles, aunquese considerarontiempos más

largosparael último estadiode almacenamientocon la finalidadde detectarde forma

máspronunciadalos cambiosultraestructurales.

En músculo de merluzaúnicamentese tuvo en cuentauna temperaturade

almacenamiento(-200C)y los intervalosde tiempo consideradossonequivalentesa los

que seutilizaron para los estudiosde extractabilidadaunquesesimplificarona cuatro

estadiosde almacenamiento.

3.1. Estudiomorfológico enfibras muscularesdebacalao(Gadusmorhua) a -200C.

Las seccionestransversalesrevelan enperiodosavanzadosde almacenamiento

unapérdidade definiciónde los puntosqueconstituyenla red hexagonal,hechoen gran

parteatribuibleal aumentodelnúmerode fusionesentrefilamentos.En músculocontrol

(congeladosin almacenar)y almacenado5 semanaslas seccionestransversalesmuestran

un patrónhexagonalen el que filamentosgruesosy finos seencuentranreorganizados

de forma convencionalcomomuestrala figura 34. Mientraslas fusionesinterfilamento

son identificablesbien entre filamentosfinos y entre estosy filamentosgruesos,las

fusionesentrefilamentosgruesossonescasas.

El músculo almacenado 36 semanasmuestra desorganizacióndel patrón

hexagonal.Los filamentosfinos no conservansudisposiciónalrededorde los filamentos

gruesos,apareciendoocasionalmentefusionadosentre si y a los filamentosgruesos.

Filamentos gruesos aparecentambién fusionados o aproximados entre sí más

frecuentementequeenelestadioanterior(figura 35).

Los músculosalmacenados49 y 70 semanaspresentanrespectoa los anteriores

un elevadonúmerode fusionesentrefilamentosgruesos,especialmenteabundantesen

miofibrillas de músculoalmacenado70 semanascomomuestranlas figuras36 y 37.
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La orientaciónde las fusionesdependede la miofibrilla considerada.En gran

númerode ellas las fusionesaparecende formamasivaen la mismadirecciónformando

hilerasde filamentosgruesosfusionadoscomomuestranlas figuras 36 y 37. En algunas

miofibrillas es posible identificar fusiones entre filamentos gruesos con distintas

direcciones(figura 38).

Lasseccionestransversalestambiénpermitenobservarcambiosenla morfología

de los filamentos gruesosdurante la congelación.Estos filamentosparecenperder

cohesiónentre las cadenaspoliméricasque los constituyenpor lo que aparecenmás

laxos y ello se traduceen una pérdida de definición del filamento, lo que puede

conllevaraun incrementode su diámetrocomo seobservaal compararla figura 34 con

las figuras 36 y 37. Esteaspectoapareceasimismoreflejado en la figura 39 a y b que

muestraen detalle la diferenciaen morfologíaobservadaen seccioneslongitudinales

pertenecientesamúsculosalmacenados5 y 70 semanas.

3.2. Estudiomorfológicoen fibrasmuscularesdebacalao(Gadusmorhua) a -300C.

El estudio de las seccionestransversalespone de manifiesto un aumento

significativo del número de fusionesdel tipo filamento grueso-filamentogruesoen

estadiosavanzadosde almacenamiento,como muestranlas figuras 40, 41, 42 y 43

pertenecientesamúsculosalmacenados5, 36, 49 y 70 semanasrespectivamente.

Respectoa la orientaciónde las fusionesentrefilamentosgruesosal igual que

ocurre en músculo almacenadoa -200C en gran parte de las miofibrillas sólo se

producen con una dirección preferente(figura 43), mientras que en otras pueden

coexistirfusionesendistintasdirecciones.

Desde el punto de vista morfológico las seccionestransversalesno revelan

variacionestan significativasen el tamaño de los filamentosgruesoscon respectoal

músculoalmacenadoa -200C si bien en estadiosavanzadosde almacenamientopueden

presentarmenorgradode compactacióny máselevadairregularidaden sumorfología.
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3.3. Estudiomorfológico en fibras muscularesde merluza(Merluccius merluccius)

a -200C.

Las seccionestransversalesen la bandaA en músculocontrol (congeladosin

almacenar)y almacenado5 semanasmuestranfilamentosgruesosy finos organizados

comomuestrala figura 44. Aunqueson observadasfusionesentrefilamentosfinos, en

amplias zonas los filamentos finos aparecenorganizadosde forma convencional

dispuestoshexagonalmentealrededorde los filamentosgruesos.

Los estudiosllevadosa caboen músculosalmacenados36 y 63 semanasrevelan

unaelevadaregularidaden ladisposiciónde los filamentosgruesosen la red hexagonal.

Fusionesentre filamentosgruesosapenasson identificables en ambos estadios.Sin

embargopredominanfusionesentrefilamentosfinos que enmuchasocasionesaparecen

formandohilerasalrededorde los filamentosgruesosy enotrasseencuentranasociados

a ellos o interconectandovarios filamentosgruesosentre sí. Abundantesson también

fusiones entre filamentos finos y gruesos(figuras 45 y 46 a,b). No se aprecian

diferenciassignificativasen la morfologíade los filamentos gruesoscon respectoal

control, comoocurreen bacalaoalmacenadoa-300C,si bienen algunasmicrografiaslos

filamentosenestadiosavanzadosde almacenamientoaparecenmás laxos.
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FIGURA 34. Seccióntransversalen la bandaA de músculode bacaláocontrol y almacenadoa -200C 5
semanas.La redmuestraun elevadogradode regularidad.BarraO.O9pm.

FIGURAs 35, 36 Y 37. Micrografias correspondientesa seccionestransversalesde músculode bacalao
almacenadoa -200C 36,49 y 70 semanasrespectivamente.El númerode fusionesy acercamientoentre
filamentosgruesosincrementande modo progresivoen función del tiempo. En un elevadonúmerode
miofibrillas las fusionesocurrencon unadirecciónpreferente(—*). Los filamentosgruesosmuestranuna
pérdidadecohesiónpor lo queaparecenmás laxos(Y). Barras0.09.xm.
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FIGURA 38. Seccióntransversalde músculode bacalaoalmacenadoa -200C 70 semanas.Las fusiones
entrefilamentosgruesosocurrenen algunasmiofibrillas en distintasdirecciones(—~). Barra 75nm

FIGURA 39 a y b. Seccioneslongitudinalesde músculodebacalaoalmacenadoa -200C 5 y 70 semanas
respectivamente.Los filamentos gruesos aparecenmenos compactosen estadios avanzadosde
almacenamientolo que se traduceen un pérdidade definición del filamento gruesoy en ocasionesun
aumentode sudiámetro(—~). Barra0.O9gm.
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FIGURA 40. Seccióntransversalen la bandaA de músculode bacalaocontrol y almacenadoa -300C 5
semanas.Filamentosgruesosy fmos aparecenorganizadosen la redconvencionalmente.Barra75nm.

FIGURAS41, 42. Micrografiasobtenidasde músculode bacalaoalmacenadoa -300C 36 y 49 semanas
respectivamente.El tiempode almacenamientose manifiestaen un mayoracercamientoentrefilamentos
gruesosque se refleja en un aumentode excentricidady aumentode fusionesentredichos filamentos
(—*). Barras75nm.

FIGURA 43. Secciónde músculode bacalaoalmacenadoa -3092 70 semanas.El aspectomorfológicomás
significativo serefierea un aumentodel númerode fusionesentrefilamentosgruesos(—*). Barra75nm.
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FIGuIiA 44. Micrografiasde músculode merluzacontrol y almacenadoa -2092 5 semanas.BarralSnm.

FIGURA 45. Seccióntransversalobtenidade músculo de merluza almacenadoa -2092 36 semanas.
Obsérvesela elevadaregularidaden la disposiciónde los filamentos gruesos.Fusionesentre filamentos
finos sonen cambioabundantesy entreéstosy filamentosgruesos.Barra75nm.

Fícu¡tx 46 a y b. Seccionesde músculode merluzaalmacenadoa -2092 63 semanas.Fusionesentre
filamentosgruesossonescasasaun existiendoen las miofibrillas signosevidentesde compresión.Apenas
seobservandiferenciasenla morfologíade los filamentosgruesoscon respectoal control. BarraslSnm.
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4. ESTUDIO MORFOMÉTRICO.

El estudio morfométrico permite el seguimiento de la deformación

experimentadapor la red hexagonal durante el almacenamientodel músculo en

congelación.Hay dos factoresfundamentalesque influyen a la hora de valorar los

parámetrosde la red. Por un lado en una secciónen la que el píano de corteno sea

normal al eje de la fibra el patrón hexagonalresultadistorsionado.En tal secciónla

distanciainterfilamento medidaa lo largo de los tres ejes principalesdel hexágono

puedeserdiferentey másgrandeo igual del valor real ( revisadopor Howgate 1979).

Porotro ladoesconocidoque el volumendelsarcómeropermanececonstantedurantela

contraccióny relajacióndel mismoporestudiosllevadosa caboporRayosX (Huxley,

1953, Elliot et al 1963, Brand . et al 1967) y que la distancia interfilamento varía

inversamenteconla raízcuadradade la longitud delsarcómero.Teniendoencuentaeste

principio y puestoque en músculopostrigor la longitud del sarcómerovaríade unosa

otros, ladistanciainterfilamentovariaráen funcióndel sarcómeroseleccionado.Poreste

motivo la deformación de la red hexagonalcausadapor el almacenamientoen

congelaciónno puedeserestimadamidiendoparámetrosde la red como por ejemplo el

diámetromáximodel hexágonoo inclusola distanciainterfilamento,puestoqueel valor

de tal parámetrovariaráde acuerdocon el gradode contracciónpostrigor.La evolución

de la deformaciónen función del tiempo de almacenamientoen congelaciónsería

inconsistente.

Para evitar este inconVenientela deformación de la red fue determinada

utilizando comoparámetrola excentricidad.El valor de la excentricidadindica el grado

de deformación,esdecir, cuantomayor seala deformaciónmayor seráel cambio de

excentricidad.El valor de esteparámetroes calculadomediantela expresión(DMAX2-

DMIN2/DMAX2) 1/2, que correspondea la excentricidadteórica de una elipsecuyo eje

mayoresel diámetromáximo del hexágonoy el eje más corto secorrespondecon el

diámetromínimo de dicho hexágono.A continuaciónse justificará el procedimiento

usadoparamedir el diámetromáximo y mínimo del hexágonoen relacióncon los ejes

de la elipsey porconsiguienteel cálculo delvalor de la excentricidad.
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Un hexágonogeométricamenteperfectopuedeinseribirsedentrode un círculo

siendoel valor de laexcentricidadcero.figura A.

De maneraanálogaun hexágonodeformadoporaproximaciónde dos ladosque

semantienenparalelossepuedeinscribirsobreunaelipsecomomuestrala figura 13.

En el empaquetamientodel músculo,los hexágonosformadospor los filamentos

soncuasiperfectos.Cuandoseproducela deformaciónpor la congelaciónprolongada,

estano esregular.Enestecaso,enel hexágonodeformadode formairregularsepodrían

dibujar múltiples elipses que ninguna inscribiría perfectamenteal hexágonocomo

muestranlas figurasC y D.

Paraevitaresteproblemasedefinióunaelipsede formaque sudiámetromínimo

coincidieracon el diámetromínimomedido en el hexágonoy el diámetromáximode la

elipsese correspondieracon el diámetromáximo de dicho hexágono.Utilizando esta

expresiónsólo esposible dibujar una elipse en cadahexágonodeformadoaunquela

deformaciónno seageométricamenteperfecta.Así en el casode un hexágonoperfecto

sedibujaríaunaelipsecomola mostradaen la figuraE cuyo valor de excentricidadsería

0.5.

Pormuy deformadoque estéunhexágono(incluso irregularmente)sólo sepuede

dibujarunaúnicaelipsecomolamostradaenla figuraF.
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Fig.E Fig.F

4.1. Estudio morfométrico en fibras musculares de bacalao (Gadus mor/zita) a -

200C y -300C.

Los valoresmediosde excentricidadcalculadosen seccionestransversalesbien

orientadaso ensu defecto ligeramenteoblicuasen músculosalmacenadosa -200C y -

300C en función del tiempo de almacenamiento(0,5,36,49y 70 semanas)aparecen

reflejados en las gráficas IX y X. De ellas se deduceque en músculode bacalao

almacenadoa -200C la excentricidadincrementaen funcióndel tiempohastallegaraun

punto (49 semanas)más allá del cual seregistranincrementosinsignificantesen los

valoresde dichoparámetro.En músculoalmacenadoa -300C en cambio, los valoresde

excentricidadincrementanenfuncióndeltiempoajustándoseaunaecuaciónpolinómica

de primer orden.Estosdatosponende manifiestoun incrementodel diámetromáximo

de los hexágonosen la red en relaciónal diámetromínimo duranteel almacenamiento

Fig. A
Fig. B

FigC
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del músculode estaespecieen congelación,datos que puedensercorroboradosen las

tablas1 y II dondeserecogenlos valoresmediosde los diámetrosmáximo , mínimo y

de excentricidad.Sin embargolas diferenciasen la distribución de los valores de

excentricidaden el mismo intervalo de tiempo para las dos temperaturasponen de

manifiestounamáslentaevolucióndelsistemaen el músculoalmacenadoa-300C.

El estudioestadístico(ANOVA) realizadoen músculode bacalaoalmacenadoa

-200C refleja diferenciassignificativasentrelos valoresde excentricidadal comparar

gruposde dos en dos en funcióndel tiempode almacenamiento(p<O.OS)exceptoentre

los músculosalmacenados49 y 70 semanas,asi como entreel músculocontrol y el

estadioinicial de almacenamiento(5 semanas).Parael músculoalmacenadoa-3 00C se

encontrarondiferenciassignificativas(p<O.OS)entreparesde gruposconexcepciónde

los grupospertenecientesa músculosalmacenados36 y 49 semanasy del mismomodo

que en músculoalmacenadoa -200C tampocoseencontrarondiferenciassignificativas

entreelmúsculocontroly el almacenado5 semanas.

4.2. Estudio morfométrico en fibras musculares de merluza (Merluccius

merluccius) a -200C.

En la figura XI se muestralos valoresmediosde excentricidadobtenidosen

músculo de merluzaalmacenadoa -200C durante0, 5, 36 y 63 semanas.Tras las

medidasrealizadasseobservaque los valoresde excentricidadno sufrenvariaciónen

los últimos estadiosde almacenamiento,hechoque tambiénreflejael estudioestadístico

que no muestradiferenciassignificativas en los valores de dicho parámetroentreel

músculoalmacenado36 y 63 semanas.Diferenciassignificativasfueron encontradasal

compararel restode los gruposentresí. Los valorésmediosde los diámetrosmáximoy

mínimo asicomolos de excentricidadaparecenrecogidosen la tablaIII.
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TABLA 1. Estudio morfométrico en músculode bacalao a -200C.
Semanas Diámetromáximo

0 66.4±4.9nm
5 67.5±3.5nm

36 89.3±6.2nm
49 88.5±5.9nm
70 86.7±5.0nm

Diámetromínimo
53.0±4.5nm
53.3±2.8nm
57.5±4.2nm
50.3±5.7nm
48.9±4.8nm

Excentricidad
0.60±0.07*
0.60±0.07
0.76±0.06
0.81±0.07
0.82±0.05

TABLA II. Estudiomorfométricoenmúsculode bacalaoa -300C.
Semanas biámetromínimo

0 53.0±4.5nm
5 64.3±3.6nm

36 60.9±4.2nm
49 54.1±4.6nm
70 47.5±7.3nm

Diámetro máximo
66.4±4.9nm
80.9±4.0 nm
84.6±5.0nm
75.5±5.8nm
77.2±7.0nm

Excentricidad
0.60±0.07
0.60±0.05
0.68±0.06
0.68±0.08
0.78±0.08

TABLA III. Estudiomorfométricoen músculode merluzaa-200C.
Semanas

5
36
63

Diámetromáximo
77.0±5.4nm
72.9±5.4nm
75.4±6.8nm
78.5±6.6nm

Diámetromínimo
58.9±4.5nm
47.6±3.2nm
53.0±4.4nm
54.8±5.5nm

Excentricidad
0.65±0.09
0.75±0.06
0.69±0.08
0.70±0.09

*Valoresde desviaciónestándar

Los valores de excentricidadmostradosen estastablas representanel valor medio de las
excentricidadesindividualesde cadahexágonomedido y no son el resultadode obtenerla
excentricidaddesdelosvaloresmediosde losdiámetrosmáximosy mínimos.
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5. ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO.

El estudio inmunohistoquimicose llevó a cabo en músculode bacalao(Gadus

mnorhua) a -200C en función del tiempo de almacenamientoutilizando un anticuerpo

monoclonaldirigido contra la cadenapesadade la moléculade miosina de fibras

muscularestipo II.

En las figuras XII y XIII se muestranlos resultadoscorrespondientesa dos

experimentosindependientesen los quelas condicionesde trabajo fueronidénticas.

En primerlugarcabedestacardiferenciascuantitativasen ladensidadde marcaje

obtenidoen ambosestudios.Así el marcajeobtenidoen la figura XII essuperioren un

20-40%al observadoen la figura XIII al compararlos resultadosde cadaespeciey

estadiode almacenamientoindividualmente.

El análisisde los datospermiteobservardentrode cadagrupoexperimentaluna

correlaciónenel marcajeobtenidoentrelas distintasespeciesy estadios.La estimación

cuantitativadel marcajeindica que la densidadde paniculasde oro (n0 de partículasde

oro4im2)detectadoen la bandaA en fibras muscularesde ratónutilizado como control

positivo es superior al encontradoen músculo de bacalao control (congelado sin

almacenar).

En músculo de bacalaodurantelos primerosestadiosde almacenamiento(10

semanas)no seobservandiferenciassignificativasen el porcentajede marcajeobtenido

con respectoal músculode bacalaocontrol. Las figuras XII y XIII muestranque la

densidad de marcaje disminuye significativamente en periodos largos de

almacenamientoen congelación(p<0.00l) de modo que el porcentajedel epitopo

detectadopor el anticuerpoen la bandaA de músculo almacenado49 semanases

aproximadamenteel 50% del obtenido en el músculo de bacalao contról y en el

almacenado10 semanas.Las figuras47 y 48 muestranel marcajeobtenidoenmúsculo

de bacalaoutilizadocomocontrol.

Las diferenciasen el número de panículasde oro reflejadas en el estudio
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cuantitativo pueden observarseen las figuras 49 y 50 que muestrande forma

representativala densidadde marcajeobtenidoen músculode bacalaoalmacenadoa -

200C durante49 semanas.

bacalaocontrol y almacenadoa -2092 10y 49 semanas.Lasbarras representan los
valoresde desviaciónestándar.

FIGURA XIII. Estudio inmunohistoquimico equivalenteal llevado a caboen la figura
XII.

FIGURA XII. Estudio inmunohistoqulmico llevado a caboen músculo de ratón y de
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FIGURAS 47 Y 48.Marcajeconoro coloidal(Y) obtenidoen músculodebacalaocontrol.Barras0.2$pim.

FIGURAS 49 Y 50. Micrografiasrepresentativasde la densidadde partículasde oro observadaen fibras
muscularesde bacalaotras el almacenamientodel músculoa -2092 durante49 semanas.El númerode
antígenosreconocidospor el anticuerpodirigido contra la cadenapesadade la moléculade miosina
disminuyesignificativamenteen estadiosavanzadosdealmacenamiento.Barras0.25pm.
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6. ESTUDIO AUTORRADIOGRAFICO SOBRE EL EFECTO DEL

FORMALDEHÍDO EN MUSCULO IN SITU.

El estudioautorradiográficotienepor objeto localizar el formaldehidomarcado

con C14 que seinyectóen músculode bacalao.Trasla inyeccióndel isótoporadiactivoy

suposterioralmacenamientodurante5 mesesa-100C el músculofue tratadocon ClK y

SDS, agentesque permitieron la extracciónde partede las proteínasmiofibrilares

quedandoun residuoinsolublesobreel que sellevó acabola autorradiografia.

La ventaja de llevar a cabo el estudio autorradiográfico sobre dicha fracción

insoluble frente a filetes inyectadoscon el isótopo estribaen que de estamanerase

consiguereducir la cantidadde material objeto de estudio.De estamaneraaumentala

probabilidadde detectarel compuestoradiactivo,dadoque el tamañode las muestrasa

procesarno superalos 2mm. Ademásde maneracomplementariase realizó un contaje

de actividad para asegurarla presenciadel material radiactivo en dicha fracción

insolubledetectándoseuna actividadde 0.905 Kbq/g. La autorradiografiaa microscopia

óptica se realizó de manerapreliminar con la finalidad de detectarel isótopoen las

seccionessemifinas, condición indispensablepara poder abordarposteriormenteel

estudio por microscopia electrónica. Morfológicamente los cortes semifinos de la

fracción insoluble muestranfragmentosde fibras muscularesen los que se detectael

bandeocorrespondientea los restossarcoméricosresistentesa la extraccióncon los

agentessolubilizantesClK y SDS. El 14C0H
2esdetectadoasociadoa áreasdentrode

algunosde estosfragmentosmuscularesformandoacúmulosde granosde plata. figuras

51 y 52.

En otraszonasel marcajeradiactivo que apareceesmuy similar al observado

fueradel tejido que esconsideradoruido de fondo,tratándosepor tanto de un marcaje

inespecífico.

La autorradiografiasobrelas seccionesultrafinas permite observarcon mayor

detalleel lugar dondeel formaldehídoesdetectadopor la emulsiónfotográficadentro

de los residuosmusculares.Esteaparecíaasociadoarestosproteicosdesorganizadosen
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los que resultaimposible identificar algunaestructurasarcoméricacomo seaprecíaen

lasmicrografiasmostradasen las figuras 53 y 54. A mayoresaumentosse observaque

dichosrestosproteicosaparecenformandoagregadosen los que esposible identificar

estructurassemejantesa las encontradasen agregadosobservadosen los estudios de

sobrenadantescomo seobservaen las figuras 55 y 56 que correspondena fragmentos

pertenecientesacélulasmuscularesdiferentes.Asimismodentrode estasáreasmarcadas

conel isótoporadiactivoesposibleidentificar zonasbandeadasque recuerdanrestosde

bandaA altamentedesorganizadascomomuestranlas regionesseñaladasen las figuras

57 y 58. El formaldehídodetectadoen estasáreasse encuentraasociadoaproteínasque

hanresultadoresistentesa la extracciónllevadaa caboporel ClK y el SDS, agenteque

actúa rompiendouniones secundariasy representasólo un 0.1 % del formaldehído

inyectadoinicialmenteal músculo,por lo quesedebepensarqueel restodel porcentaje

del formaldehídoenpaneno hayainteraccionadocon el músculoy por otro lado haya

sido extraídoporel SDS encontrándoseasociadoa las proteínasque han sido afectadas

poresteagente.

En otrasáreasdondelos restosmuscularesno presentanmarcajealguno,éstosse

encuentranorganizadosformando estructurassarcoméricasbien definidas donde se

identifican la bandaA y la línea Z, todas ellasaparentementecomo resultadode una

menosefectivaextracciónllevada a cabo por los agentessolubilizantes(figuras 59 y

60).
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FIGURAs51 y 52. Autorradiografiarealizadasobreseccionessemifinasde la fraccióninsolubleobtenida
tras el tratamientocon CIK y SOSdemúsculode bacalaoinyectadoconformaldehídomarcadocon ‘4C y
almacenadoposteriormentea -1092 5 meses.El marcajese detectaen determinadasáreasdel residuoen
formade acúmulosde granosde plata(—*). x 5.000.
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FiGURAS 53 y 54.Micrografíasobtenidasde la autorradiografiarealizadasobreseccionesultrafinasde la
fracción insoluble en CIK y SDS. El formaldehido (Y) aparece asociado a restos proteicos
desorganizadosen los que no seobservanestructurassarcoméricasdefinidas(—*). Barras1.1 ~xm.

FIGURAs 55 Y 56. Microscopiaelectrónicade transmisióna mayoresaumentosde áreasde la fracción
insoluble en las que se detectael isótopo.Los restosproteicos con los que apareceinteraccionandoel
formaldehídose encuentranformando agregadosde morfología semejantea los encontradosen los
estudiosde extractossolubles(—*). BarrasO.6gm.
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FIGURA 57. Áreas de la fracción insoluble en las que se detectael compuestoradiactivo tras la
autorradiografiapor microscopiaelectrónica.En algunosrestosde sarcómerosa los que se encuentra
asociadoel isótopo se observanestructurasquerecuerdanrestosde bandaA muy desorganizados(—*).
Barra0.Gim.

FIGURAS 58 y 59. Micrografias correspondientesa zonas de la fracción insoluble en las que el
formaldehídono aparece interaccionandocon las proteínas. En estas áreas los restos musculares
presentanestructurassarcoméricasaltamenteorganizadas(—*). Barras0.Gjxm.
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Las alteraciones en las proteínasde músculo durante la congelacióny el

almacenamientodel mismohan sido atribuidopor los investigadoresa un fenómenode

desnaturalizacióna pesarde la complejidadque entrañael término porla globosidadde

conceptosque se asociana él ya que los modelospropuestosal respectoincluyen

cambios de conformación de las proteínas,disociación de F-actomiosínaa O-

actomiosinaseguidaporun másbajo gradode disociaciónde estaúltima dentrode sus

componentesy en relación o independientementecon lo anteriormente descrito

fenómenos de agregación proteica. Nuestros estudios por microscopia electrónica

basadosen el análisis de extractossolubles y residuosinsolublesen sal y agentes

reductoresde distintostipos de enlacesquímicos asi como los estudiosmorfológicos

llevadosa cabosobremúsculoin situ permitenabordardistintos aspectosen relación

con laproblemáticaanteriormenteplanteada.

Laagregaciónaparececonfirmadapor la evoluciónmorfológicade las proteínas

presentesen los extractossolublesen sal de modo general independientementede la

temperaturay especiesconsideradas.
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Por un lado en dichaagregaciónaparecenimplicadoslos filamentosde actina

queenambasespeciesno presentanla estructuraen puntade flechadesdelos primeros

estadios.El más bajocontenidoen miosina a lo largo de los filamentosde actomiosina

en funcióndel tiempode almacenamientoencongelaciónesun fenómenodescritopor

Jarenbácky Liljemark (1975b). Aun teniendo en cuenta la temperatura de

almacenamientomás desfavorable(-100C), estos autores encontraronque a las 33

semanaspodíanidentificarse moléculasde miosina ancladasa filamentosde actina

extraídosde músculo de bacalao,lo que refleja que en nuestro estudio tienen lugar

importantescambiosen las propiedadesde la miosina en los que no se encuentra

implicado directamenteel procesode almacenamientoen congelación.Los filamentos

de actinaevolucionanen función del tiempo interaccionandoen las fraccionessolubles

en sal con ángulosentre90~l06oy formandopartede estructurasincipientesen forma

de anillo que evolucionanhacia la formación de agregadosde mayor tamaño que

contienendichasestructurasen mayornúmeroy con unamayordefiniciónmorfológica.

Por otro lado se detectala presenciade acúmulosproteicosconstituidospor fragmentos

de morfología equivalente a agregadosde la moléculade miosina visualizadospor

Sharpy Offer (1992). Ambos elementosapareceninterrelacionadosy conjuntamente

contribuyena formarpartede los agregadosde gran tamañoen los quepredominanlas

estructurasen forma de anillo que se han descrito en los últimos estadios de

congelación,cuya organizaciónresulta dificil de determinarpor la complejidad del

sistema,pérdidade morfologíade las proteínasimplicadasy densaaparienciade tales

agregadosque sugiereunaagregacióncomplejadeactinay miosina.La evoluciónde los

extractos desde músculo fresco donde predominan filamentos de actomiosina

individualeshastala formaciónde agregadosde alta densidaden músculocongelado

fueron asimismodescritospor Jarenbácky Liljemark (1975b).Una evolución similar

fue propuestaporMatsumoto(1980)apartir del análisispormicroscopiaelectrónicade

preparacionesde actomiosinaaisladade músculo.

La visualizaciónpormicroscopiaelectrónicade las proteínasextraídascon SDS

y ME enesteestudiobásicamentecoincidenmorfológicamenteindependientementede

la especiey temperaturade conservaciónconsideradasapareciendoen forma agregada
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mostrandoestructurasen formade anillo sin morfologíadefinida en el sentidode que

especiemolecular alguna puedeser identificada en las que se observanacúmulos

proteicosque en un elevadoporcentajepuedenestar constituidospor agregadosde

moléculasde miosina.La apariciónmás tempranacon anterioridada las 14 semanasde

dichas estructurasen los sobrenadantesS1, ~2 y S3 en músculo de merluzapermite

atribuir a estaespecieunamayorvelocidaden el fenómenode agregación.

El fenómenode agregaciónapareceasimismoconfirmado ennuestrosestudios

tal y comodescribióJarenbácky Liljemark (1975b)porun mayor gradode integridad

de las estructurassarcoméricaspresentesen la fraccióninsoluble en sal en función del

tiempo.La evoluciónde dichofenómenoesdependienteenprimer lugarde la especie,

de modo que enmerluzael fenómenode agregaciónaparecemás tempranamentecon

respectoa bacalaopor la aparicióndesdeel control de fraccionesinsolublesen sal,

mientras que la aparición de dichas fracciones insolubles no ocurre de modo

significativo hasta la semana22 en músculo de bacalao. La agregaciónparece

ralentizarseen el músculode merluzaa partir de la semana14 enambastemperaturas

por la apariciónde estructurassarcoméricasequivalentesen densidady morfologíaen

los agregadosP1 hechoa su vez corroboradopor las cuantificacionesbioquímicas.

Ademásestaescasadiferenciaen la morfología de las fraccionesinsolublesen sal se

correlacionacon escasoscambiosen los enlacesimplicados en la agregacióncomo

posteriormentesejustificará.

Por el contrario en músculo de bacalao existe una evolución efectiva del

fenómenode agregaciónque en músculopicadosetraduceen estructurassareoméricas

altamenteorganizadasen las fracciones insolubles P1 en los últimos estadiosde

almacenamiento,mientras que en músculo almacenadoa -20
0C aunqueno existen

diferenciassignificativasen la morfologíade la bandaA de‘los residuosinsolublesen

salni en los valoresde extractabilidada partir de la semana36, sí existenvariacionesen

la naturalezaquímica de la agregacióncomo ponen de manifiesto las variaciones

morfológicasde los residuosP
2 y P3 resultantesdel tratamientode la fraccióninsoluble

en sal progresivamentecon SDS y SDS±ME.
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Intraespecíficamentedebetenerseen cuentael gradode integridaddelmúsculoy

temperaturacomomuestrael hechode queel músculoalmacenadoa-200C muestrauna

menororganizaciónde los sarcómerosencontradosen las fraccionesP
1 con respectoal

músculopicadoy el hechode que en músculoalmacenadoa—30
0C aunen la semana63

elprecipitadoP
1 mostrababandasA de escasadensidady organizaciónmorfológicacon

respectoal músculoalmacenadoa-20
0C. Por el contrario en músculo de merluzala

temperaturano ejerceun efecto tan marcadopuesto que no se observandiferencias

significativasen relacióna la morfologíade las fraccionesinsolublesP
1 a -20

0C y -

300C.

Se ha realizadogran esfuerzo en establecerla naturalezade las reacciones

químicasen las que aparecenimplicadaslas proteínasmiofibrilares. La mayoríade las

aproximacionessebasanen estudiosbioquímicosde extractabilidadtras el tratamiento

progresivocon agentesque hidrolizandeterminadostipos de enlacesquímicos.Uno de

los problemasasociadosa dichosestudiosradicaen la imposibilidad de analizardesde

el punto de vista bioquímico las fracciones insolubles. Por ello la microscopia

electrónica de transmisión constituye una herramientaútil que permite obtener

informacióndirecta sobrela evoluciónquímica de la agregacióna travésdcl estudio

comparativode las fraccionesinsolublesobtenidastras el tratamientoprogresivode la

fraccióninsolubleP
1 con los agentessolubilizantesSDS y ME.

Los resultadosobtenidospermitenestablecerla importanciade la participación

de enlacesde naturalezasecundariaasi como de naturalezacovalentedisulfuro y otros

denaturalezano disulfiiro en la agregaciónde ambasespeciesaexcepcióndel músculo

de bacalao almacenadoa —30
0C que muestra escasaparticipación de enlaces de

naturalezacovalenteenel intervalo de tiempo analizado(63 semanas).Un análisismás

detalladomuestrala importanciade considerardistintosparámetros(gradode integridad

del músculo, temperaturay especie)que influyen de maneravital en la naturaleza

químicade la agregacióny la evoluciónde dichoproceso.

En músculopicadode bacalaoasi como enel almacenadoa—200C los enlacesde

naturalezasecundariajuegan un papel fundamentalen la agregaciónen el primer
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periodode almacenamiento,mientrasque una contribuciónmásimportantede enlaces

de naturaleza covalente aparece en estadios más avanzados de congelacion.

Correlativamenteen el tiempo los enlacesde naturalezadisulfuro aparecenpreviamente

hecho que se manifiestaen que a las 36 semanasel mercaptoetanoles capazde

solubilizarlos agregadosP2ensutotalidaden casodel músculoalmacenadoa—20
0C. En

esteperiodode tiempo el músculopicadomuestraescasosrestosproteicosen la banda

A en el residuo P
3 Posteriormentela presenciade bandasA de mayor densidady

organizaciónen las fraccionesinsolublesP3 progresivamentea partir de la semana36

comoresultadode unainefectivaextracciónllevadaa cabopor el mercaptoetanolhace

pensarenuna mayorcontribuciónde otros enlacesde naturalezacovalenteno disulfuro

en el procesode agregaciónenel último periodode almacenamiento.

La temperaturapareceserde vital importanciaen músculode bacalaosobrela

naturalezade los enlacesimplicadosen la agregación,puestoque el músculode bacalao

almacenadoa —3 0
0C muestraparticipación fundamentalde enlaces de naturaleza

secundaria,manifestándosela presenciaincipientede enlacescovalentesdisulfuro a las

49 y 63 semanas.Desdeel punto de vista cualitativo la escasadensidadde material

presenteen los sarcómerosde las fraccionesP
1 y P2 a las 49 semanascon respectoal

músculoalmacenadoa -20
0C demuestralaparticipaciónde un menornúmerode enlaces

de naturalezasecundariay disulfuroen la agregación.

En músculo de merluza los enlaces de naturaleza secundaria,covalentes

disulfuro y no disulfuroaparecenclaramenteimplicadosen la agregación.La evolución

paralelade las fraccionesinsolublesa las dostemperaturashacepensaren una menor

influencia de este parámetroen la naturalezade los enlaces formados durante la

congelaciónen estaespecieaunquela apariciónde enlacescovalentesno disulfuro es

algoposterioren músculoalmacenadoa-300C (semana22).

En esteestudioaparecendiferenciasinterespecíficasimportantesreflejadasenel

diferente comportamientode la merluza frente a los distintos agentes.Enlaces de

naturaleza’secundariase detectanen merluzadesdeel control. La apariciónde enlaces

covalentesseproducetempranamentecon respectoal bacalao.En músculode merluza
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almacenadoa -200C en la semana14 se detectala presenciade enlacesde naturaleza

covalentedisulfuro y no disulfuro que permitenobservarfraccionesinsolublesP
2 y P3

equivalentesenmorfologíay densidada las encontradasenmúsculode bacalaoa esta

temperaturaporencimade las 49 semanas.Sin embargoapenassedetectamodificación

de los enlacesimplicados en la agregacióncomo pone de manifiesto la semejanza

encontradaen las micrografiasde las fraccionesP2 y P3 a partir de la semana14 de

almacenamiento.

Una de las dudasque seplanteóduranteel trabajo experimentalfue que las

condiciones de extracción de las fracciones insolubles P1 con SDS no fueran

suficientementeagresivasy que dichasfraccionesinsolublesresidualesP2 resultantesno

fuesendebidasa la presenciade enlacescovalentessino a la incapacidaddel SDS de

romper la totalidad de los enlacesde naturalezasecundaria.Paracomprobardicha

hipótesisse plantearonunos experimentoscomplementarios,no incluidos en nuestros

resultados,en los que las fraccionesP1 se tratabancon agentescapacesde hidrolizar

enlacesde naturalezasecundariamás agresivos(urea 8M y SDS 5%) obteniéndose

igualmenterestosproteicosen labandaA resistentesa laextracciónquedemostrabanla

presenciade enlacescovalentes.

La presenciade enlaces de naturalezasecundariaen la agregaciónha sido

ampliamenteaceptadaincluidaslas especiesobjetode estudio(Connelí 1965,Tsuchiya

1980, Lim y Haard 1984). Mayor controversiareviste el aceptarla participaciónde

enlacesde naturalezacovalentedadala variabilidadde los resultadosobtenidospor los

distintosautores.La evidenciade que puentesdisulfuro contribuyena la agregaciónse

obtuvo al encontrarque la adiciónde agentesquereducenlos puentesdisulfuro reducía

la insolubilizaciónde las proteínasdurantela congelación(Lim y Haard 1984) y por

medidadirectade lacisteinalibre en las proteínasagregadas(Mao y Sterling 1970, Lim

y Haard1984).

Nuestrosresultadosparecencontradeciraquellosobtenidospor Connelí (1965)

quien concluye que la mayoría de los enlacesintermolecularesque se forman entre

proteínasmiofibrilaresen músculode bacalaosonde naturalezasecundaria.Noobstante
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sus estudiosse extiendenexclusivamentehastala semana29, mientrasque en los

nuestrosenmúsculode bacalaoa -200C,hastala semana36 no esevidentelapresencia

de enlacescovalentes.En estudiosposterioresextensivoshastala semana52 llevadosa

caboporesteautorse ponede manifiestoun incrementoen laconcentraciónde proteína

no extraídacon SDS.Ademásla solubilizaciónen SDS no pruebala ausenciade enlaces

covalentes,puestoqueagregadosproteicosen los que existanenlacescovalentespueden

ser solublesen esteagente.Así Matthews et al. (1980) encontraronagregadosde alto

pesomolecular en músculo picado de bacalao que no entrabanen los geles de

poliacrilamidainvolucrando a la miosina en la agregacióna través de la formación

inicial de puentesdisulfuro, seguidoen un estadioposteriorpor la formaciónde otros

enlacescovalenteshastaquela miosinaresultabatotalmenteagregadaporestosúltimos

enlaces.Owusuy Hultin (1987)encontraronasimismoque un 2% de la proteínatotal

estabacompuestapor agregadosde alto pesomolecularque estabancompuestospor

enlacescovalentesde naturalezano disulfuro.

En otrasespeciesLim y Haard(1984)despuésde la solubilizaciónenSDS y ME

encontraronagregadosde alto peso molecularde entre aproximadamente5.105~l06

daltons que representabanun porcentajesignificativo del residuo insoluble en sal,

resultadosqueindicabanla formaciónde enlacescovalentesdenaturalezadisulfurocon

una consiguientedisminución de los grupos SH asi como la participación de otros

enlacescovalentescomolasbasesde Schiff en la agregación.

Tsuchiyaet al., 1980 en un sistemamodelo con actomiosinaaisladaconcluyela

formaciónde enlacesenlacesde naturalezajónica,puentesde hidrógeno,hidrofóbicosy

disulfuro.

En nuestro estudio se han detectadoademásla presenciade agregadosde

naturalezacovalenteno disulfuro tras el análisis bioquímicode los sobrenadantes.Al

estudiarlos perfileselectroforéticosde las fraccionesS
1 S2 y S3 en ambasespeciesdel

Mazo (1997) observóun incrementoen la intensidaddelpico 1 en función del tiempo

debidoa un aumentode los agregadossolublesde alto pesomolecularenestafracción

formadaporproteínasagregadaspor enlacesdenaturalezacovalenteno disulfuro.
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Un segundoaspectoquepuede serabordadoa partir de nuestroestudiode las

fraccionesinsolublesserefierea las proteínasimplicadasen el procesode agregación

así como el nivel y mecanismopor el que tiene lugar dicho fenómenoa partir del

análisismorfológicode lasproteínasresistentesala extraccióncon los distintosagentes.

En nuestroestudiola agregaciónsemanifiestafundamentalmenteen variaciones

morfológicasen labandaA en relaciónavariacionesenla densidadde materialproteico

retenidoen dicha bandao en la morfologíade los filamentosgruesos,hechosque se

atribuyena la formación de enlacesen las que seencuentranimplicadasmoléculasde

miosina.La implicación de la miosinaen la agregaciónhabíasido descritaen estudios

ultraestructuralespreviosporJarenbácky Liljemark (1975b).Estosautoresobservaron

en sus estudiosde residuosinsolublesen sal una mayor retenciónde la bandaA que

atribuyeron a una progresiva agregaciónde moléculasde miosina dentro de los

filamentosgruesos.Asimismonumerososestudiosbioquímicosconfirmanla agregación

entrelas moléculasde miosinaButtkus(1970, 1971, 1974),Matthewset al. (1980),Ang

y Hultin (1989),del Mazo (1997).

A pesar de ser un hecho que la miosina se agrega,el diferente aspecto

morfológico encontradoenlabandaA de las fraccionesinsolublesen sal de los distintos

especímeneshacepensarqueelmecanismoo nivel al quetienelugarla agregaciónentre

las moléculasde miosinaseadistintoen funciónde unaseriede parámetros.

Las bandasA de los residuosinsolubles en sal pertenecientesa músculode

bacalaoalmacenadoa -200C durante36 semanasmuestrarestosproteicosescasamente

organizadosformando filamentos gruesos.Incluso en el estadio más avanzadode

almacenamientotampocoseobservaun predominio de talesfilamentos.No ocurreasí

enmúsculode merluzaa -200C queinclusoa las 14 semanasmuestraen las bandasA de

los residuosmiofibrilares en sal un aspectomásorganizadodebido a la presenciade

filamentosgruesosclaramenteidentificables.Este hechoaparecetambiénreflejadoal

comparar las fraccionesP
2 de músculode merluzaa -20

0C que muestranasimismo

filamentosgruesosmenosafectadosen la bandaA tras el tratamientodel precipitadoP
1

con SDS con respectoa la fracción P2 de músculode bacalaoa estatemperatura.Este
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fenómenopuedeasimismoobservarseal compararlas fraccionesinsolublesde ambas

especiesalmacenadasa-300C.

Estos resultadospermitenhipotetizar que en merluzaexistaun predominiode

agregaciónintermolecularentre moléculasde miosina a nivel intrafilamento desde

estadiostempranosde almacenamiento,en los que ademáspuedeexistir una notable

participaciónde enlacescovalentesque setraduzcaen un mayor empaquetamientode

las moléculasde miosina en el filamento gruesoque impidan su disolución tras la

acciónde los agentessolubilizantes.En músculode bacalaoaunqueexisteunamayor

contribuciónde agregaciónde miosinapor la formación de enlacesentre filamentos

gruesos como demuestranlos estudios morfológicos no se puede descartar la

panicipaciónde enlacesentre moléculasde miosina intrafilamento.Las diferencias

morfológicas observadasen los residuos insolublespueden ser explicadaspor la

existenciade un mecanismode desnaturalizacióndiferente en ambasespeciesque

refleje asimismoel diferenteritmo de agregaciónobservadoentreellas. Si se supone

queenbacalaonoexisteunpredominioen los primerosestadiosde almacenamientode

agregaciónsino unpredominiodel fenómenode desnaturalizaciónentendiendocomotal

alteracionesde la conformación,estopuedeconducira unadesorganizacióno alteración

del filamentoparalelao previaa la agregaciónde modo que la estructuradel filamento

sea más afectaday menos fácilmente reconocible tras la acción de lós agentes

desnaturalizantes.

En contrapartida, la temprana agregaciónobservadamúsculo de merluza

confirmadatanto bioquimicamentecomo por el estudio de las fracciones insolubles

entre las moléculasde miosina en los filamentosgruesosquizá seanresponsablesdel

mantenimientode la estructuray menoragresividadde los agentespara disolver los

filamentos gruesoslo que explica su detecciónen los agregados.Por otro lado, en

músculopicadode bacalaoel fenómenode agregaciónaparecemástempranamentey

ocurre de forma más intensivaque en el músculo intacto, lo que podríaexplicar la

presenciade filamentos gruesosmejor definidos que los observadosen residuos

obtenidosa partir de músculo intacto á la misma temperaturay mayor semejanza
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morfológicaobservadaentrelas micrografiasde músculode merluzay músculopicado

de bacalao.

Asimismo ladiferenciaenel comportamientoobservadoen músculode bacalao

a las dostemperaturaspuedeserel reflejo de que el procesode desnaturalizaciónestá

ralentizadoatemperaturasmásbajas.

Estahipótesis sobre las diferencias en el mecanismode desnaturalizaciónde

ambasespeciesaparececorroboradapor estudiosbioquímicoscomplementariosquedel

Mazo (1997) llevó a cabo paralelamentea los de extractabilidaden las mismas
2+fracciones solubles basadosen la determinaciónde la actividad Ca ATPásica,

parámetroindicativo de la funcionalidadde la miosina que ha sido utilizado para

evaluarla desnaturalizaciónde la misma por efectode la congelación.Estos estudios

demostraronun comportamientodistinto en lo referente a la evolución de la

desnaturalizaciónde lamoléculade miosina en funcióndel tiempoen las dos especies.

Esteautorencontróunadisminuciónsignificativade la actividadATPásicaen músculo

de bacalao que atribuyeron a una desnaturalizaciónprogresiva y especialmente

significativade la miosinaen los primerosestadiosde almacenamiento,de modo queen

la semana22 el valor descendíadesdeun valor obtenidoen el músculocontrol de 0.15

hasta0.025 de modo quea las49 y 63 semanasel valor de la actividadATPásicaescero

y no ala presenciade unamenorcantidadde miosinaen el extracto.Ademásseobservó

unadesnaturalizaciónmásacusadade la moléculade miosinaa -200C. Al compararlos

resultadosobtenidos al medir la actividad 2± ATPásica en músculo de merluza

concluyeronque durantela conservaciónexistían dos etapasen lo referentea este

parámetro.En una etapainicial apenasse modificabala actividad de la miosina del

extracto~1, indicativo de queen los estadiosinicialesla desnaturalizacióneraescasa(el

valor inicial de dichaactividadinicialmenteerainferior a 0.04 y no semodificabahasta

la semana22). Al final del almacenamientoen cambio no sedetectó actividad de la

misma.Sin embargoel datomássignificativo esque la calidadinicial de lamiosinaera

inferior a la extraídade músculode bacalao,que semanifiestapor unos valoresmás
2+bajosde la actividadCa ATPasicay unosvaloresmáselevadosde hidrofobicidadlo
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que puedejustificar que el fenómenode agregaciónhaya sido tan rápido desdeel

comienzo,ya queen algunosestudiossehademostradoque la desnaturalizaciónprevia

de las proteínasacelerael procesode agregaciónposteriory quizádemuestreque la

agregaciónexija una desnaturalizaciónprevia de las proteínascomo habíansugerido

Ang y Hultin (1989)en un modelo que diseñóparaexplicar los resultadosen miosina

aisladay Soteloy Mackie(1993),lo que llevaa plantearsela importanciade la calidad

inicial de la proteína,parasu comportamientoposteriorduranteel almacenamientoen

congelación.

Las mismas conclusionessobre la evolución de la desnaturalizaciónde la

moléculademiosinapuedenserextraídasa partir de experimentosparalelosllevadosa

caboporesteautorbasadosen la medidade la hidrofobicidadsuperficialde lamolécula

de miosina.Lamedidade esteparámetrosebasaenel hechode quela desnaturalización

asociadaa la congelaciónse traduceen la exposiciónde los grupos hidrofóbicos

detectándosecomo un incrementode la hidrofobicidad superficial. El análisis en

músculode bacalaomuestraun incrementode la exposiciónde los gruposhidrofóbicos

en los primeros estadiosde congelaciónsuperiora los observadosen merluzay una

tendenciamásclaraala disminuciónde los valoresde hidrofobicidadsuperficialapartir

de la semana14 quepuedenserexplicadosporun aumentodelfenómenode agregación

que reduceel númerode grupos hidrofóbicosexpuestos.En merluzalos valoresde

hidrofobicidadsuperficialeransuperioresa los obtenidosen músculode bacalao,pero

el valor de esteparametrono sufría modificacionessignificativas a lo largo de la

congelación.

No puededescartarsequelas diferenciasobservadasenel comportamientode las

proteínaspuedanseratribuidastotal o parcialmentea otros factoresno estrictamente

relacionadoscon la especiecomo factores intrínsecosrelacionadoscon la fecha de

captura,estadonutricional,madurezsexual)que puedaninfluir en el estadoinicial de la

proteína.

La desnaturalizaciónde la moléculade miosinaquedó asimismopatenteen los

estudios de extractos solubles. Las moléculas de miosina polimerizan de modo
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convencionallado a lado para la formación de filamentossintéticosa PH 6-8 y una

fuerza iónica baja 0.1-0.3 (Huxley, 1963, Kaminer y Belí, 1966). Estas moléculas

aparecenen los extractossolublesobtenidoscon solucionessalinasde fuerza iónica

0.6M y PH 7 asociadaa la actina en forma de actomiosinao como moléculas

individualesque no puedenservisualizadaspor tinción negativaya que sondestruidas

pordichatécnicade modo queessólo visualizabacombinadacon la actina,agregadaen

formade filamentosgruesoso mediantemodificacionesen latécnicade tinciónnegativa

consistentesen irradiarel soporteconluz ultravioleta.

En nuestroestudiosedemuestrala existenciaen los extractossolublesen sal de

elementosproteicosagregadosde morfologíasemejantea filamentosfonnadosen los

extractos solubles en sal a partir de moléculas de miosina en condicionesmuy

específicas.Existe enormesimilitud entre los agregadosconstituidos por partículas

proteicas globulares observadosen nuestro estudio y estructuras descritas por

Matsumoto et al., 1977 en micrografias obtenidascuando soluciones de miosina

almacenadasen congelacióneran tratadasen solucionesde baja fuerza iónica para

reconstituir filamentos. Este caso en el que se imposibilita la agregaciónde las

moléculasde miosinaparaformar filamentossejustificapordesnaturalizaciónde dichas

moléculasdurantesualmacenamientoen congelación.En nuestroestudioel significado

de la apariciónde estasestructurasen los extractossolublesqueno deberíanencontrarse

aestafuerzaiónicasonsignosde agregaciónentremoléculasde miosína.

Estosagregadosproteicosdescritosen las tincionesnegativasse correlacionan

con las encontradasporotrosautoresen relacióncon la desnaturalización-agregaciónde

la moléculade miosinaporefectodel calory PH y elmecanismode formaciónde geles

a partir de estasmoléculas.Sharpy Offer (1992) examinarona nivel molecularpor

microscopiaelectrónicade transmisiónaplicando la técnica de tinción negativa los

agregadosformadoscuandosolucionesde miosina en elevadasconcentracionesde sal

0.6M ClK PH 6.5 se calientan entre 30 y 600C. Estos autoresencontraronestados

intermediosde agregaciónen función de la temperatura.Despuésde calentara 300C

durante30 minutosno detectaronningúncambioen la estructura.Despuésde calentara
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350C durante30 minutoslasdoscabezasde algunasmoléculasdemiosinaseuneny se

formanalgunosdímerosporagregacióna travésde las cabezas.Despuésde calentara

400C 30 minutosseproducela agregacióna travésde la cabezade 13 moléculasde

miosina o másparaformar masasglobularesde 6Onm con las colas irradiando hacia

fuera.A temperaturasmásaltasestosoligómerosligadospor la cabezaseagreganpara

formar otros de mayor tamaño (oligómeroscompuestos)y las colas apenaspueden

distinguirse. A 600C la agregaciónes masivay los oligómeroscompuestosformados

contienenun elevadonúmerode masasglobularesde 100-200nm hasta1 ¡m mientras

ningunatrazade colapuedeseridentificadaa estatemperatura.

Estosacúmulosproteicosu oligómerosvisualizadosa 600C portinción negativa

son de morfologíaequivalentea los encontradosen las fraccionessolublesS
1 S2 y 53

obtenidas en nuestro estudio que habíamos sugerido estaban compuestas

fundamentalmentepor moléculasde miosina.Ha sido propuestopor estosautoresque

estosglóbulos esténformadospor interaccionesde las moléculasde miosina cabeza-

cabeza,aunqueno descartanque las interaccionescola-colapuedanserimportantesa la

horade formar las ramasy enlacesde la red delgel.

Pormedidasde calorimetríadiferencialde barrido realizadasporFretheimet al.,

1985 ha sido demostradoqueseproducedesnaturalizaciónde las moléculasde miosina

por la presenciade un PH ácido inferior a 5 que afectaa la forma moleculary las

interaccionesde la miosina, manifestándoseen que en geles formados en estas

condicionessedetectanagregadossimilaresa aquellosque hansido observadosaPH 6

y 0.6M en un rango de temperaturaentre 40-45
0C y asimismo lo atribuyeron a

interaccionesfundamentalmentecabeza-cabezay otras interaccionescola-coladistintas

de las convencionalesabajafuerzaiónica. Estosautoresasimismoencontraronque los

filamentosformadosa partir de moléculasde miosina en estascondicionesa menudo

interaccionanformandoángulosaproximadamenterectos en los que la longitud de los

filamentos entre las zonas de unión variaban en un rango entre 200-60011m. Las

estructurasdescritasenestascondicionespresentananalogíacon estructurasobservadas

en los sobrenadantes,formandoparteen ocasionesde las estructurasen formade anillo.
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No sepuededescartarquela agregaciónde las moléculasde miosinapuedatener

lugarparcialmenteen la soluciónsalinaunavezque la proteínaha sido extraídade una

maneraequivalenteal mecanismode formaciónde geles,aun así sepuedeconcluir que

las moléculas de miosina durante la congelación se desnaturalizanformándose

agregadosen los que puedanestar ampliamenteimplicadasinteraccionesentre las

cabezasde las moléculasde miosina dando lugar a estructurasproteicas como las

descritas,fenómenoque ademásocurre de maneramássignificativa y tempranamente

enmúsculode merluza.

El estudioinmunohistoquimicoasimismoha permitido constataruna alteración

de la estructurade la cadenapesadade la moléculade miosina por efecto de la

congelaciónque quedapatenteen la disminución significativa en la densidadde

partículas de oro detectadasen función del tiempo de almacenamiento.El

desconocimientodel epitopo exacto reconocidopor el anticuerpomonoclonalimpide

obtenerexactainformaciónsobreel fragmentode la moléculaalterada.Estosresultados

preliminares revelan que la inmunohistoquimicapuede ser utilizada como una

herramientaútil mediante el empleo de anticuerposespecíficoscontra secuencias

concretasde la moléculade miosinaquepodríanaportarinformaciónmásexactasobre

su posible mecanismo de desnaturalización.La inmunoelectromicroscopiaha

constituidola mejor fuenteparaobtenerinformaciónsobrelocalizacionesespacialesde

sitios funcionalessobre la cabezade miosína mediantemapeosrealizadossobre la

moléculaquehanpermitidoun conocimientomásexhaustivode la misma. Sutohet al.,

1989 desarrollaronanticuerposespecíficoscontrapéptidos sintéticoscuyas secuencias

correspondíana una región alrededordel residuo de lisina reactivo y dos regiones

sensiblesa proteasasllamadas unión Jí y J2. El examende los complejos miosina-

anticuerpopor técnicasde réplica reveló la posición exactade estasregionesen la

molécula.

Trasel estudioinmunohistoquimicocabedestacarlos bajosvaloresobtenidosen

densidaddepartículasde oro por gm2 de bandaA enel control con respectoal número

de moléculasque puedenresultaraccesiblesal anticuerpoen la región más superficial
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de la sección.Estapérdidade antigenicidadpuedeserjustificadaenparteporunaserie

de condicionantesrelacionadoscon la accesibilidad del anticuerpoal tejido y el

mantenimientode los determinantesantigénicos(el proceso de fijación y posterior

deshidratacióncon un solventeorgánicoconlíevaa la pérdidade antigenicidaden un

40-65%alo quesedebeañadirla acciónde los monómerosde la resmay de estaúltima

que suponeuna pérdidade antigenicidaden el caso del Lowicryl de un 60-70%).

Factoresde estanaturalezajunto con la utilización de diferenteslotes de anticuerpos

puedenjustificar las diferenciasobtenidasen elmarcajeen los dosexperimentos.

En relacióncon la actinaresultamáscomplicadoextraerconclusionessobresu

alteracióna partir de estosestudios.No se puededescartarque la actinaestéimplicada

en la agregacióncomodemuestrala presenciade interaccionesentresí de filamentosde

actina observadosen las tincionesnegativas,filamentosque ademásparticipanen la

formación de agregadosde gran tamaño interaccionandoincluso con la miosína.

Ademásdesdeel punto de vista morfológico la actina participaen la formación de

fusiones con todo tipo de filamentos, fenómeno especialmenteconstatableen

miofibrillas de merluzadondesoninclusodistinguibleshilerasconstituidaspor fusiones

de filamentosfinos. Las fraccionesinsolublesponende manifiestounamayorpresencia

de filamentosde actinaen el agregadoP1 de músculopicado de bacalaoy músculo

almacenadoa -20
0C, mientrasque en merluzason escasamenteidentificadosen los

últimos estadiosde almacenamiento.Sin embargola contribucióna la agregaciónde la

actinapareceinferior a la miosina,hechoconfirmadopor los estudioselectroforéticos

que pusieronde manifiestouna disminuciónde la cantidadde estaproteínaen ambas

temperaturasperosignificativamenteinferior a laobservadaparala miosina.

La estabilidadde laactinafrentea la miosinaha sido demostradaenlos trabajos

de Connelí (1962)en músculode bacalaoa lo largode 30 semanasa -140C. Resultados

opuestosfueronobtenidosporMatsumoto(1980)a partir de estudiosllevadosa caboen

sistemasmodelo con actinaaisladade camacongeladay almacenadaa -200C dondese

obs¿rvódesnaturalizaciónde actina.
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La agregaciónconstatadadesdeel punto de vista bioquímicoy ultraestructural

por los estudiossobreextractossolublese insolublesaparecereflejadaen los estudios

morfológicosrealizadossobremúsculoin situ.

El fenómenomásdestacabledesdeel punto de vistaultraestructuralencontrado

enmúsculode bacalaoeslapresenciade un elevadonúmerode fusionesinterfilamento

enavanzadosestadiosde congelacion.

Se ha prestadoespecialatencióna los filamentosgruesosdadoque el aumento

del númerode fusionesentreestetipo de filamentoses máspatente.Por otro lado la

mayoríade los estudiosultraestructuralespreliminaresse han basadoen estetipo de

filamentos, en parte porque los filamentos finos se desorganizanperdiendo su

disposiciónmástempranamente.Ademásdesdeel punto de vista bioquímicocomo se

hamencionadoanteriormentela miosina es la proteínamás afectadaen el procesode

congelación.Los estudiospormicroscopiaelectrónicaconvencionalrealizadoshastala

fechaencondicionesequivalentesno habíandescritoestefenómenoquenosotroshemos

encontradode formaextensivaen músculode bacalaoa ambastemperaturas-200C y -

300C enestadiosavanzadosde almacenamiento.Unicamentesehabíaenunciadoquela

congelaciónpodía inducir la alteracióndel patrón hexagonalsin especificaren que

maneraseproducíadichaalteración(Jarenbácky Liljemark, 1975a,Aitken y Connelí,

1977).La direccionalidaden las fusionespatenteen la mayoríade las micrografiasen

músculode bacalaoparecemostrarel efecto de algúntipo de fuerza fisica que opera

empujandoy desplazandolos filamentos de su posición original en la red. La

importanciade la transición de la fase acuosaa hielo pareceestarpresenteen estos

cambios morfológicos ya que ésta conlíeva cambios fisicos importantes,como se

detallaráacontinuación.

La cantidadde aguacongeladarepresentael 75% del aguaa -50C y un 86% a -

1 50C, aproximándosea un 92% por debajode -200C. El 8% restantelo constituyeel

aguade hidrataciónde las proteínasy permaneceno congeladaa -350C. Los solutosse

concentranen el aguano congeladaalcanzándoseunafuerzaiónica de lM a -50C y 2M

a -150C. Esteincrementode la fuerzaiónicacambialos coeficientesde actividadde las
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sales que tamponanel PH causandoel cambio de PH. Como puedeobservarselos

cambiosasociadosal aguamodificanasimismoalguno de los parámetrosque se han

propuestocomo responsablesde la desnaturalizaciónexperimentadapor las proteínas

duranteel almacenamientodelmúsculoen congelación.

Un aspectoa teneren cuentaes la influencia del modo de congelación.Si la

congelaciónes muy rápidapor inmersiónde unamuestrapequeñaennieve de CO2 o

nitrógenolíquido o por enfriamientocontrauna superficiemetálicaseforman cristales

de hielo muy pequeños,dentro y fuera de las células musculares.En la práctica

comercial, el enfriamiento ocurre más lentamente especialmenteen tejidos más

profundos de modo que se forman menos y más grandescristales de hielo. Estos

cristalesde hielo sesitúanfundamentalmentefuera de las células,debido al másbajo

puntode congelacióndel espaciointracelulary parecencrecera expensasdel volumen

de las fibras muscularesformandouna red coluninar anastomosadaalrededorde las

fibras entrandoinclusoenellas.Las dimensionestransversalesde las columnasde hielo

puedenser400 gm, queesmayorqueel tamañode las fibras musculareso los espacios

llenos de fluido presentesen músculoen rigor alrededorde los paquetesde fibras. La

deshidrataciónde las fibras musculareses seguidapor una confraccióntransversal

sustancialdelas fibras,sobreun 40%del áreainicial transversal.Estacontracciónde las

fibras durantela congelacióny suposterior“rehinchamiento”durantela descongelación

puedejustificarsepor el hechode que cuandolos cristalesde hielo crecenen fluidos

extracelulares,los solutosincluidosproteínassolublesestánmásconcentradosen la fase

líquida. El potencialquímico del aguaen estafasecaeráparaigualar el del hielo y la

presión osmótica aumentará. Además si la concentración de sal aumenta

suficientementesepuedeproducirla despolimerizaciónde los filamentosgruesoslo que

supone una contribución osmótica importante para producir una presión de

hinchamiento.Así la presiónosmóticageneradapor la formación del hielo estaráen

contrade la oposiciónestablecidaporunapresiónentrópicade hinchamiento(Offer y

Knight,1988).Al descongelar,lapresiónosmóticaexternadisminuyecuandolos solutos

lleganaestardiluidosporel hielo quesedescongelay las miofibrillas serehincharánen

funciónde laspresionesde hinchamientoelectrostáticas,mecánicasy entrópicas.

121



DISCUSION.

Aunquese intuye que una considerablealteraciónde la estructuramiofibrilar

debeocurrir asociadaal procesode congelación,sin embargola ultraestructuraen el

estadocongeladoincluyendo los estudiosbasadosen el gradode contracciónde la red

de filamentosy su regularidadno han sido muy abundantesy los existentesresultan

contradictorios.

Estudios por microscopiaelectrónicarevisadospor Offer y Knight (1988)

mostraronque cuandofibras muscularesaisladasse congelanlentamentea -2.50C la

estriaciónregulardesaparecíamientrasque éstasrecuperabansuapariencianormal tras

la descongelación.Aproximacionesen músculode pescadopormicroscopiaelectrónica

y difracciónde rayosX llevadosa caboporLiljemark (1969)y Aitken y Connelí(1977)

sugeríanque despuésde la descongelaciónel patrón regularde filamentosgruesosy

finospresentaelmismoespaciamientoenla red quelas muestrasdescongeladas.

Por otro lado sedebenteneren cuentalos experimentosrevisadospor ConnelI

(1968)en los que selleva a cabola fijación de músculode bacalaodirectamentedesde

el estadocongelado.Las seccionesobtenidasmuestranque en el estadocongeladoel

reordenamientohexagonalregular de los filamentos puedeser distorsionadoen un

reordenamientomásalargadocomo resultadode unacontraccióndebidaa la migración

del aguaen la caramás cercanaal cristal de hielo y/o la compresióna la que seve

sometidala reda lo largo de una líneaaproximadamentenormala la caradel cristal de

hielo. Como resultadolos filamentoscortadostransversalmenteaparecencomo líneas

continuasdispuestasnormalesa la caradel hielo en lugar de la red regularde puntos

visibles que se observan en el músculo descongelado.La implicación de este

reordenamientoesquepuedentenerlugar interaccionesentre las moléculasde proteína

sobrela superficiede los filamentossituadosen el plano 10-10enel músculocongelado

que no ocurraen músculono congelado(FiguraXIV) debidoa que la distanciaentre

filamentosgruesoso entrefilamentosfinos entresi en el estadocongeladoesmenorque

la distanciaentrefilamentosgruesosy finos, mientrasque en el estadono congeladola

distanciaentrefilamentosgruesosy finos es siempremenorque la distanciaentre los

dostipos de filamentos.
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FIGURA XIV. Diagramaquemuestrala direcciónde lacontracciónenel plano 10-10
porefectode los cristalesdehielo

Este fenómenorecogido por Connelí se correspondemorfológicamentecon

muchas de las micrografias obtenidasen nuestro estudio en músculo de bacalao,

justificandolas hilerasde filamentosgruesosfusionadosenlamismadirección.Porotro

lado hay que teneren cuentaque no es el único mecanismode alteracióndetectado

puestoque tambiénseobservanmiofibrillas enestadiosavanzadosde congelaciónen

los que aparecenmiofilainentosgruesosfusionadosen distintasdireccionesasi como

miofibrillas enlas que fusionesapenaspuedenseridentificadas.Es remarcableel hecho

de que los estudiosde Connelí se llevaron a cabo en músculoen estadocongelado.

Teniendoen cuentaque nuestroestudioseha llevado a cabouna vez que el músculo

habíasido descongeladoy la deformacióndescritadurantela congelaciónbasadaen la

fusión extensiva de filamentos gruesos se mantiene despuésdel proceso de

descongelaciónsecorroborala hipótesisde formación de enlacesentremoléculasde

proteína en los filamentos gruesosque impiden la recuperaciónde la disposición

original de los filamentosen la red hexagonal,fenómenoque aunquehipotetizadono

habíasidoaceptado.
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El análisisde las micrografiasde músculode merluzaponen de manifiesto la

diferencia en el comportamientodel músculoen las dos especiesen relación a la

tendenciade los distintos tipos de filamentosa fusionarseya que en merluzalas

fusionesentrefilamentosgruesosson escasasen estadiosavanzadosde congelacióna

pesar de tratarsede especiesque pertenecena] orden gadiformesy formadorasde

formaldehído.

Sin embargo se observa un predominio de hileras entre filamentos finos

fusionadosenel plano 10-10 y entreéstosy filamentosgruesos,fenómenoque quizáno

esté reflejando en sí un hecho de deformaciónsignificativo. Fusionesen hileras de

filamentosfinos y otro tipo de fusionesen las que se encuentranimplicadosfilamentos

finos tambiénse observanen músculode bacalaoy quizáel mayor númerode éstas

detectadoen las fibras muscularesde merluzapuedaexplicarsecomo resultadode un

fenómenodehipercontracciónqueparecehabertenidolugaren músculode merluzapor

el queel númerode filamentosfinos presentesenla bandaA essuperioral del músculo

postrigor normal pudiendoademáscontribuir el hecho de que los filamentosfinos

tiendenadesorganizarsedesdeun principio.

Paralelamentea los estudios morfológicos se pretendió realizarun estudio

encaminadoal conocimientode la deformaciónexperimentadapor la red hexagonalen

lasmiofibrillas en funcióndel tiempo de almacenamientoen congelación.Como se ha

descrito anteriormentela deformación fue valorada utilizando como parámetro la

excentricidadevitandoasí la medidade ladistanciainterfilamentoya queestéparámetro

puededependerde una serie de factoresentre los que cabedestacarla longitud del

sarcómeroen el músculo postrigor como se justificó anteriormente,PH como se

demostróen estudiospordifracción de RayosX (revisadoporOffer y Knight 1988)de

modo que la red de filamentosseexpandelateralmentecuandoel PH de las fibras de

músculoen rigor glicerinadases superiora 5 y de la fuerza iónica de maneraque el

tamañomínimoocurreafuerzaiónicaaproximadamentefisiológicay si la fuerzaiónica

aumentao disminuyede estevalor la red seexpande.Estaexpansiónde la redseexplica

por la presenciade fuerzas repulsivasentre los filamentos. Alrededor de, PH 5 los
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filamentos gruesosy delgadostienen carganetacero. Aumentandoel PH de 5 los

filamentossecargannegativamente.Asimismo bajandola concentraciónde sal desde

nivelesfisiológicosdecreceel efectotampónde los ionesentrelos filamentoscargados

incrementándoseen amboscasoslas fuerzasrepulsivas.No obstantela estructuraes

mantenidagraciasa la existenciade los elementosestructuralestransversoscomo la

líneaM, discoZ y proyeccionesentrefilamentosgruesosy finos enestadopostrigor.

El segundode los aspectosque puedeafectara las medidaspuestoque influye

distorsionandolos hexágonoses la oblicuidad de las secciones.El procedimiento

utilizado para seleccionarlas miofibrillas en las que posteriomentese realizabael

estudio morfométrico justifica de modo preliminar la perpendicularidadde las

secciones.Así se tienenencuentaal serfotografiadasáreasquecontenganal menosuna

miofibrilla cortadaa nivel de la bandaM de modo que la típicaorganizaciónde dicha

bandaaparecieraa lo largode la miofibrilla. Dadoquela dimensiónde labandaM esde

600-750Á (aproximadamenteel tamañode una secciónultrafina), la presenciade la

bandaM a lo largo de toda la miofibrilla garantizabala perpendicularidadde la sección

en tal miofibrilla. Si se tiene en cuentala morfología del músculo, en el que las

miofibrillas aparecenempaquetadasparalelamenteen la fibra muscularseparadasporel

retículoendoplásmico,las miofibrillas cortadasa nivel de la bandaA contiguasa la

miofibrilla cortada a nivel de la banda M como anteriormentese justificó se

encontraríancortadasaproximadamenteperpendicularesal eje de la fibra. Además,los

resultadosobtenidoscorroborancon su coherenciaque las seccionesobjeto de estudio

estuvieranbienorientadascomo sejustifica acontinuación.

En el caso de que la secciónfuera oblicua la variación que experimentael

diámetromaximoy el diámetromínimo esproporcionala 1/cosadondea esel ángulo

de inclinación de la sección.Si el ángulo de inclinación es aproximadamente200 la

longitud de los diámetrosincrementaráen un 6% e incluso si a esde 300 la longitud

incrementaráen un 15%. En nuestro estudio el incrementoen los valores de

excentricidaden funcióndeltiempoessuperioral 15%,por lo quepareceprácticamente

imposibleque el ángulode desviaciónduranteel seccionamientosuperelos 300C. Por
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tanto los datosobtenidostras el estudio morfométricopuedenser fundamentalmente

atribuidosa laalteraciónde la redhexagonalduranteel almacenamientoen congelacion.

En este estudio encontramosque los hexágonosde la red se deformanen

músculo de bacalaode modo que el diámetro máximo incrementacon respectoal

diámetromínimo en funcióndel tiempode almacenamiento,reflejadoen un aumentodc

los valoresde excentricidad.Sin embargoestaaproximaciónes sólo válidacuandoel

músculono estáen un estadoavanzadode degradaciónpuestoque en periodosde

almacenamientolargosla red hexagonalpuededesorganizarsecompletamente.

Estadeformacióny tambiéndesorganizaciónobservadaen los hexágonosde la

red de músculode bacalaodurantela congelaciónestácorrelacionadacon la agregación

y fusionesanteriormentedescritasen el estudiomorfológico. La figura XVa muestrala

seccióntransversala travésde labandaA, siguiendoel modelopropuestoporHuxley y

Brown(1967).Como resultadode la formaciónde enlacesentrelos filamentosgruesos

situadosenel ladoade laceldaunidadde la red de filamentosdel músculo,el hexágono

central se deformallegandoa ser más excéntricoFigura XVb. Si estemodelo friera

extensivo significaría una deformación general de la red con una orientación

preferencial.El gradomáximode dichadeformacióncorresponderíaamiofibrillas en las

que existieraun elevadoporcentajede fusionesentrefilamentosgruesoscomo muestra

la figura XVc. Por otro lado hay que teneren cuentaque aunquees el mecanismo

mayoritarioobservadoen las miofibrillas objetode estudio,en algunasmiofibrillas en

las que la fusión tiene lugar en diferentesdirecciones,muestranla orientaciónde la

deformaciónen diferentesdirecciones.

La pruebamásclarade la presenciade enlacesproteicosentrefilamentoses la

presenciade fusionesentreéstoscomo anteriormentese hajustificado. La existenciade

unacorrelaciónentrela formaciónde enlacesinterfilamentoy el aumentode los valores

de excentricidaden la red aun en las miofibrillas en las que las fusionesno son tan

evidentespuedeser corroboradapor los estudiosde Aitken y Comielí (1977). En sus

estudiosporRayosX, estosautoresencontraronunaausenciade reflexionesdespuésde

15 mesesa -100C que indicabaun progresivoincrementodel desordencon el tiempo e
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incrementadatemperaturade almacenamientoque afectabaa los filamentossugiriendo

desordenal azar de dichos filamentos de sus posicionesoriginales, hallazgo que

consideraronno es inconsistente con la hipótesis de la formación de puentes

“crosslinkings” entre filamentos cuando éstos están aproximados en el estado

congelado. Incluso un pequeño número de enlaces podrían distorsionar la red

significativamentesin que tengaque manifestarseen una reducciónde la distancia

interfilamento.
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FIGURA XV. Representaciónhipotéticadela deformaciónexperimentadapor la redmiofibrilar encélulas
muscularesde bacalaodurantesu almacenamientoprolongadoen congelación,a) Red hexagonalque
muestrala organizaciónde los miofilamentos característicade músculofresco. b y c) Deformaciones
observadasen estadiosavanzadosde almacenamiento.En algunasmiofibrillas (b) los filamentosgruesos
se aproximanen el plano 10-10 lo que se traduceen un aumentode la excentricidad.En un amplio
númerode ellas(c) se observanfusionesextensivasentrefilamentosgruesos.
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Un aspectoa destacares la diferenciade la evoluciónde la excentricidada las

dos temperaturasde congelaciónen músculode bacalao,de modo que los valoresde

excentricidadalas 70 semanasen músculoa -300C sonequivalentesa los encontradosa

las 36 semanaslo queimplica una evoluciónmáslentadel sistemaa la temperaturamás

bajade conservaciónen correlacióncon un más lentonivel de agregaciónobservadopor

los estudiosde extractabilidad.

Un razonamientoaportadopor Aitken y Connelí (1977) que puedejustificar

parcialmenteel hecho de que la microscopiaelectrónicade transmisión en algunos

estudiosultraestructuralesprevios no mostrarala distorsión del patrón hexagonalde

modo que el músculorecuperabasu posiciónoriginal despuésde descongelarsees la

selectividadque conllevanlos estudiospor microscopiaelectrónica,de modo que el

muestreode las áreasobjeto de estudioesbastanterestringidoteniendoen cuentaque

pequeñaspartesde eseáreapuedenexhibir diferenciasestructuralesy queenocasiones

zonas desordenadaspueden ser rechazadasal considerarlasun artefacto de la

preparaciónde lamuestra.

Las diferenciasmorfológicasobservadasen miofibrillas de músculode merluza

asimismo se manifestaronen un patrón de deformación diferente tras el estudio

morfométrico.La redhexagonalno pareceexperimentaruna deformaciónsignificativa

en funcióndel tiempo de almacenamiento.El elevadovalor de excentricidadobtenidoa

las 6 semanaspodríaserexplicadocomo consecuenciade algúnartefactode corte.No

obstantepareceimprobable que sea resultado de la oblicuidad introducida por el

seccionamíentoporque como se explicó anteriormenteun aumentode los valoresde

excentricidaden esterangosignificaríaun ángulode cortesuperiora300C. Porotro lado

aparece alguna fusión entre filamentos gruesos que indica que ha existido una

compresiónefectivade la miofibrilla. Estas fusionestempranasy elevadovalor de

excentricidadobtenido a las 6 semanasno es inconsistentecon el hechode que la

agregación entre proteínas miofibrilares ha sido confirmada por los estudios

bioquímicosdesdelos primerosestadiosde almacenamiento.El estudiocomparativode

los valoresde excentricidadcon respectoal músculode bacalaoesdemostrativode un
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escasodesplazamientoy un menornivel de interacciónentrelos filamentosgruesosen

estaespecieenel estadocongelado.

Los estudiospor microscopiaelectrónicamásrelevantessobrela deformación

experimentadapor la red son los llevadosa cabopor Liljemark (1969)y Jarenbácky

Liljemark (1975a).Liljemark llevó a cabo medidasde la distanciaentre filamentos

gruesosen músculode bacalaoseleccionandola distanciamenorentre éstos,para así

evitar los errores de inclinación, encontrandoque la distanciamedia podíadecrecer

ligeramentecuandoseinstauraen el músculoel rigor, pero no detectódecrecimiento

despuésde la congelaciónpostrigordel músculoy sualmacenamientoposterior.Estos

autores encontraron amplia variabilidad en los valores medios de la distancia

interfilamento antes y despuésde la congelación.Antes de establecerseel rigor la

distanciamáscortaencontradafue 365 A. Despuésdel almacenamientoencongelación

las distanciasmáscortaserandel ordende 265 A, peroalgunosde los especimenesque

presentabanmayorgradode durezamostrabanel mismorangoqueaquelpresenteen los

estudiadosenprerigor.

Nuestrosresultadosparecenestarmás de acuerdocon trabajosposterioresde

Jarenbacky Liljemark (1975a) en criofractura.Estosautoresdemostraronque el valor

del espaciomínimo interfilamento en medicionesequivalentesa las realizadaspor

Liljemark disminuíasignificativamentedesde42±2.7nm enmúsculode bacalaocontrol

a37.3±2.2nm en músculocongeladodurante2 añosa-200C.

Aitken y Connelí (1977)en sus estudiospor RayosX no encontraronvariación

significativatrasel estudioestadísticoenlos valoresde distanciainterfilamentodespués

de 15 mesesde almacenamientoen congelaciónde músculode bacalao.Estos autores

no justifican que las vanacionesen los resultadosobtenidoscon respectoa otros

estudios se deban al método de preparación de muestras porque aunque el

procesamientoparamicroscopiaelectrónicade transmisióny criofracturapuedealterar

el espaciamientoentre filamentos,se debepensarque la extensiónde estoscambios

durante la congelacióndebe incrementarcon el aumentodel deterioro del músculo

duranteel almacenamientosuponiendoel procesolineal. Así un cambioen la magnitud
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observadaporJarenbácky Liljemark de al menosun 10% deberíahabersido detectada

porConnelí en susestudios.Quizála explicaciónmásplausiblea la enormevariabilidad

encontradaenlos estudiosmorfométricospreviosseencuentreen el parámetroobjetode

estudioy cómo el valor de la distanciainterfilamentocomo anteriormentesejustificó

dependede un elevadonúmerode factoresno controlablesenestosestudios.

En sumalas diferenciasobservadasen la deformaciónexperimentadapor las

redesen el músculode ambasespeciesparecenrazonablementeexplicadasen función

de:

1) Factoresfísicos fundamentalmenterelacionadoscon la forma de redistribucióndel

agua.

El músculo es un sistema de multicomponentesconstituido por un espacio

extracelulare intracelularpor lo que los cristalesde hielo puedenformarseen ambos

compartimentosconfiriendo distintas configuracionesal tejido. Se aceptade modo

generalque el superenfriamientoalcanzadoen el espaciointracelulares siempremás

bajo que enel espacioextracelular(Meryman, 1966).Esteefectoesdebidoa la mayor

concentraciónde soluto existente en el fluido intracelular o la existenciade una

diferenciade temperaturaentreel exteriory el interior de las fibras, lo que conducea

que el comienzode lanucleacióndel cristal de hielo siemprese produzcaen el espacio

extracelular.Sin embargosi el gradode extracciónde caloressuficientementealto para

eliminar el calor de cristalizacióndel núcleo extracelulary producir un~ grado de

superenfriamientoen el interior de las células se puede producir la nucleaciónde

cristalesde hielo en el espaciointracelular. De acuerdocon esteconcepto,el hielo

intracelularse formará cuandose empleenmétodosde eliminacióndel calor rápidos.

Este efecto ha sido verificadohistológicamentey cuantificadoen términos del tiempo

característico(tc). Tc es definido como el tiempo que el punto analizadoinvierte en

decrecersu temperaturadesde-10C (comienzode la congelación)a -70C (congelación

del 80% del aguapresente)y suponeuna medida del grado de congelaciónlocal.

Calvelo (1981) ha demostradoen músculo de terneraque con un valor de tc=0.5

minutosseforman cristalesintracelularesy extracelularescon varios cristalespor fibra.
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Paratc=20 minutosel tamañode los cristalesde hielo esmás grandedetectándosela

presenciade cristalesextracelularese intracelulares,detectándoseun cristal por fibra.

Paravaloresde tc>23 minutos la presenciade hielo solamentefue registradaen los

espaciosextracelulares.Posteriormenteel hielo extracelularcrecea expensasdel agua

del interior de la célula como consecuenciade que el fluido interfibras se ha

concentradocomo consecuenciade la congelaciónpor lo que las fibras llegan a

distorsionarsey contraerseadoptandoformasirregulares.La morfologíade distribución

del hielo paralos tiemposanteriormenteconsideradosesválida cuandola congelación

ocurreparalelamentea las fibras. En casode congelarseen unadireccióntransversala

las fibras el comportamientoesdiferentepuestoque sólo sepuedenformarcristalesde

hielo intracelularesparatc<C5 minutosmientrasque en longitudinal estoocurretambién

a tc=20 minutos. Como se ha justificadoanteriormenteen condicionesidealesen los

métodosde congelaciónlentael áreaocupadaporcristalesintracelularesesescasapero

hay que teneren cuentaque sepuedenestablecergradientesde temperaturadurantela

congelacióndel músculo que conduzcaa la distribución de gradosde congelación

locales. Esta distribución es función de condiciones asociadasa la congelación

(temperaturainicial, temperaturadel agenteempleadoen la congelación,resistenciaal

calorinterfacial,grosordel espécimen).

En estesentidodebentenerseen cuentalos trabajosde Tanaka(1965).Esteautor

encontróqueutilizando el mismométodode congelaciónen dosespeciesdistintasenel

que tc era aproximadamente2.5 horasel porcentajede hielo detectadoen el espacio

extrae intracelularencontradodifería en ambasespeciesmanifestándoseen diferencias

morfológicasimportantes.Tanakaestablecióuna correlaciónentre la alteraciónde la

distanciainterfilamentoy el porcentajede hielo extracelularque seformabaen el tejido

muscular tras la congelación de modo que en músculo de abadejo (Theragra

chalcograznina)almacenadoa -200C durante12 mesesdetectóuna disminuciónde la

distanciainterfilamentorelacionadocon un predominio de la congelaciónextracelular

(60% de cristalesen formade hielo extracelular,porcentajeque semanteníaconstante

desdeun meshastalos docemeses)mientrasqueenjurel (Seriolagulingeradista)este

fenómeno,al que dio el nombrede fibrilación, no seobservódurantedicho periodode
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almacenamientodondeel porcentajede hielo extracelularno superabael 20%. Estos

autores ademásestablecieronuna correlaciónentre la disminución en la distancia

interfilamentoy los valoresde solubilidad, de modo que en músculo de abadejo la

disminución progresiva de la distancia interfilamento se correspondíacon una

disminucióndel porcentajede actomiosinaextraída,mientrasque enjurel el porcentaje

de actomiosinaextraídano variabaa lo largo del almacenamientoen relación con el

hechode que no seobservauna disminución de la distanciainterfilamento.El efecto

preventivode la congelaciónintracelularquedóasimismopuestode manifiestoen un

experimentoparalelo llevado a cabo por estos autores, en el cual solucionesde

actomiosmaextraídade músculofrescofrieron congeladasy almacenadasdurantevarios

díasa -200C. El gradode desnaturalizaciónde la actomiosinade jurel fue tan rápida

comola deabadejolo cual demuestraque la congelaciónintracelularteníael efectode

prevenirla desnaturalizaciónde la actomiosina.

La presenciade grandescristales de hielo entremiofibrillas en métodosde

congelaciónlentosha sido descritaen numerososestudiospor microscopiaelectroníca.

Bello et al. (1982) utilizando métodosde congelaciónlenta describenel inicio de

formación de cristales de hielo en el interior del sarcoplasma.El agua de zonas

sarcoplásmicasy miofibrillas contiguasmigran por difusión al áreamás cóncentrada

dondelos cristalesde hielo seforman,cuyo crecimientoempujalas miofibrillas.

Sepuedepensarque las diferenciasmorfológicasobservadasen nuestroestudio

enambasespeciessepuedanatribuiraunadiferenciainterespecíficaenel porcentajede

hielo extrae intracelularo la selectividadque conllevanlos estudiospor microscopia

electrónicade modo que las miofibrillas seleccionadasen merluzano hubiesensufrido

unapresiónefectivaporefectode la congelaciónen funciónporejemplode laposición

queocupandichasmiofibrillas con respectoal núcleode formacióndel cristal de hielo.

Así Bello et al. (1982)observaronque las miofibrillas situadasen la periferiade largos

espaciosocupadospor cristalesde hielo presentabanun aspectomás deshidratadoy

compacto que en tejidos no congeladoso aquelloscongeladosutilizando métodos

rápidos.
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2) El segundode los aspectosporel que sepodríajustificar las diferenciasobservadas

en la redenambasespeciessonfactoresintrínsecosrelacionadoscon lascaracterísticas

o susceptibilidadde las proteínasmiofibrilares a la desnaturalizaciónen relacióncon

diferenciasinterespecíficas.Es conocido que complejos de actomiosinaaisladosde

diferentesespeciesdifieren en la estabilidadfrenteal calory las miosinasaisladasde

distintospecesse agregana distintas velocidadescuandosealmacenanen soluciones

conunafuerzaiónica de 0.SM (Connelí 1968).

Asimismo es conocido que la estabilidada la congelaciónpuedevariar en

función de factoresintraespecificoscomo la estaciónde captura, estadonutricional,

madurez sexual, estado migratorio (Love 1988). Se encontraron diferencias

significativas en la solubilidad de las proteínasdurante la congelacióna -180C en

merluzacapturadaendistintosmesesdel año (Colmeneroet al., 1988)perono en otras

especies,si bien algunosautoresachacaronestasdiferenciasen la solubilidadproteica

en función de la estación a cambios en el colágeno más que en las proteínas

miofibrilares(Montero y Borderías,1990). Incluso la temperaturadel aguapreviaa la

capturapuede influir en las reaccionesquímicas que puedantener lugar duranteel

almacenamientoen congelación.Simpsony Haard (1987)observaronque bacalaodel

Atlántico aclimatadoenaguade mara 00C o 1 00C previoel sacrificiodiferíaen el punto

de congelacióndel músculo debido a la formación de proteínas anticoagulantes

endógenasa 00C. El grado de reaccionesbioquímicasy pérdidade calidad sensorial

duranteel almacenamientoen congelacióneramásbajo en el músculodel espécimen

aclimatadoal frío. Ademáshay que teneren cuentala influenciadel procesamiento

postcapturasobrecambiosposterioresduranteel almacenamientoen congelaciónque

varíaen funciónde la especiey otros factores.Algunosestudioshandemostradoqueel

deterioro de la calidadincrementasi el pescadose ha mantenidoen hielo antesde la

congelación.Jianget al. (1987)handescritoque en algunasespecieslos nucleótidosde

adenosina(ADP, AMP, IMP) que se producen en pescado fresco retardan la

desnaturalizaciónde la actomiosinaduranteel almacenamientoa -200C, mientrasque

los nucícótidosque seproducenenpescadomásenvejecidoaceleranestareacción.Por

otro lado otrasespeciesentrelas que seincluyen bacalaodel atlántico y merluzaroja
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muestranun menor grado de deterioroen texturacuandoéstossemantienenen hielo

durantevarios días antesdel almacenamientoen congelación,hechoésteque se ha

relacionadoconel agotamientodelóxido de trimetil aminay cofactoresparala reacción

de la TMAO demetilasa(Ragnarssony Regenstein,1989).

Por otro lado se ha demostradoque el espaciamientode la red hexagonal

dependeademásde otros factoresexpuestosanteriormentede la desnaturalizaciónde la

miosina. El mecanismoporel cual la desnaturalizaciónde la miosina puedecausarla

contracciónde las miofibrillas podríaseruna reducciónde la cargade los filamentos

gruesospero másprobablementesedebaa un cambioen la forma de la moléculade

miosina.Por ejemploun cambioen la formade las proyeccionescomoconsecuenciade

un acortamientode la región del subfragmento2 de la cola de la miosina o por una

reducciónen la longitud de las cabezasde miosína(Walker y Trinick 1986). Así se ha

demostradoque unacontracciónde las cabezasde 2nm resultaenun decrecimientoen

la separaciónentrefilamentosgruesosy finos de 1 .2nmlo queproduceun fenómenode

contracciónen la red. Cuando las cadenasligeras reguladorasson eliminadasde la

miosinade moluscos,las cabezasde miosina se acortan3 mu como se visualizó por

tinción negativa(Walker y Trinick en una comunicaciónpersonal). En cambio en

miosinacardiacala eliminaciónde las cadenasligerasreguladorascausaque las cabezas

seanmásredondeadaspero no sedetectaroncambiosen longitud.

Asimismoen el mecanismode agregaciónde las moléculasde miosinapuedeser

de vital importanciael mecanismoprevio de desnaturalización.Ejemplo de ésto lo

constituyenexperimentosen los quela selectividada la horade eliminarcadenasligeras

por distintosmediosse traduceen distintosmecanismosde agregaciónde la molécula

de miosina. Cuando las cadenasligeras LC2 son eliminadasse produceagregacióna

través de la región del cuello de las cabezas,fenómenoque es revertido cuando las

cadenasligerasLC2 sonañadidas(Pastra-Landisy Lowey, 1986).En condicionesen las

que las cadenasligerasLC1 y LC3 fueron selectivamenteeliminadas,la agregaciónde

las cabezasparecíaser diferente en el sentido de que se producíancontactosmás

extensivosentrelas cabezascon la posibilidadincluso de agregacionesintramoleculares
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(Sharp y Offer 1992). Ha sido sugerido que la pérdida de cadenasligeras causa

agregacióncabeza-cabezaporla exposiciónde áreashidrofóbicassobrela superficiede

la cadenapesada(Bagshaw,1980).Hay que teneren cuentaque las cadenasligerasse

extiendendesdela unióncabeza-colahastaaproximadamentela mitad de la cabeza.Una

posible explicacióna los diferentestipos de agregaciónes que cuando las cadenas

ligerasdel tipo LC2 sepierden,seexponeunáreahidrofóbicaen la basede las cabezas

pero comoconsecuenciade la curvaturade la cabezalas dos áreashidrofóbicasde una

moléculano sepuedenasociar.Sin embargo,cuandolas cadenasligerasLC1 o LC3 se

pierdenel parchehidrofóbicoexpuestopuedesermásextensoy ademásla posicióndel

parchecon respectoa lacurvaturade la cabezapuedepermitir ambasasociacionesintra

e intermolecularesentrelas cabezas.

De las doshipótesisanteriormenteexpuestasexistenvarios argumentosa favor

de queel origende la deformaciónobservadaen nuestroestudiopuedaestarrelacionado

conelpropiomecanismode desnaturalización/agregaciónde lamoléculademiosina.En

primer lugar si se tiene en cuentael primer supuestodescritoanteriormentesobreel

efectopreventivode unamenordeshidrataciónintracelulartal y comodescribióTanaka

(1965) deberíamosesperarque en músculode bacalaoa ambastemperaturasdondeel

númerode fusionesinterfilamento identificadasy valoresde excentricidadson más

elevadoslos valoresde extractabilidadde actomiosinafueraninferioresa los detectados

en merluza. Por el contrario los niveles de extractabilidad en merluza son

considerablementeinferioresa los encontradosen bacalaoa lo largode todoel periodo

de almacenamiento,lo que confirmaquela agregaciónenmerluzapuedatenerlugarde

forma más extensivaa nivel intrafilamentocomo ya se había demostradopor las

micrografíaselectrónicasobtenidasde las fraccionesinsolubles.

Por otro lado el análisismorfológicode las miofibrillas de músculode merluza

pone de manifiesto indicios de compresiónque tiendena disponerlos filamentosen

hileras de maneraequivalentea la deformaciónobservadaen músculode bacalao.

Evidenciade que la aproximaciónde los filamentoses efectivaes la presenciade

algunas fusiones entre filamentosgruesos.Sin embargoel número de fusionesentre
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estas fusiones son escasasy los valores de excentricidad no se modifican

sustancialmenteaunqueel efectode la presiónpareceejercerun acercamientode éstos

enel plano 10-10deI mismomodoque seobservaen músculode bacalao.

La morfología de los filamentos gruesos aparecetambién afectadapor la

congelación.El efectoque seproduceesunapérdidade cohesiónentrelas moléculasde

miosma con lo que los filamentos gruesos aparecenmás laxos, hecho que es

especialmenteconstatadoen músculode bacalaoalmacenadoa -200C. Las estructuras

encontradasrecuerdanmorfológicamentea aquellasformadaspordespolimerizaciónde

las moléculasde miosinaen los filamentosgruesospor efecto de una elevadafuerza

iónica como consecuenciade la presenciade una elevadaconcentraciónde sal que

ejerce su acción debilitando las uniones de tipo secundarioentre las colas de las

moléculasde miosina. En el esquemarepresentadopor Offer y Knight (1988) se

observanpuntos que representanlas colasde las moléculasde miosina despuésde la

despolimerizaciónde los filamentos gruesos. Si bien la acción de una elevada

concentraciónde sal no tiene porqué ser la responsabledel cambio morfológico

experimentadopor los filamentosgruesos,se puedeconcluir de manerasimilar a la

justificaciónde las micrografíasobtenidasenfraccionesinsolublesque el mecanismode

desnaturalizaciónconsiga una alteración de la estructura en músculo de bacalao

independientementede la contribuciónde la agregaciónintrafilamento,fenómenoeste

último que por la información obtenidapor distintas frentespredominaen merluza

donde la agregacióndetectadaincluso desdeel comienzohayapermitidomantenerla

estructurainicial de los filamentosgruesosen estadiosavanzadosde congelación.

o
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FIGURA XVI. Esquemaque representaparte del mecanismode hinchamiento de
miofibrillas en sal representadopor Offer y Knight (1988).a) Seccióntransversalen la
bandaA de fibra muscularesquelética.b) Estructuraformadapor despolimerizaciónde
los filamentosgruesospor acción del CINa. Los puntosrepresentanlas colas de las
moléculasde miosina.
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implicación de los estudios ultraestructuralesen músculo de pescadodurante el

almacenamientoen congelaciónse habasadoen unacorrelaciónentreéstosy los efectos

indeseablesque tienenlugar en dichosmúsculos,especialmentela durezay pérdidade

la capacidadde reteneraguadespuésde la descongelación.Liljemark (1969)estableció

como conclusiónde sutrabajoque un empaquetamientode los filamentosgruesosno

eraun prerequisitoparael endurecimientode las fibras musculares,cuya causaquizá

debíabuscarsedentrode los propiosfilamentoso en susrelacionesindependientemente

de lasdistanciasentreellos.

Aitken y Connelí(1977)asimismoconcluyeronque ambosfenómenos,durezay

pérdidadeaguapuedenocurrirsin unadisminuciónde ladistanciainterfilamento.

Tanaka(1965) establecióunacorrelaciónentre la disminuciónde la distancia

interfilamento,disminuciónde los valoresde extractabilidadde actomiosinay durezaen

músculode abadejo.

A panir de nuestroestudiosepuedeintuir que hayaunarelaciónentrenuestros

hallazgos morfológicos y los efectos adversosanteriormente descritos. Así en

medicionesde textura (resistenciaa la cizalladuracon la célula de Kramer) llevadasa

cabopordel Mazo (1997)en estasmuestras,elmúsculode bacalaoalmacenadoa -200C

presentabaun incrementode la resistenciaa la cizalladuradesdelas 8 semanasconun

valor de 15N/g hastaun valor máximo entrelas 22 y 36 semanasde 28 N/g, apartir de

estemomentoseproducíaunaligera disminuciónque puedeexplicarseporpérdidade

cohesividadde lamuestra,que permiteun másfácil accesode las ranurasde la célulade

Kramer. Este estudio llevado a cabo en músculo de merluza a -200C no reveló

diferenciasencuantoal valor de la resistenciaa la cizalladuraen funcióndel.tiempo de

almacenamiento(12N/g).

Estas variaciones observadasen textura en músculo de bacalao fueron

correlacionadasen los estudiosbioquímicosconel tipo de agregadoinsoluble en CíNa

formado,de modoqueen músculode bacalaoalmacenadoa -200C elperiodode tiempo

en el quesedetectaun aumentode ladurezasecorrelacionacon unamayorpresenciade
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enlacescovalentesinterprotéicosen avanzadosestadiosde almacenamiento,mientras

queenmerluzadondeno seobservanvariacionesmuy significativasen la naturalezade

los agregadostampocoexistenvariacionesen los valoresde textura.No obstantedebe

tenerseen cuentaque en músculo de merluzaa las 14 semanasse puedendetectar

agregadosinsolublesen SDS y ME que daríanidea de un aumentodel número de

enlacescovalentesdesdeel control hastalas 14 semanasy sin embargolos valoresde

resistenciaa lacizalladuraapenassemodificanenestaespecieen funcióndel tiempo.

En el estudio morfológico se observauna correspondenciaentre los datos

ultraestructuralesy texturalesde modo que en los periodos en los que aumentael

endurecimientoen músculo de bacalao se detecta un aumento de las fusiones

interfilamento,mientrasque en merluzadondeno existendiferenciasen los valoresde

textura tampocoexistíandiferenciassignificativasen la disposiciónde los filamentos

gruesosen la miofibrilla.

Estos resultadospermiten hipotetizar que quizá estasdiferenciasen textura

tengansu correspondenciacon las diferenciasmorfológicas observadasen las que

puedaninclusoestarinvolucradaslas variacionesen la naturalezaquímicade los enlaces

implicados en la agregación, corroborando el supuesto planteado por varios

investigadoressobrela influencia de la reducciónde la distancia interfilamentopor

mediode la formaciónde enlacesentreellosen el endurecimientode las fibras.

En relación con el proceso de desnaturalización-agregaciónse pretendió

establecerla importanciade la contribución en dicho procesodel formaldehidoque es

uno de los agentespropuestoscomo fundamentalesen el procesode agregaciónde las

proteínasmiofibrilares dentro de especiesque pertenecenal orden gadiformes.La

aplicaciónde técnicasautorradiograficasrealizadassobremúsculoinyectadocon ‘4COH

permiteunaaproximaciónmáscercanasobreel lugary posiblemecanismode acciónde

dicho agenteen condicionesfisiológicasque los sistemamodelo basadosen la adición

de formaldehídoa extractosproteicos.
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En nuestroestudioseponede manifiestoque el formaldehídointeraccionacon

proteínasde naturalezamiofibrilar aundespuésdel tratamientodel músculoconCíNa y

SDS lo quepermite sugerirquepuedaestarasociadoa dichasproteínasfuertementea

travesde enlacescovalentes.No obstantey aunqueel formaldehídoque permanece

asociado al residuo insoluble representaun bajo porcentaje del total inyectado

(aproximadamenteun 0.1%), esto no significa que por ello no tenga incidencia

modificandolas proteínasmiofibrilares.Así estudiosllevadosa caboporAng y Hultin

(1989)handemostradoquetras la incubaciónde proteínascon formaldehídoteníalugar

un pequeñodecrecimientodel númerode gruposaminoreactivos,hechoqueademásse

correlacionabacon un cambio significativo en las propiedadesfisicoquímicas.Así

cuandomiosina de bacalaofue congeladaa -800C en presenciade una concentración

lmM de formaldehido se producíauna pérdida en un 1.6% de los grupos amino

reactivosque se traducíaenunapérdidade solubilidadde un 25-30%despuésde una

horade incubación,lo que significa que un pequeñonúmerode modificacionesde los

grupos de cadenamás lateralespuedenafectar la estabilidadde algunasproteínas

cuandoestánsometidasacondicionesde estres.

Uno de los aspectosa destacares la selectividad en la interacción del

formaldehido con determinadosrestos muscularesobservadaen nuestrosestudios.

Podríapensarseque el efecto del formaldehido sea consecuenciade una interacción

masivade dichocompuestoen el áreacercanaal puntode inyeccióny queun excesode

dichoagentehayainfluido en desorganizarla estructuracompletamente.A esterespecto

se debeteneren cuentaque las áreassarcoméricasdesorganizadasdistanen escasas

micrasde otrasmás organizadasque presentanestructurassarcoméricasreconocibles

parapensarqueesteaspectohayainfluido significativamenteen la selectividadpatente

enla unióndel formaldehídoadeterminadasáreas.

Estaselectividadpodríaser explicadaen función del estadode las proteínasa

nivel local. La congelaciónlleva implícitael cambioenla conformaciónde las proteínas

a causa de la retirada del agua; aspecto que favorece la interacción y acción

desnaturalizantedel formaldehídosegúnhan demostradoestudiosrecientes(Singh y
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Wangh 1977, Ang y Hultin 1989, Sotelo y Mackie, 1993). Probablementeuna

diferencia de condiciones incluso localmente pueda influir en la interacción del

formaldehídodestacandoaspectoscomo:

1) La concentraciónde moléculasde soluto en el microambientede la proteínaen el

procesodecongelación.

2) Retenciónde suficienteagualíquidaalrededorde laproteínaparapermitir el ataquea

los sitios de la proteínablanco.

La importancia de las condicionespresentesen el músculoen relación a la

accióndel formaldehídoquedópuestade manifiestopor Ang y Hultin (1989). Estos

autoresencontraronque en extractosde miosina de músculode bacalaoa los que se

habíaañadidoformaldehídoy posteriormentecongeladoa -250C duranteuna hora no

mostrabanpérdida de solubilidad y una escasadisminución en los valores de la

actividadATPásica.Al compararestosdatoscon muestrasalmacenadasa -800C durante

el mismo tiempo a las que se había añadidouna concentraciónde formaldehído

equivalente,éstashabíanperdidola solubilidad;hechoésteatribuidoaque el procesode

congelacióndescongelaciónen sí mismoconducíaa dichapérdidade solubilidad.Estos

resultadosse explicaron en términos de que en el músculo almacenadoa -250C

realmenteno se alcanzódicha temperaturapor lo que permanecíaen la muestrauna

mayorcantidadde aguano congeladaque en la muestracongeladaa -800C o durante

periodosde almacenamientomáslargosa -250C,con lo quela concentraciónde sal en la

soluciónde miosinano eratanelevadacausandomenordesnaturalizaciónproteica.

En estesentidonuestrosestudiosultraestructuralesmuestranheterogeneidaden

el comportamientode miofibrillas próximasentre sí en lo referentea la deformación

experimentadapor la red y presenciade fusionesen dichasmiofibrillas. Asimismoya se

discutió la mayor influenciade acciónde los cristalesde hielo en la deshidrataciónde

las miofibrillas que seencuentranmás próximasa la carade dicho cristal Bello et al.

(1982)
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El primeraspectoa destacarserefiere a las proteínasafectadasporesteagente.

El análisis morfológico de los residuosproteicospone de manifiesto que los restos

muscularesa los que se encuentraasociadoel formaldehidopuedencorrespondersecon

restosdebandaA. El hechode queel formaldehídoafectefundamentalmentea miosina

ha sido ampliamenteaceptado.Childs (1973) demostróque tropomiosinay cadena

pesadade miosina eran las proteínamás susceptiblesa la insolubilización. Oshini y

Rodger (1979a) encontraronque la cadenapesadade miosina, cadenasligeras y

tropononinasdesaparecíancon concentracionescrecientesde formaldehído.Matthweset

al. (1980)responsabilizarona la interaccióndel formaldehídoconcadenaspesadasde

miosina en la formación agregadosde alto peso molecular constituidospor estas

moléculas.

Ang y Hultin (1989) demostraronen sistema modelo la influencia del

formaldehídoen la agregacióne insolubilizaciónde lamoléculade miosina.

Respectoal mecanismode acción del formaldehido,uno de los aspectosmás

controvertidosse refiere a la participaciónde esteagenteen la formaciónde enlaces

interprotéicos.

La naturalezaagregadoradel formaldehido participandoen la formación de

enlacesde naturalezacovalentedebíaesperarmanifestarseen la apariciónde estructuras

sarcoméricasdefinidasy altamenteresistentesa laextracciónconsecutivallevadaacabo

conel CíNa y SDS de modocomparativoconnuestrosestudiosde fraccionesinsolubles

en los queunamayorresistenciaa la extracciónatribuidaa unamodificaciónenel tipo

y/o númerode enlacessemanifiestade modo generalen unamayororganizaciónde la

estructurasarcomérica.Por el contrario en el músculo tratado con formaldehídoy

almacenadoa -100C durante22 semanaslos restosmiofibrilares que no presentan

marcaje muestran una integridad superior a aquellos en los que se detecta el

formaldehídointeraccionandocon restosproteicose incluso a laencontradaen músculo

de bacalaotras el tratamientode P
1 con SDS a las 36 semanasde almacenamientoa -

20
0C. Esto significa que existeun procesoefectivo de agregaciónpor efecto de la
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congelaciónenel queno sedescartalaparticipaciónde enlacesde naturalezacovalente.

Sin embargoen las micrografíasel formaldehídono parecetenerefecto como agente

agregantesobrelas proteínasmiofibrilares. El efecto sobre las fraccionesmusculares

sobrelas que apareceinteraccionandopareceser desorganizandola estructura,lo que

presentamayor correspondenciacon las teoríasmás recientesque otorganun papel

desnaturalizadoral formaldehído(Ang y Hultin 1989).

Aunque se había establecidouna estrechacorrelaciónentre la hidrólisis de

TMAO y cambiosfísicos en las proteínas,sin embargoexistepocaevidenciasobrela

participacióndel formaldehídoen la agregaciónde proteínas.

En 1975 Connelí reconfirmó que las proteínasen músculo de bacalao en

condiciones extremas de dureza no están agregadasfundamentalmentepor la

panicipaciónde enlacescovalentes;y que los enlacesde tipo metileno que sc habían

propuestocomofundamentalestras la interaccióndel formaldehídocon proteínasno son

abundantes.

Por el contrario, Dingle et al., (1977) sugirió que la formación de enlaces

covalentesde tipo metileno como consecuenciade la reaccióndc proteínascon el

formaldehído tenía un papel importante en la desnaturalizaciónde proteínas y

endurecimientodel músculoenestaespecie.

Gilí et al. (1979)concluyeronque los cambiosasociadosal endurecimientode

músculo de merluza durante el almacenamientoen congelaciónson escasamente

debidosa la formación de enlacesentre las proteínasestructuralespor la acción del

formaldehído.

Resultadossimilares a los de Connelí fueron obtenidospor Owusu-Anshayy

Hultin (1987).Estosautoresno creenen la formaciónmasivade agregadosde alto peso

molecularen músculopicado de merluzaen el que seencuentranimplicadosenlaces

covalentesde tipo metileno, ya que de un 84% de proteínasmiofibrilares que son

inextraidasun 2% de las proteínasformabanagregadosde pesomolecularsuperiora

200kDaenpresenciade mercaptoetanol,e inclusoen otrasmuestrasdondeseproducela
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insolubilizaciónde un 74% de proteínasmiofibrilares no se detectabafraccionesde

elevadomasa‘molecular. Parecesegúnestosestudiosque los cambiosfísicos en las

proteínasy los consiguientesdeteriorosen la textura no requieren la formación de

enlacesde naturalezacovalenteporaccióndel formaldehído.

Ha sido sugeridopor Connelí(1975)que el formaldehídopuedereaccionarcon

lasproteínasformandonuevosgruposquepodríanparticiparen la formaciónde enlaces

no covalentesque puedanestar implicadosen los cambiosobservadosen el tejido

muscularde pescado.

Uno de los puntos en los que nuestras micrografías podrían presentar

controversiacon la mayoríade los estudiosbioquímicoses que se ha establecidode

modo general que el decrecimientoen el porcentajede proteína extraído estaba

relacionadocon el porcentajede formaciónde formaldehído,DMA y endurecimiento

del músculo congeladoen especiesgadiformes.Sin embargoestudiosde Gilí et al.

(1979)mostraronqueno existesiempreestetipo de relaciónentredichosparámetros,de

modoqueenmerluzade lastres variables,dimetil aminay formaldehidofueronútiles a

la horade establecerunacorrelacióncon los cambiostexturales,frenteal porcentajede

proteínaextraible que resultóun parámetromenosfiable. Estosdatos tiendena sugerir

queel mecanismode endurecimientoenmúsculopuedesermuy complicado.

Ang y Hultin (1989)encontraronquelapresenciade formaldehídoensoluciones

de miosina causabaalguna agregaciónde dichas moléculas por la presenciade

fraccionesde Pm superiora 200kDaen presenciade agentesque reducenlos puentes

disulfuro. Sin embargola cantidadde fraccionesde elevadamasamolecularque se

formaban no incrementaban significativamente cuando la concentración de

formaldehídoaumentabade 1 a 30 mM. Puesto que la pérdida de solubilidad

incrementabaen un 70% a niveles de formaldehído de 2OmM concluyó que la

formaciónde enlacesno era un prerequisitoparala pérdidade solubilidad, e incluso

algunade estasfraccionesde elevadoPm erandetectadasen muestrascongeladasen

ausencia’de formaldehidomientrasqueningunafracciónde alto Pm se formabacuando

las solucionesde miosina no se congelaban.Por tanto la pérdida de solubilidad
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detectadaenmuchosestudiosen los que seha añadidoformaldehídono tienenporqué

estarasociadosnecesariamentea la formaciónde enlacesentreproteínas.Por medio de

interaccionescon gruposlateralesde cadenade las proteínas,el formaldehídopuede

incrementarla tasa de desnaturalizaciónde proteínasduranteel almacenamientoen

congelación.Esteincrementoen ladesnaturalizaciónpodríaconducira la agregaciónde

proteínasa travesde interaccionesno covalentes.Estoscambiosno estánrestringidosa

aquelloscausadospor formaldehído sino que cualquier mecanismopor el que se

modifiquenlas cadenaslateralesde las proteínastendríanefectossimilares, de modo

queaunquelos cambiosque seproducenen las proteínasduranteel almacenamientoen

congelaciónocurranmásrápidamenteantela presenciade formaldehído,el músculode

pescado que carezca de esta capacidadpuede sufrir cambios similares aunque

probablementemáslentamentepor diferentesmecanismosAng y Hultin (1989).Prueba

de ello esqueel endurecimientoy pérdidade solubilidadtiene lugaren algunasespecies

en las que la producciónde formaldehido es escasa(Laird y Mackie, 1981, Lim y

Haard,1984).

El efecto desnaturalizanteobtenidopor Ang y Hultin (1989)de la moléculade

miosina durante el almacenamientoen congelaciónen presenciade formaldehído

puedanserexplicadospor la existenciade diferentesestadosde desnaturalizaciónque

podríanserjustificadospordiferenciasen la estructuraterciariade la molécula.

Sotelo y Mackie (1993)propusieronun modelo segúnel cual la moléculade

miosina desplegadapor efecto de la congelación puede interaccionar con el

formaldehído en la zona interna impidiendo la recuperación de su estructura

tridimensional tras la descongelación.El efecto desnaturalizantefue asimismo

confirmado por estudiospor microscopiaelectrónicallevados a cabo por Oshini y

Rodger (1980).Estos autoresobservaroncambiosen la forma de las proteínasa nivel

molecular de filamentosas(actomiosina)a partículas granularesal incrementar la

concentraciónde formaldehidoañadido.

Por otro lado se debeteneren cuentaque la mayoríade las condicionesen las

queseha estudiadoel efectodel formaldehidosondistintasa las queocurrenduranteel
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almacenamientodel músculoen congelación.Babbit et al. (1972) encontraronque se

producíaun decrecimientoen el 75% de la extractabilidadde proteínasen músculo in

situ a concentracionesde formaldehído de 0.003%. Estudios realizadospor Childs

(1973) demostraronque un 75% de miofibrillas resultabaninsolubilizadastras su

incubación con una concentraciónde formaldehído del 0.05%, mientras que se

necesitabaun 0.2% de formaldehídoañadidoa extractosproteicosparaconseguiruna

pérdidadeextractabilidadequivalentea la obtenidaenmúsculoo miofibrillas.

Los resultadosobtenidosporestosautorespermitensugerirdoshipótesis:

a) El formaldehídotienepocoefectosobrela extractabilidadin situ.

b) El formaldehídoes un desnaturalizantemás efectivo en un músculo que en un

extractode proteínas.

Nuestrosresultadosponende manifiestoescasaparticipacióndel formaldehído

en la insolubilización de las proteínas,actuandomás bien como modificador de la

estructurade las mismasen las zonassarcoméricasen las que este agenteaparece

interaccionando.
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e Existendiferenciassustancialesentreespeciesenel fenómenode agregaciónproteica

duranteel almacenamientodel músculo en congelación.En músculode merluzala

aparición de la agregaciónes más tempranay el fenómenoapenasdependede la

temperaturade almacenamiento.Porel contrarioen músculode bacalaola temperatura

tiene gran influencia como muestrael escasonivel de agregacióndel músculo

almacenadoa -300C en estadiosavanzadosde almacenamientofrenteal almacenadoa-

20”C. La influencia de la integridad musculares tal que a menor integridadmayor

velocidade incidenciaen el fenómenode agregaciónde estaespecie.

e Respectoa la naturalezaquímica de la agregaciónentreproteínasmiofibrilares se

pone de manifiesto la importancia de la participación de enlaces de naturaleza

secundaria(puentesde hidrógenoe interaccioneshidrofóbicas)asi como de enlacesde

naturalezacovalentedisulfuro y no disulfuro, siendo una excepciónel músculode

bacalaoalmacenadoa -300Cque muestraescasaparticipaciónde enlacescovalentes.

e La temperaturaesun parámetroque afectade mododiferentea la evoluciónquímica

de la agregacióndentro de cadaespecie.En músculopicado de bacalaoy músculo

íntegroalmacenadosa -200C, los enlacesde naturalezasecundariaaparecenantesque

los de naturalezacovalente.A -300C la agregaciónesatribuidaa la presenciade enlaces

de naturalezasecundaria,pudiendo detectarsede forma incipiente la presenciade

enlacescovalentesdisulfiiro enlos últimos estadiosde almacenamiento.Enmúsculode

merluzala temperaturano ejerceprácticamenteinfluenciaen la naturalezaquímicadela

agregación.En ambastemperaturaslos enlacescovalentesaparecentempranamente,no

existiendomodificacionessignificativasen la naturalezade los enlacesimplicadosen la

agregaciónenfuncióndel tiempo.



e En la agregaciónentre moléculas de miosina parecenampliamenteimplicadas

interaccionesde tipo cabeza-cabezaque explicarían la presenciade los oligómeros

constituidospor partículasproteicasde naturalezaglobularpresentesen los extractos

solubles.

e El estudio inrunohistoquímicoha demostradola existenciade desnaturalización

como resultadode un cambio conformacionalde la cadenapesadade miosina en

músculode bacalaoporefectode la congelación.

e En músculode bacalaoel fenómenode agregaciónse manifiestaen la formaciónde

enlacesentremoléculasde proteínaquesetraducenenfusionesentrefilamentosgruesos

o deformacionesque modifican la distanciaentre dichos filamentos en determinados

planoscristalográficos.En músculode merluzala agregaciónno se manifiestaen un

aumentode las fusioneso alteracionessignificativasde ladisposiciónde los filamentos

gruesosduranteel almacenamientode estaespecieencongelación.

• El origen de la deformaciónen la red constituidapor filamentosgruesosen las dos

especiesparece estar más relacionada con el mecanismo de desnaturalización

/agregaciónde la miosinaque con las fuerzasproducidaspor la redistribucióndel agua

durantela congelación.

• Puedenestablecersediferenciasen el mecanismode desnaturalización-agregaciónde

la moléculade miosinaparalas diferentesespecies.En músculode merluzase observa

un predominio de agregaciónintermoleculardentro de un mismo filamento desde

tempranosestadiosde almacenamiento.En músculo de bacalao pareceexistir un

fenómenode desnaturalizaciónen dichos estadiosiniciales que puedecontribuir a

desorganizarla estructuradel filamentogrueso.Estehechono descartauna agregación

intrafilamento paralela o posterior a dicha desnaturalizacióna pesar de que la

agregaciónentrefilamentosgruesosesun fenómenoampliamenteextendidoen músculo

de bacalaoenestadiosavanzadosde almacenamientoa-200C y -30’C.
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e Las diferenciasmorfológicas entre especiesen la disposición de los filamentos

gruesosen las miofibrillas se correlacionancon las modificacionesen los datos de

textura observadosen el músculo durante el almacenamientodel músculo en

congelación,corroborandola hipótesis sobre la influencia del acortamientode la

distanciaentrefilamentosgruesosy el endurecimientode las fibras musculares.Si bien

no esdescanablequepuedaestablecerseunacorrelaciónentremodificacionesquímicas

de los enlacesy variacionesen la ultraestructuraenfuncióndel tiempo con cambiosen

la texturadel músculo.

• El formaldehídointeraccionacon proteínasde naturalezamiofibrilar por medio de

enlacesresistentesa la acciónde agentesquehidrolizanenlacesde tipo secundario.Este

agenteno seríaresponsable,en gran medida,de la insolubilizaciónde dichasproteínas

por la agregacióndebidaa la formación de enlacescovalentesasignándoleun papel

comoagentequepanicipeo hagaa las proteínamássusceptiblesa la desnaturalización

duranteelalmacenamientodelmúsculoencongelación.
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