UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID
FACULTAD DE BIOLOGIA
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA CELULAR

ESTUDIO ULTRAESTRUCTURAL
DEL COMPONENTE MIOFIBRILAR DE
LA FIBRA ESQUELETICA DURANTE SU
ALMACENAMIENTO EN CONGELACION EN
LAS ESPECIES Gadus morhua, L., Merluccius
merluccius, L.

TESIS DOCTORAL

MARIA LUISA GARCIA GIL
FEBRERO 1998.



UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS.
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA CELULAR.

ESTUDIO ULTRAESTRUCTURAL DEL COMPONENTE
MIOFIBRILAR DE LA FIBRA ESQUELETICA DURANTE SU
ALMACENAMIENTO EN CONGELACION EN LAS ESPECIES
Gadus morhua, L., Merluccius merluccius, L.

Tesis doctoral que presenta Maria Luisa Garcia Gil para optar al gradé de
Doctor en Ciencias Bioldgicas.

Ve B® de los directores

s

s

Iﬁ%ﬂin Fernandez Ruiz Dra. Maria Teresa Solas Alados
Departafnento de Biologia Celular Departamento de Biologia Celular
Facultad de Ciencias Biolégicas Facultad de Ciencias Biolégicas
Universidad Complutense de Madrid Universidad Complutense de Madrid

Maria Luis®¥Garcia Gil



INDICE

INTRODUCCION.....ccoootoeseoeseesssessssosossesosos s essssessssssesseson 1
1. ESTRUCTURA DE LAS FIBRAS MUSCULARES ESQUELETICAS................. 2
1.1. ORGANIZACION DE LOS FILAMENTOS EN LAS MIOFIBRILLAS ......cooovvvcroenanne. et 2
1.2. LOCALIZACION DE LAS PROTEINAS EN LOS MIOFILAMENTOS ......ccovvmmriecemnisisisssassninnnns 5
1.3, ESTRUCTURA MOLECULAR DE LA MIOSINA......oociiitemmmersesssssssssssssssssssnssssnsosssessssiassns 8
1.4. ESTRUCTURA MOLECULAR DE LA ACTINA.......ccooveeinrrireeserecrsnsmisssssssssssermsneesesisssssssssssnns 12
1.5. OTRAS PROTEINAS ORGANIZADORAS DEL SARCOMERQO........ccommiuiniirsmmmeniremsrmmincaeecsnses 13

2. CAMBIOS EN LAS PROTEINAS POR CONGELACION Y

ALMACENAMIENTO DEL MUSCULQ DE PESCADO.............cccccconmrrrcrmmmernrnsen 15
2.1. EFECTO DE LOS CAMBIOS POSTMORTEM SOBRE LA TEXTURA DEL MUSCULO............ 15
2.2. FACTORES QUE INFLUYEN EL DETERIORO DEL MUSCULO DURANTE SU

ALMACENAMIENTO EN CONGELACION .....oooiiiitcirmrnimmississssesiesss e sis s ssssssssssssssssssanss 19

Modo de congelacién.

Temperatura y tiempo de almacenamiento.
2.3. DESNATURALIZACION-AGREGACION DE LAS PROTEINAS MIOFIBRILARES DURANTE
SU ALMACENAMIENTO EN CONGELACION........ooeeteiirininrmreeneeesiccsssesmaasssesssssisssissssssesesansesassenes 21

Estudios bioquimicos sobre actomiosina.

Estudios bioquimicos sobre miosina y subunidades de miosina.
Estudios bioquimicos sobre actina.

Estudios bioquimicos sobre tropomiosina y troponina.

Estudios por microscopia electrénica de transmision

2.4, NATURALEZA QUIMICA DE LA AGREGACION........cooonmmmmimmimmmmmmmnmsssissssisssssassssssssssssenias 27

3. ALTERACIONES EN LA ULTRAESTRUCTURA DEL MUSCULO DE
PESCADO ASOCIADAS A LA CONGELACION........ooooornirnccsieneecsssnsecsssissssres 28

4. FACTORES QUE CAUSANLA DESNATURALIZACION DE LAS

PROTEINAS DURANTE LA CONGELACION ......oomooeoeeeieeermsmeeeseeressssssssssssssnsenee 32
3.1, DESHIDRATACTON. coooooss e s1eeeeeeeeeetaesearesssmsmssssstssssssssesesnsatasassssssesosseserasarassssasntstiisisisrsssssarasesasanss 32
4.2. FACTORES RELACIONADOS CON LIPIDOS......vuiiveiuesersrnrreseenessesecasessrsesesessnssssssssarssssessansenas 32

i



4.3, OXIDO DE TRIMETIL AMINA Y SUS PRODUCTOS DE DEGRADACION.........ccccovmivnrnrinnns 33

4.4. EFECTO DEL FORMALDEHIDO ......couutmierererrrnnnnnneinnssessssssiree sttt 33
4.5. MECANISMO DE ACCION DEL FORMALDEHIDO........cccooeeeeteesvevevevssacssavesscsmssesonsisssosononssssss 34
OBJETIVOS. ..ot sssssssss s sssssesssssssasssssesesasassssssssres 39

MATERIAL Y METODOS ..o 43

IMMATE R AL ..ot ee e e e esa st e ar et ee e eann e ar st s oo tessnaasee 43
LY, 1.0 K 6) 010 1 SO 44
1. ESTUDIO DE EXTRACTOS PROTEICOS Y FRACCIONES

DN S L U B L S .ot eee et eata e st et e st st ent et et sresemaes e antereent eneteenearesmrrnssmnseensnannnsens 44
1.1. EXTRACCION DE ACTOMIOSINA ...c. vt seeeeesereceseesesesmseeseessietessssssissssssssssssssssssssssssssssssssesassans 44
1.2, ELECTROFORESIS SDS-PAGE.......cocsvustetriereeeteseoseeseeeseeeeeemsstetasssssssassissssssssssssssssssssssssssssssssssasasssns 45
1.3. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION DE LOS EXTRACTOS

SOLUBLES oo v e sttt e e e e e ee e eees e e e e e e ee st e s s s et eesesessassaraeseerasaneaneatasasseessar et r e et enaenaneenaenanenran 45
1.4. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE LAS FRACCIONES INSOLUBLES.....cocovvveiceecreeeeeenn. 46

Microscopia electronica de barrido.

Microscopia electronica de transmision.

2. ESTUDIO MORFOLOGICO Y MORFOMETRICO............cooooovmoivevnommninsssssssninn. 48
2.1. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION...........cooevvevrernssssencnnerneneremeemsessrcnsssnannnn 48
2.2. ESTUDIO MORFOMETRICO. ......cooocvneveesiensieessissiessssssasssasssasssssssssssssssssesssesassasessssansssssssss s 48
3. INMUNOHISTOQUIMICA. ...oooooovovoveoeeos s eeeeeeeveeevsvssoss st snsesssssssssssssssssssons 49
3.1. PREPARACION DE MUESTRAS PARA MICROSCOP{A ELECTRONICA......ooocovveeireeecenne. 49
3.2, PROCEDIMIENTO INMUNOHISTOQUIMICO........oreoecroeeeesiernrisneesnsiesecessecennsesseessseseseseneonee 50
3.3, ANALISIS CUANTITATIVO.........ooviuimrerisiisssrersessssesssssssssessssssesmsessseesssssssessssessassssessssessaesssnsssanes 50
4. METODO AUTORRADIOGRAFICO........ccoooormeoeoeceeerereeesesssssssesesssssssssssssssssessnne 51
4.1, ADMINISTRACION DEL COMPUESTO RADIACTIVO.......coiviimmmnneiisssnessssssissssssssssssssssness 51
4.2, PREPARACION DE MUESTRAS.......c.eoitiitieiitietnsrsensessssssssssssssssssassessasesssssssesssrssssensssenssses 52
4.3. AUTORRADIOGRAFIA A MICROSCOPIA OPTICA. ... ressesssscssrssissransons 52
4.4, AUTORRADIOGRAFIA A MICROSCOPIA ELECTRONICA.......cooovvvveeirniseiseceeremeniensenseesneens 53

i



5. OBSERVACION MICROSCOPICA ......coooeeeeeeeeeeeeeeeverevereseesnemsereasensesesnsssssassassoes 53

RESULTADOS. ... ..ot e seasccaeacsssisssssasssssss s essss e85 55
1. ESTUDIO DE EXTRACTOS SOLUBLES Y FRACCIONES INSOLUBLES DE
BACALAO (Gadus MOFHUA)..........ceceeeocctsisinsinsisssansasssssas s ssssssss s 55
1.1. Musculo picado almacenado a -20°C..........ccooiimreicii s 56
1.2. Musculo almacenado @ -20%C.......coovenenin e s 61
1.3. Musculo almacenado a =30°C........oocniie e s 63

2. ESTUDIO DE EXTRACTOS SOLUBLES Y FRACCIONES INSOLUBLES DE

MERLUZA (Merluccius mMerlucCilis)......... et 73
2.1. Musculo almMacenado @ =20°C ..o ierrses e esesestasassstssstsnessssssssnensassssessnssserescessssbibonas 73
2.2 Miisculo Almacenado @ -30°C . ......oooovvoeeeeeeeeecersssssseressseeesesssssssssssssssssssssssssssssssasesssesssesssssseees 75

3. ESTUDIO MORFOLOGICO ...oooooooooeeeeeeeeeeoeeeeeeeeereveresseeeeseseveessasssssessnesssssesssssasssessssiarenn 83

3.1. Estudio morfolégico en fibras musculares de bacalao (Gadus morhua) a -

3.2. Estudio morfolégico en fibras musculares de bacalao (Gadus morhua) a -

3.3 Estudio morfoldgico en fibras musculares de merluza (Merluccius merluccius) a -

4. ESTUDIO MORFOMETRICO . ....ooooeoeoeeeeeeeseeeereeresersseseeesenresssssssassssssnssnsssnsesassnens 90

4.1, Estudio morfométrico en fibras musculares de bacalao (Gadus morhua) a -20°C y -

1 OO OOV OO PSRRI IUP OO 92
4.2. Estudio morfométrico en fibras musculares de merluza (Meriuccius merluccius) a -
D0PC oo sess s eeeeeerase e esesas e e s AR AR e AR e 93
5. ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO...............coooooiiiimrmimmnnvesessmmmmmmmmmmmmesissssssssssssssee 96



6. ESTUDIO AUTORRADIOGRAFICO SOBRE EL EFECTO DEL

FORMALDEHIDO EN MUSCULO IN SITU..........ooccrnesmnsesssssssssssesesssssssssn 99
111 (101 8153 0. S, 105
CONCLUSTONES ..ottt essseses s 147
BIBLIOGRAFTA......oooootoe oo 151

Vi



ABREVIATURAS

AMN: Actomiosina.

DMA: Dimetilamina.

DOI: Densidad 6ptica integrada.

FA: Formaldehido.

HMM: Meromiosina pesada

- LMM: Meromiosina ligera.

ME: B mercaptoetanol.

MEB: Microscopia electronica de barrido.

MET: Microscopia electrénica de transmision.

SDS: Dodecil sulfato sédico.

SDS-PAGE: Electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS.
TMAO: Oxido de trimetil amina.

TMAOQ asa: Oxido de trimetil amina demetilasa.

P,, P,, P;: Fracciones insolubles en CINa, SDS, SDS-ME respectivamente.

S,, S, S3: Fracciones solubles en CINa, SDS, SDS-ME respectivamente.

Vir



INTRODUCCION.

Desde los tiempos mas remotos, los seres humanos se han abastecido de tejidos de
origen animal para su alimentacién o para su industria. Es conocido que la importancia
del musculo reside en su elevado valor nutritivo, determinado en gran parte por su
elevado contenido en proteina que representa un 18-23% de éste y a la alta calidad de la
misma que contiene todos los aminodcidos y en proporciones muy similares a las
requeridas para ¢l mantenimiento y desarrollo de los tejidos humanos. Teniendo en
cuenta esta propiedad las investigaciones han sido altamente selectivas de modo que los
cientificos han enfocado sus estudios sobre aquellas propiedades del tejido muscular que
influyen sobre su valor alimentario. Asi en animales terrestres las propiedades texturales
dependen en gran medida del estado bioguimico de los misculos postmortem, por lo
que muchos de los estudios se han enfocado en comprender las causas de la contraccion
postmortem. Por el contrario las propiedades texturales del pescado fresco son un
problema de menor importancia que en los animales de sangre caliente, por lo que en
este sentido se dispone de menor informacién sobre la relacion entre la bioquimica del

pescado y su textura.
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En el caso de considerar los tejidos de los animales congelados el comportamiento
es el opuesto. Los musculos de animales terrestres son mas estables durante el
almacenamiento en congelacidn, sin embargo en el pescado tiene lugar un deterioro
significativo del mismo, por lo que desde hace 7 décadas se han llevado a cabo estudios
enfocados en comprender y prevenir la pérdida de calidad del pescado que se manifiesta
fundamentalmente en cambios de textura asi como una pérdida de las propiedades
funcionales como capacidad de emulsion, propiedad de unién a lipidos, capacidad de
hidratacion o retencion de agua y capacidad de formar geles. Estas alteraciones han sido
ampliamente atribuidas a cambios experimentados por las proteinas miofibrilares.
Numerosos estudios bioquimicos han sido enfocados en clarificar el mecanismo y los
factores responsables de la desnaturalizacion de las proteinas durante la congelacion. Al
mismo tiempo que se incrementaba el conocimiento de la anatomia microscopica de las
fibras musculares aumentaba ¢l interés en correlacionar las alteraciones en textura del
musculo y los avances bioquimicos con estudios basados en cambios en la
ultraestructura del mismo durante su almacenamiento en congelacion, aspectos éstos

que seran desglosados detalladamente en los proximos apartados.

1. ESTRUCTURA DE LAS FIBRAS MUSCULARES ESQUELETICAS.
1.1. ORGANIZACION DE LOS FILAMENTOS EN LAS MIOFIBRILLAS.

La estructura del mtsculo fue determinada como resultado de una combinacién

entre estudios por microscopia Optica, electronica y difraccion de rayos X.

La microscopia optica y electronica permitieron obtener una primera
aproximacion acerca del aspecto morfoldgico de las miofibrillas. Estos elementos
contractiles de 1-2 pum de diametro mostraban un sistema regular de bandas
transversales atribuidas a la existencia de elementos repetitivos denominados
sarcomeros de 2.3-2.8 um de longitud. Estas unidades basicas aparecian delimitadas por
la linea 7 y contenian una zona mas densa (banda A) simétrica con respecto a la linea Z

y separada de ésta por zonas de menor densidad (bandas I). El aspecto bandeado
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anteriormente descrito fue atribuido al hecho de que las miofibrillas estan constituidas

por una serie de largas proteinas filamentosas parcialmente superpuestas.

Los estudios por microscopia electronica supusieron una aportacién acerca de la
disposicién de los filamentos en la fibra muscular. Huxley (1957) en secciones
ultrafinas observé que los filamentos delgados (50-70 A de didmetro) eran visibles en la
parte del sarcémero correspondiente a las bandas I mientras ambos, filamentos finos y
gruesos (100-120 A de didmetro) se visualizaban en la banda A. Cuando se obtenian
secciones en las que los filamentos son paralelos al plano de la seccion, se observaba
que cada filamento grueso es continuo desde cada extremo de la banda A al opuesto
mientras que los filamentos delgados no se extienden hasta el centro de dicha banda,
sino que terminan en un punto alrededor de la zona H. Los filamentos gruesos tienen
una longitud de caracteristica de 1.55 um y los filamentos finos de 0.975 um medidos

desde ¢l centro de la linea Z.

La organizacion de los filamentos fue mejor comprendida al examinar secciones
transversales por microscopia electronica. En fibras musculares de vertebrados,
secciones transversales a nivel de la banda I muestran una organizacion tetragonal de los
filamentos finos. Asimismo una doble disposicion de los filamentos es observada a
nivel de las zonas laterales mas densas de la banda A donde los filamentos gruesos se
encuentran organizados formando una red hexagonal y los finos se encuentran
localizados en los puntos trigonales del patrén hexagonal formado por los filamentos

gruesos.

Estudios por difraccion de rayos X (Huxley, 1951, 1953a) confirmaron dicha
organizacién que se reflejaba en un patron de reflexiones que corresponde a aquel que
seria esperado para una ordenacién hexagonal de estructuras en forma de varilla
espaciadas 400 A. Asimismo se observé que en fibras musculares en postrigor las
intensidades de las reflexiones mostraban que habia una cantidad sustancial de material
presente en o cerca de la posicion trigonal en la red. Esto fue interpretado en términos de
la presencia de un segundo grupo de filamentos situado entre la disposicion hexagonal

de los filamentos que forman la organizacion primaria (filamentos gruesos).
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Otros detalles relativos a la estructura fueron observados. Los filamentos gruesos
presentaban un mayor diametro en la banda H donde se describia la existencia de
puentes que conectaban dichos filamentos que en vistas longitudinales representan la

banda M de 600-750 A. (Pepe, 1967 y Knappeis y Carlsen, 1968).

Una de las caracteristicas mds interesantes aportadas por la microscopia
electronica fue mostrar la presencia de proyecciones que se extienden desde los
filamentos gruesos a los filamentos finos a lo largo de toda su longitud excepto en las
bandas 1. Estas proyecciones aparecen a intervalos de aproximadamente 400 A entre
cada filamento grueso y delgado. Puesto que hay 6 filamentos delgados alrededor de
cada filamento grueso deben existir 6 proyecciones emitidas por cada filamento grueso

por cada intervalo de 400 A de su longitud Huxley (1972).

Los estudios de difraccion de rayos X mostraron unas reflexiones en el diagrama
de fibra muscular con una periodicidad axial de 429 A que demostraba la presencia de
regularidades a lo largo de la longitud de los filamentos gruesos. Andlisis detallado de
tales resultados por Huxley y Brown (1967) pusieron de manifiesto la existencia de un
reordenamiento helicoidal de las proyecciones sobre los mioftlamentos de miosina con
una vuelta de hélice cada 429 A y una repeticion de estas proyecciones cada 143 A.
Estos estudios ademas demostraron la presencia de una superred en relacion con las
proyecciones presentes en la banda A de fibra muscular estriada de vertebrados. Esto
significa que los filamentos de miosina en el modelo hexagonal no se organizan con
idénticas orientaciones para dar la celda unidad simple a, sino que se organizan dando
una celda unidad (superred) con un lado igual a aV3, de modo que los dos filamentos

dentro de cada celda unidad estén rotados 1/3 430 o 2/3 430.
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FIGURA I. Esquema que representa la seccion transversal de misculo esquelético en
la banda A. Las lineas continuas muestran la celda unidad simple a mientras que las
lineas discontinuas representan la superred descrita por Huxley y Brown (1967). Los
ntimeros 1/3 y 2/3 representan la posicién de los filamentos dentro de la superred que
estan rotados 1/3 0 2/3 uno con respecto a otros.

1.2. LOCALIZACION DE LAS PROTEINAS EN LOS MIOFILAMENTOS.

Las descripciones morfologicas de miofibrillas y filamentos en términos
puramente estructurales fueron completadas paralelamente por estudios que pretendian
establecer la localizacién de las moléculas de proteina en la estructura de la fibra

muscular.

Los datos de Hasselbach y Schneider (1951) sugerian que la mayoria de las
miofibrillas estan constituidas por actina y miosina. En fibra muscular esquelética de
conejo la miosina representa el 38% de las proteinas totales presentes en las fibras
musculares y el 54% de las proteinas que componen las miofibrillas libres de proteinas
solubles. La cantidad que representa la actina puede ser un 20-25% de las proteinas

miofibrilares totales.

Preliminarmente se intentd comprobar que los miofilamentos observados por
microscopia electronica estaban compuestos por actina y miosina. Huxley (1953a)

realizé un calculo de las cantidades relativas de material en los dos tipos de filamentos.
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Estas se basan en medidas de filamentos realizadas sobre micrografias electronicas. La
proporcion de material localizado en la red hexagonal constituida por los filamentos
gruesos con respecto a los filamentos finos es 2.7:1. Si se considera que los filamentos
gruesos estdn constituidos por miosina y los filamentos finos fundamentalmente por
actina, estos resultados estian de acuerdo con la observacion de que la proporcién en

peso miosina/actina como propusieron Hasselbach y Scheneider (1951) es 3:1.

Informacién valiosa sobre la localizacion de estas proteinas fue obtenida por la
observacion de la estructura de los sarcomeros tras el tratamiento de la fibra muscular

con agentes que permitian la extraccion selectiva de miosina.

Hanson y Huxley (1953) y Hasselbach (1953) llevaron a cabo la extraccion de
miosina desde fibras musculares en soluciones salinas de alta fuerza idnica en presencia
de agentes que mantienen actina y miosina disociados. La microscopia de contraste de
fase demostrd que en las miofibrillas a las que se habia aplicado dicho tratamiento, la
banda A se disolvia dejando un resto de linea Z y segmentos de material de densidad
equivalente a los localizados en la banda I, que es la region del sarcomero ocupada por
los filamentos finos. Las observaciones por microscopia electronica llevadas a cabo
sobre estas miofibrillas demostraban que los filamentos gruesos habian sido disueltos
mientras los filamentos finos formaban parte de la estructura retenida en el sarcémero.
Esto es una evidencia de que la miosina esta contenida en los filamentos gruesos y que
la actina que no resulta extraida forma parte de la estructura que permanecia asociada al

sarcdmero (filamentos finos).

Un segundo grupo de experimentos se baso en medidas realizadas por microscopia
de interferencia que fueron a su vez contrastadas con estimaciones bioquimicas. La
microscopia interferencial permite medir el retardo que experimenta la fase del haz de
luz cuando éste pasa a través de una parte de la muestra. De tales medidas es posible
calcular la concentracion de proteina presente en las diferentes bandas de una
miofibrilla, incluso después de llevar a cabo procesos de extraccidon de proteinas en
dichas miofibrillas. Los experimentos de Huxley y Hanson (1957) muestran que el

material de la banda A por microscopia de interferencia concentra el 50-55% de la
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proteina total de la miofibrilla. Al aplicar procesos que permitian la extraccién total de
miosina de la miofibrilla, el anélisis bioquimico de tales extractos mostré que un 62.5%
de las protefnas miofibrilares resultaban extraidas, de las que un 51% podian ser
precipitadas bajo condiciones usadas para precipitar miosina mientras que el 10%
restante permanecia en soluci6n, porcentaje que coincidia con los datos obtenidos por

microscopia interferencial.

Perry y Corsi (1958) obtuvieron asimismo evidencia sobre la localizacion de las
proteinas en sus experimentos basados en extraccion de miofibrillas en medios de baja
fuerza i6nica. Estos autores disolvian el material de lineas Z y bandas I sin afectar a la
banda A. El extracto contenia actina y tropomiosina por lo que estas proteinas estaban
asociadas a la estructura de los filamentos en la banda I. Ademas se encontr6 que la
actividad ATPasa de la preparacion permanecia asociada a la banda A, lo que

confirmaba la localizacién de la miosina en dichos filamentos resistentes a la extraccion.

Mas evidencia proporciond el uso de anticuerpos. Szent-Gyodrgy et al. (1964)
observaron que anticuerpos contra miosina se unfan en la regién de la banda A. El
anticuerpo contra actina y tropomiosina era unido a parte del sarcomero ocupado por los

filamentos de la banda I.

Posteriormente fueron obtenidas evidencias en observaciones por microscopia
electrénica aplicando la técnica de tincién negativa sobre filamentos de fibras
musculares obtenidos tras disrupcién fisica del tejido en un medio que disocia actina y
miosina (Huxley 1963). Esta técnica permitié obtener informacién detallada de la
estructura interna de los filamentos. Dos tipos de filamentos se encontraron que se
correspondian estrechamente con los observados en secciones de tejido muscular. Los
filamentos mas delgados a menudo asociados a fragmentos de linea 7Z mostraban dos
cadenas idénticas compuestas por subunidades globulares reordenadas helicoidalmente
con una vuelta cada aproximadamente 360-370 A con un didmetro entre 60 y 70 Ay
0.5-lum de longitud. Idéntica estructura se observaba en filamentos de actina
purificados. La microscopia electrénica mostr6 que los filamentos gruesos de 100-120A

de didmetro y 1.5-1.6um de longitud presentan una organizacion bipolar de modo que
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las cabezas estan localizadas en ambos extremos de los filamentos orientadas en una
direccién v separadas en su parte central por una zona desnuda que se encuentra libre de
cabezas. Miosina purificada bajo condiciones idnicas idoneas se agrega en filamentos
sintéticos semejantes en dimensiones a los filamentos presentes en la banda A de las
células musculares, mostrando asimismo las proyecciones que sin embargo estan

ausentes en la zona central del filamento.
1.3. ESTRUCTURA MOLECULAR DE LA MIOSINA.

Las moléculas de miosina fueron observadas en el microscopio electronico por la
técnica de réplica “shadow-casting” (Rice, 1961 a,b, 1964, Huxley, 1963). Estas tenian
la apariencia de estructuras en forma de varilla de 20 A de didmetro y 1500 A de
longitud con una regién globular al final de la molécula de 50 A de diametro y 100-200
A de longitud. Posteriormente esta region globular se determiné que estaba constituida

por dos cabezas (Slayter y Lowey 1967, Lowey et al., 1969).

Importante informacién sobre la estructura de la miosina se obtuvo a partir de
estudios basados en la rotura de la molécula en subfragmentos tras su tratamiento con
enzimas proteoliticos (Lowey et al., 1967, 1969). La digestion triptica divide la miosina
en los fragmentos conocidos como meromiosina pesada (HMM) y meromiosina ligera
(LMM). HMM llevaba la actividad ATP4sica y la capacidad de unirse a actina. LMM se
caracterizaba por su capacidad de agregarse para formar filamentos en condiciones
idnicas fisiolégicas. La morfologia de estos fragmentos fue determinada asimismo por
microscopia electronica. La tincidn negativa demostré que LMM tenia €l aspecto de
estructuras en forma de varilla del mismo didmetro que el dominio en forma de varilla
de la miosina intacta y una longitud aproximada de 960 A. HMM aparecia como una
estructura constituida por dos elementos globulares anclados a una corta cola de una
longitud de 400-450 A (Huxley 1963). Lowey et al.(1969) demostraron que la digestion
de HMM con papaina liberaba la parte del cuello que conecta cada cabeza a la cola
rindiendo los subfragmentos S, correspondientes a los fragmentos de cabeza y el

subfragmento S, que se origina de la porcién distal del cuello.
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La estructura actualmente reconocida es que las moléculas de miosina constan de
dos cadenas pesadas de 220 KDa y cuatro cadenas ligeras (15-22 KDa) con una cola de
140 nm de longitud y dos cabezas de 130 KDa cada una. El extremo carboxiterminal de
las cadenas pesadas forma o hélices que dimerizan para formar el dominio de cola que
continua en las dos subunidades S, constituidas por el fragmento amino terminal donde
se localiza el sitio activo de la ATPasa. A cada una de las cabezas se encuentran
asociadas un par de cadenas ligeras que difieren en sus estructuras y propiedades y son
conocidas con una variedad de nombres entre ellos reguladoras y esenciales de

secuencia semejante a calmodulina y troponina C.

Durante los filtimos 40 afios se ha empleado gran esfuerzo en comprender la
estructura y funciéon de la cabeza de miosina. Walker et al. (1985) llevaron a cabo
tinciones negativas introduciendo modificaciones que permitian estabilizar la molécula
frente a los efectos adversos introducidos por la tincidon negativa. Medidas de
micrografias electrénicas demostraban que las cabezas tenian forma de pera de 190 A de
longitud y 65 A de didmetro en el punto mas ancho. Una reconstruccién tridimensional
de secciones delgadas a partir de cristales obtenidos de los subfragmentos S; revelaron

unos resultados semejantes a los anteriormente descritos (Winkelmann et al., 1985).

Micrografias electronicas de Walker y Trinick (1988) mostraron que las cabezas
de miosina constan de al menos tres regiones estructurales. La tincion negativa permitié
observar en el 35% de las cabezas estudiadas dos hendiduras perpendiculares al eje
mayor de la cabeza que determinan tres dominios. Un dominio grande de 10 nm de
longitud y 7 nm de anchura que supone aproximadamente la mitad de la masa de la
cabeza y dos dominos pequefios de tamafio variable localizados a lo largo del eje de la
cabeza en la zona mas cercana a la unién de las dos cabezas. En el 10% de las cabezas
se observaba una simple hendidura que determina la aparicién de dos dominios. Ademas
las cabezas mostraban una pronunciada curvatura en el sentido de las agujas del reloj

desde la unién cabeza-cola a la porcion distal de las cabezas.

Cristalografia de Rayos X ha revelado informacion esencial sobre la estructura

tridimensional del subfragmento S; (Rayment et al., 1993). La cabeza de miosina es un
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dominio elongado asimétrico con dimensiones de 165 x 65x 40nm dividida en dos
dominios: El dominio catalitico globular que comprende los 783 primeros residuos de la
cadena pesada y un dominio de cadena ligera que consiste en las dos cadenas ligeras que
se encuentran localizadas en la base de la cabeza alrededor de un dominio de o hélice de
85A formado por los 60 ultimos residuos de la cadena pesada. Digestion proteolitica
hidroliza el subfragmento S, dentro de 3 fragmentos de 25kDa, 50 KDa, 20 kDa que se
cree que constituyen dominios. Los 80 primeros residuos del extremo amino terminal
forman un dominio que es homdélogo al dominio SH; (src homology 3) de funcion
desconocida. El resto del fragmento de 25 kDa y la porcion superior del fragmento de
50 kDa (residuos 81-486) forman un dominio que constituye 6 de 7 cadenas de una
estructura B3 plegada. El sitio de unién del ATP esta en este dominio y dista 4 nm del
sitio de unién de la actina. La porcién superior del fragmento de 50 KDa proporciona
aproximadamente la mitad del sitio de unién de la actina. El fragmento inferior de 50
KDa (residuos 487-600) forma un dominio bien definido que constituye la otra mitad
del sitio de unién de la actina. La primera parte del siguiente dominio de 20 KD
(residuos 648-689) es una parte del dominio de 25-50 KDa y consiste en una larga
hélice que corre distalmente desde ei sitio de unién de la actina a la 7* cadena que forma
parte de la estructura 3 plegada. Esta es seguida por un giro de una hélice que contiene
dos grupos tioles reactivos (SH, 701 y SH, 697). Distal a éste y rigidamente conectado a
la o hélice que constituye la cola del subfragmento ! existe un dominio compacto
(residuos 711-781) que se ha denominado dominio transformador. Este aparentemente
funciona como una cuenca para ¢l dominio o hélice de cola de S| que lleva las dos
cadenas ligeras y que ha sido denominado dominio regulador o cuello. La funcién de
este Gltimo dominio parece ser la de un brazo que actia a modo de palanca que
amplifica movimientos rotacionales experimentados por el dominio transformador

durante la hidrolisis del ATP.

Este modelo puso de manifiesto que la hendidura entre los dominios superior e
inferior de 50 kDa se extiende desde el sitio de unién del ATP al sitio de union de la
actina de modo que la apertura y cierre de dicha hendidura puede proporcionar un

eslabon que conecte ambos sitios estando probablemente implicado en la generacion de
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movimientos del dominio de cabeza. Se piensa que la unién de la actina favorece la
forma cerrada de la hendidura. La estructura atdmica del subfragmento 1 ha
proporcionado la base para intepretar los estudios bioquimicos y biofisicos previos
confirmando la existencia de un mecanismo de motilidad distinto del propuesto hasta el
momento que s¢ basaba en la inclinacion de la cabeza de miosina sobre la superficie del
filamento de actina. En la hipétesis del brazo en forma de palanca “swinging lever arm”
la cabeza se une a la actina con una geometria mas o menos establecida y s6lo la parte
distal carboxiterminal de la cabeza se mueve (Holmes 1997), de modo que el
mecanismo por el que la hidrolisis del ATP y unién de actina conduce a los
movimientos de dicho brazo es el siguiente: La union actina-miosina tiene lugar por un
movimiento rotacional del dominio mas bajo de 50 kDa inducido por la hidrélisis del
ATP, que tras dicho movimiento permite que el brazo gire sobre un punto cercano a la
hélice que contiene el residuo SH;. El regreso de este estado al estado rigor constituye lo

que se conoce como golpe de fuerza.

FIGURA I1. Estructura tridimensional del subfragmento S, de la molécula de miosina
segin el modelo de Rayment et al., 1993.
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Los dominios de cola (LMM) de la miosina muscular conocida como miosina tipo
IT oligomerizan en los filamentos gruesos para dar la estructura anteriormente descrita,
de modo que las moléculas de miosina aparecen situadas en pares una a cada lado de un
filamento grueso, y en pares sucesivos escalonados a una distancia de 143 A y rotados
uno con respecto a otro para situar las proyecciones en una hélice con una vuelta cada

429 A,
1.4. ESTRUCTURA MOLECULAR DE LA ACTINA.

Andlisis llevados a cabo por Moore et al. (1970) basados en reconstrucciones
tridimensionales de la estructura de los filamentos de actina aport6 informacion sobre la
forma de los monémeros de G-actina. Estos parecian ser elementos globulares con unas
dimensiones de 55 A x 35 A x 50 A. Asimismo las tinciones negativas confirmaban la

morfologia globular de dichos monomeros.

Analisis cristalograficos de rayos X de G-actina revelaron que dicha molécula esta
separada en dos 16bulos de tamario equivalente por una profunda hendidura. El conjunto
formado por los l6bulos vy la hendidura componen un pliegue (dominio) con actividad
ATPésica donde el ATP y el Mg2+ son unidos por puentes de hidrégeno e idnicos a

cadenas laterales de aminoacidos.

Desde los estudios de difraccion de rayos X de los filamentos de actina asi como
de los mondmeros los cientificos han establecido un modelo en que las subunidades de
actina consisten en dos masas globulares de 3.8 nm separadas por 3 nm. La orientacién
de las subunidades es tal que la distancia de la esfera mas interna desde el ¢je es de 1.2
nm y el de la esfera mas externa es de 3 nm mientras que ¢l ¢je largo de la subunidad

estd inclinado 20° de la perpendicular al eje (Egelman y De Rosier, 1983).

Una caracteristica de estos filamentos de actina es que son estructuras polares de
manera que todos los monomeros en ambas cadenas estdn orientados en la misma
direccion, polaridad que revierte en las lineas Z. Los filamentos de actina solos
muestran detalles insuficientes en el microscopio electrénico para poder discernir su

polaridad, pero esta puede ser deducida de los experimentos de “decoraciéon™ que sc
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basan en la capacidad de la miosina para unirse a los filamentos de actina. En este tipo
de experimentos filamentos de actina se combinan con fracciones S, dando filamentos
decorados que al microscopio electronico presentan la caracteristica apariencia en punta
de flecha (Huxley, 1963) donde las flechas siempre apuntan en una direccién constante
a lo largo de cada filamento de actina. Esta apariencia surge como consecuencia del
modo caracteristico de anclaje de las subunidades S, de miosina a los filamentos de
actina que debe ser ¢l mismo para cada monémero de actina. Las subunidades S,
aparecen como estructuras elongadas y ligeramente curvadas que estan ancladas a los
monémeros de actina no sélo inclinados con respecto al eje del filamento de actina unos
45°C sino también rotados sobre un eje perpendicular al cje del filamento y pasando a
través de la subunidad S, con el mismo angulo. Es la combinacion entre la inclinacion y

esta totacion lo que produce la apariencia en forma de punta de flecha caracteristica

(Moore et al,. 1970).
1.5. OTRAS PROTEINAS ORGANIZADORAS DEL SARCOMERO.

Asociados a los filamentos de actina se encuentra la tropomiosina que es una
molécula fibrosa de 40 nm. Sus subunidades se unen cabeza a cola formando una cadena
continua a lo largo del filamento de actina. Cada molécula de tropomiosina tiene 7 sitios
de unién a actina y se une a 7 mondémeros de actina en el filamento delgado. Asociada a
la tropomiosina se encuentra la troponina (un complejo de tres proteinas TN-T, TN-I y

TN-C) similares en secuencia a la calmodulina y las cadenas ligeras de miosina.

La o actinina estd formada por dos subunidades polipeptidicas de masa similar
con un peso molecular de 180.000 daltons. Se encuentra en el disco Z implicada en el
anclaje de los filamentos de actina a la linea Z junto con la proteina Cap Z, esta dltima
involucrada probablemente en prevenir la despolarizacion de los filamentos de actina en

su extremo positivo.

I.a B actinina es una proteina dimera formada por dos polipéptidos de 27.000 y
34.000 daltons que se localiza en el extremo libre de los filamentos delgados y puede ser

que participe en la regulacion de la longitud de dichos filamentos.
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La proteina C es una cadena polipeptidica unica de 140.000 daltons que forma una
serie de 7 bandas transversales de 7 nm de anchura y espaciadas en intervalos de 43 nm
a cada lado de los filamentos gruesos (Bechtel, 1986). Esta proteina constituye
aproximadamente el 3% de las proteinas del filamento gruese y actia evitando su

destruccion por las fuerzas tensionales o por las modificaciones del entorno 16nico.

Un tercer sistema de filamentos, compuesto por un grupo de proteinas
extremadamente largas organiza los filamentos gruesos y finos en sus disposiciones
tridimensionales proporcionando a la fibra muscular muchas de sus propiedades

elasticas.

La titina conecta el final de los filamentos gruesos a la linea Z, extendiéndose a lo
largo del filamento grueso hasta una region cercana a la linea M (Fiirst et al., 1988), de

esta manera mantiene los filamentos gruesos centrados durante la contraccion.

La nebulina forma filamentos largos no elasticos que se extienden desde cada lado
de la linea Z a lo largo de los filamentos finos, pudiendo actuar como una regla
regulando el nimero de mondmeros de actina que polimerizan dentro de cada filamento

delgado durante la formacion de fibras musculares maduras.

Proteina C

‘éapz /__Z//: ,&\um ProtelnaM ¢ s
s

L3

Filamento fino B actinina
Tropomiosina Nebulina Filamento grueso
Troponina .
Actina o actinina

F1GURA IIL. Representacién esquematica de la localizacion de las principales
proteinas implicadas en la organizacion del sarcémero de misculo esquelético.
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2. CAMBIOS EN LAS PROTEINAS POR CONGELACION Y
ALMACENAMIENTO DEL MUSCULOQ DE PESCADO.

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

Los cambios que ocurren durante la congelacién y almacenamiento posteriores del
musculo, estan influenciados en cierta medida por el estado del mismo antes de tal
procesamiento. En primer lugar la calidad del musculo de pescado depende en gran
medida de los factores antemortem. Este hecho es atribuible en parte a la variabilidad
genética de los animales y en parte a que los peces son muy sensibles al entorno de
modo que la temperatura del agua, la naturaleza de la zona donde habitan, la cantidad de
gjercicio que realizan, madurez sexual y la dieta que consumen son factores importantes

e incontrolables que influyen en la calidad final del misculo.

Uno de los acontecimientos bioquimicos mas importantes que tienen lugar en el
tejido muscular postmortem es la reducciéon del PH debido fundamentalmente a la
glicolisis. Dos factores son importantes en relacion con el PH, uno se refiere a la
magnitud y otro a la velocidad a la que ocurre dicha reduccion. Si este desciende a
valores suficientemente bajos mientras la temperatura es elevada se produce una notable
desnaturalizacion de las proteinas contractiles y/o sarcopldsmicas influyendo en la
capacidad de las primeras para retener agua, fendmeno que puede ocurrir en los peces de
“carne roja” como el atim. Por otro lado estd el PH final que alcanza ¢l tejido muscular,
valor que también tiene gran influencia en la calidad textural del musculo, la capacidad
de retencion de agua por alteraciéon de las proteinas miofibrilares y resistencia a la
putrefaccién como resultado del desarrollo microbiano. En animales de sangre caliente
si con anterioridad al sacrificio el animal se ve sometido a estres o ejercicio intenso el
contenido en glucogeno desciende sustancialmente, resultando un PH final elevado,
puesto que no existe sustrato para que la glicolisis se prolongue. Se encuentran
discrepancias en este aspecto en musculo de pescado en funciéon de la fuente
bibliografica. Segiin algunos autores el estrés y ejercicio al que se encuentran sometido
¢l pez previamente a la muerte tiene un efecto importante sobre los niveles de glucégeno

almacenado y el PH postmortem tltimo. En un estudio reciente Chiba et al., 1991
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encontraron que sometiendo a estrés durante varios minutos el pez previo a la captura se
producia un decrecimiento de 0.50 unidades de PH en 3 horas en relacion a especimenes
no estresados cuyo PH disminuyé sélo 0.10 unidades en el mismo periodo de tiempo.
Estos autores asimismo demostraron que la pérdida de sangre del pez reducia
significativamente la produccién de 4cido lactico. Segun otros autores el PH final que
alcanza el misculo no esta relacionado con el estrés o gjercicio al que se ve sometido el

pescado antes de su muerte.

Es conocido que el lactato producido como resultado de la glicolisis anaerobia
puede atravesar la membrana celular y en gran parte ser arrastrado por la sangre desde
donde llega al higado y es reutilizado para la sintesis de glucosa. La glucosa es
transportada de nuevo al musculo donde finalmente se convierte en glucégeno. En los
pescados vivos, el lactato producido durante el ejercicio que realiza durante la pesca es
drenado lentamente del misculo y se necesita un largo periodo de tiempo para agotarlo,
asi cuando un pez lucha antes de la muerte se produce mucho lactato, la mayor parte del
cual permanece en el musculo postmortem. Por el contrario un pez que apenas lucha
antes de la captura contiene solo una pequefia cantidad de lactato en el momento de la
muerte, pero la glicolisis postmortem hard aumentar los niveles de lactato de modo
equivalente al aumento experimentado por el pez que luché antes de morir. Dado que ia
cantidad de lactato formado es groseramente proporcional a la cantidad de ATP formado
por via glicolitica anaerobica y puesto que todo el ATP del pescado postrigor es
degradado para producir iones hidrégeno, el efecto de estres o lucha con anterioridad a
la muerte no afecta al PH final. El PH final de la camne roja de pescado es 5.5 y el del
pescado blanco es de 6.2 a 6.8 y es superior al de los mamiferos, pero depende de la
estacion del afio, debido principalmente a los aspectos relacionados con la nutricién y
los cambios estacionales. Sélo ocasionalmente se observa un PH dltimo bajo en el
musculo de pescado y esto ocurre en aquellos que han vuelto a alimentarse después de
un periodo de ayuno pudiéndose producir el fendmeno de desconexion “gaping”,
fendmeno relacionado con la rotura de los elementos conectivos que interconectan los

miotomos, fendémeno que se exacerba durante la congelacién por la acciéon de los
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cristales de hielo, que dafian mas fAcilmente el tejido comectivo més labil al PH

existente.

Otro fenémeno que afecta a la textura son los aspectos relacionados con la
interaccién de actina y miosina una vez que se ha agotado el ATP (rigor mortis). Uno de
estos aspectos se refiere al proceso denominado “resolucion del rigor” que consiste en
una pérdida de dureza del miisculo postrigor cuando éste se almacena a temperaturas de
refrigeracion. Este fenémeno ha sido atribuido por algunos investigadores a cambios en
las interacciones actina-miosina durante el periodo postrigor (Takahashi et al., 1981),
debido en parte a la accion de proteinasas enddégenas que atacan a proteinas
constituyentes de la estructura muscular, mientras que estos cambios no han sido
observados por otros autores (Wolfe y Samejima, 1976). También se ha sefialado que

las cantidades de tropomiosina y troponina sufren un descenso con el almacenamiento

postrigor.

El acontecimiento mds significativo durante el proceso de ablandamiento
postrigor es la desintegracién del disco Z, atribuida a la accién de enzimas proteoliticos
en la fibra muscular, calpainas o factor activado por el calcio (CAF), que provoca la
desintegraciéon de los discos Z in vitro y cuyo principal papel en la fisiologia del
musculo es el recambio de las proteinas miofibrilares en el animal vivo lo que puede
producirse por degradacién del disco Z, de la proteina C y de la desmina que actia
como enlace intermiofibrilar. Muramoto et al. (1989) demostraron que las calpainas de
peces digieren especificamente la cadena pesada de miosina para formar un fragmento
de Pm 150.000 Da. Estos autores ademds observaron que las calpainas de peces eran
més activas a bajas temperaturas que las de mamiferos y que el grado de ruptura era
especifico para cada especie siendo mas activa contra miosinas con mas baja estabilidad
al calor. Asi especies de peces adaptadas a temperaturas ambientales mas frias son mas
susceptibles a autolisis por calpainas que los de aguas tropicales. Aunque las calpainas
han sido identificadas en muchas especies de teledsteos existen pocos datos sobre la
relacién causa efecto entre la actividad de calpainas y medidas instrumentales de

textura.
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Asimismo se ha demostrado que la presencia de Ca®* a concentraciones
fisiologicas conduce a un debilitamiento postrigor de los discos Z de la fibra muscular.
Ademas de este fenémeno el Ca’' también causa la liberacién de una proteina de las
miofibrillas, probablemente un componente del disco Z que debilita la interaccion entre
actina y miosina (Takahashi et al., 1981). Este debilitamiento de la interaccion actina-
miosina puede participar en la resolucion del rigor mortis y en el aumento de la longitud

del sarcomero durante la fase postrigor del musculo.

Otro grupo de proteasas presentes en el tejido muscular son las catepsinas (B, D,
H y L) localizadas en los lisosomas de la célula muscular o lisosomas de los
componentes del tejido conectivo o sistema circulatorio. Como consecuencia de la
degradacion de las membranas celulares en el tejido muscular postmortem catepsinas
que se activan al PH final del misculo pueden actuar sobre componentes de la célula
muscular. Asi la catepsina B a PH 6 hidroliza preferentemente la miosina aunque
también actla sobre la troponina, tropomiosinas y actina (Noda et al., 1981). Tras la
incubacion de miofibrillas con catepsina B lo primero en observarse es la desaparicion
del disco Z, seguido por la pérdida de la linea M y un descenso de la densidad de la
banda A. No obstante las catepsinas D y L se cree que tienen un papel mas importante
en la degradacién autolitica del tejido de peces, especialmente la catepsina L puesto que
es mas activa a PH neutro y se ha demostrado que digiere proteinas miofibrilares

(actomiosina) ademas de tejido conectivo.

La catepsina L ha sido implicada en el endurecimiento de varias especies
(Yamashita y Komagaya, 1990, Toyohara et al., 1993a, Toyohara et al.,, 1993 b)
implicaron a la catepsina L en el endurecimiento del salmén durante el desove. Estos
autores demostraron que los patrones de electroforesis de miofibrillas purificadas
tratadas con catepsina L resultaban idénticos a los de las proteinas extraidas de muisculo
de pez durante el desove. Asimismo la actividad autolitica de la catepsina se
correlacionaba con la textura del musculo cuando éste era medido instrumentalmente.
La capacidad autolitica medida por la actividad de la catepsina 1. era més alta en tejido

congelado/descongelado que en tejido fresco.
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Un fendmeno relacionado con el acortamiento por el frio es la contraccién por
descongelacién o rigor de descongelacion. Si el musculo se congela en prerigor con
frecuencia sufre un acortamiento considerable durante la descongelacién rapida que
puede acompafiar al endurecimiento del musculo (si la contraccion es inferior al 40%) y
una baja capacidad de retener agua (si la contraccion sobrepasa el 40%). Por esta razon
el musculo debe congelarse una vez establecido el rigor mortis. Este fenémeno es
atribuido a que los cristales de hielo desorganizan el reticulo sarcopldsmico y/o las
mitocondrias en las fibras del musculo prerigor destruyendo su capacidad para mantener
niveles bajos de calcio en el sarcoplasma desencadenando la contraccion de
congelacion. Sin embargo en el caso del pescado no es un fenomeno tan critico de modo
que no es tan importante que se resuelva el rigor antes de congelar el misculo ya que
siguen desarrolldndose reacciones enzimaticas a bajas temperaturas y en periodos cortos
de conservacion el ATP se degrada, de modo que se puede evitar el rigor de
descongelacion si los pescados congelados en prerigor se mantienen a temperaturas

normales de congelacion durante dos meses.

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

Los factores que influyen en la alteracion posterior del musculo durante el
almacenamiento en congelacién comprenden los intrinsecos relativos a especies e
individuos como se ha citado anteriormente, los de procesado como ha sido dlamostrado
por numerosos autores (Shenouda, 1980, Mackie, 1993) que observan una pérdida de
funcionalidad en musculo picado superior a la detectada en musculo entero, y por ultimo

factores relacionados con la conservacién en congelacion, entre los que cabe destacarse:

Modo de congelacion.

Se ha considerado que la congelacion rapida se traduce en menos cambios
quimicos-bioquimicos durante el almacenamiento en congelacion posterior, aunque los
resultados obtenidos al respecto han sido equivocos (Matsumoto, 1979). Asimismo ha
sido demostrado que el tipo de congelacion puede influir en el deterioro de la calidad.

Lee (1982) observé que la congelacién en nitrégeno liquido resultaba en menor
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endurecimiento y pérdida de agua que la congelacién convencional después del
almacenamiento del musculo a -20°C 2 meses. Algunos estudios han demostrado que el
almacenamiento del musculo a temperaturas escasamente por debajo del punto de
congelacion podia ser aceptable, sin embargo a tales temperaturas se produce una
degradacion de la textura y apariencia asi como pérdida de agua como resultado del
dafio celular y aceleracién de las reacciones bioquimicas. Estudios més recientes han
demostrado que congelacidn parcial por almacenamiento del musculo a -3°C donde el
70% del agua estd formando hiclo puede retardar reacciones bioquimicas que se

traducen en unos altos niveles de calidad.

Otros autores han encontrado que en cambio la temperatura de almacenamiento
tenfa una mayor influencia en el deterioro que el grado de congelaciéon (Reid et al.,
1986) de modo que podria establecerse un compromiso entre el grado de congelacion y
temperatura utilizando métodos rapidos en caso de que el musculo sea almacenado a

una temperatura menor de la considerada ideal.
Temperatura y tiempo de almacenamiento.

Un descenso en la temperatura de almacenamiento reduce la velocidad de las

reacciones que contribuyen a la pérdida de calidad del musculo.

No obstante hay que tener en cuenta que la temperatura no influye por igual en
todos los procesos de deterioro en musculo de pescado, por ejemplo la pérdida de
cohesién es menos dependiente de la temperatura que el endurecimiento. fndices
quimicos tienen mas baja energia de activacion de Arrhenius que los indices fisicos de
deterioro en musculo de bacalao congelado a -12 y -30°C 90 dias (Le blanc et al., 1988).
Por otro lado la estabilidad de las distintas especies difiere durante la conservacioén a una
temperatura determinada ¢ incluso se debe contemplar variacion intraespecifica en
funcion de otra serie de factores biolégicos, estado nutricional, madurez sexual, y otros

tecnoldgicos anteriormente citados.

Existen discrepancias en las informaciones acerca de la vida comercial en

deposito, indicandose que las temperaturas adecuadas de almacenamiento pueden
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oscilar entre -18 y -29°C. La variabilidad se debe a los distintos criterios de calidad y
métodos de determinacién utilizados por los investigadores. Teniendo en cuenta un
elevado numero de resultados experimentales se ha determinado la relacion existente
entre la vida en depésito y Ia temperatura de almacenamiento conocida como diagrama
TTT (Tolerancia térmica temporal). Debido a las pérdidas irreversibles de calidad por
temperaturas inadecuadas los diagramas TTT pueden emplearse para evaluar el efecto
de las temperaturas de almacenamiento en la calidad de los productos, estableciéndose
asi modelos de indicadores de temperatura y de instrumentos que integran el binomio
tiempo-temperatura con los que puede obtenerse los datos necesarios para predecir la

vida comercial de los productos marinos en congelacién (Sikorski y Kolakowska, 1990).

2.3. DESNATURALIZACION-AGREGACION DE LAS PROTEINAS
MIOFIBRILARES DURANTE SU ALMACENAMIENTO EN CONGELACION.

Estudios bioquimicos sobre actomiosina.

La asociacién entre un deterioro de la textura y cambios en las proteinas
miofibrilares fue establecido tempranamente por Reay (1933) quien observo que la
extractabilidad de esta fraccidn era menor en musculo congelado. La mayor parte de los
estudios desde entonces se han llevado a cabo sobre extractos de actomiosina que es la

forma en que més facilmente se extraen las proteinas miofibrilares.

Los trabajos de Dyer (1951) demostraron que la cantidad de actomiosina extraida
decrecia durante el almacenamiento en congelacion, mientras que las proteinas
sarcopldsmicas no mostraban cambios significativos. Este decrecimiento se atribuy6 a
una desnaturalizacién acompafiada por una agregacion de la actomiosina en el musculo
postrigor almacenado en congelacién, hecho que fue confirmadoe por otra serie de
evidencias. Asi estudios de viscosidad de fracciones de actomiosina mostraban una
disminucién de este parimetro durante la congelacion (Noguchi y Matsumoto, 1970).
Estos resultados sugieren que los filamentos de actomiosina habian perdido algo de su
morfologia filamentosa posiblemente como consecuencia de la agregacion de dichos

filamentos.
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Los analisis de ultracentrifugaciéon de las fracciones solubles de actomiosina
llevadas a cabo por distintos autores ponian de manifiesto la formacién de agregados
durante el almacenamiento del musculo en congelacién. El pico correspondiente a
actomiosina (208-308) decrecia en drea, mientras otros picos correspondientes a
fracciones que se movian mas rapido eran mas frecuentes durante la conservacién en

congelacion (Noguchi y Matsumoto, 1970, Oguni et al., 1973).

King (1966) basado en patrones de ultracentrifugacién de extractos de musculo de
bacalao almacenado en congelacion han propuesto que la desnaturalizacién de F-
actomiosina ocurre por dos caminos paralelos. Algunos de los posibles mecanismos de

desnaturalizacion-agregacion aparecen recogidos en la figura IV.

F-actomiosina

Disociacién

Agregacion

| F actina || G actina ]

Lado a lado | Distinta direccién |
Agregados
Entrecruzados Agregados Agregados

Red de agregados

FIGURA I'V. Mecanismo hipotético de desnaturalizacion-agregacion de la actomiosina de
pescado por efecto de la congelacidn propuesto por Matsumoto (1980).
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Otros datos que confirmaban la desnaturalizacion de la actomiosina se referian a la
disminucion de la actividad ATPasica durante su almacenamiento en congelacion.

(Tsuchiya et al., 1975).

Connell (1962) propuso que la insolubilizacion de la actomiosina se debe a la
desnaturalizacién de la miosina mas que de la actina. Durante 40 semanas de
almacenamiento a -14°C la extractabilidad de la actomiosina y miosina decrecian
paralclamente, mientras que la de la actina permanecia constante. El decrecimiento en
extractabilidad de la miosina fue bifasica mientras que la de la actomiosina seguia una
curva exponencial. Sin embargo los estudios electroforéticos de los trabajos de
Matsumoto (1979) in vitro con actomiosina de carpa aislada mostraban que la actina es

desnaturalizada progresivamente con la miosina.
Estudios bioquimicos sobre miosina y subunidades de miosina.

Debido a la dificultad en aislar miosina pura de musculo de peces los estudios
sobre el comportamiento de esta proteina durante ¢l almacenamiento en congelacion
fueron retrasados. La miosina es considerada la mas sensible de las proteinas
miofibrilares a la desnaturalizacién. Su pérdida en extractabilidad durante el
almacenamiento en congelacion alcanza el 80% de la miosina total de musculo de

bacalao.

Connell (1959) fue el primero en abordar este estudio. Se llevaron a cabo sistemas
modelo en los que soluciones de miosina de bacalao en 0.6M CIK fueron congeladas y
almacenadas entre -7 y -70°C y las soluciones descongeladas examinadas por andlisis de
ultracentrifugacién demostrando la agregacion progresiva de mondmeros a dimeros,
trimeros y otros polimeros de mayor tamafio. Connell sugirié que las moléculas de
miosina se agregaban lado a lado sin desplegarse o sufrir cambio alguno en la
conformacién intramolecular. Este autor también encontré que la cantidad de miosina
agregada en preparaciones en las que esta proteina sc extraia desde bacalao congelado y

almacenado incrementaba en funcién del tiempo.
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Buttkus (1970, 1971) encontré resultados similares a los de Connell en estudios
realizados sobre miosinas de musculo de conejo y trucha tras analizar los cambios en
solubilidad, viscosidad, actividad ATPasica y perfiles de ultracentrifugacion

experimentados por las moléculas de miosina durante la congelacién .

Hanafusa (1964) encontré que miosina aislada de musculo de conejo y
meromiosina pesada sufrian desnaturalizacion cuando se congelaban a temperaturas
entre -10°C y -196°C seguidas por descongelacion, como mostraban ¢l aumento
observado en los valores de viscosidad y cambios en los valores de absorbancia a

278nm (revisado por Matsumoto 1980).

Matsumoto et al. (1977) tras la digestion de la molécula de miosina con tripsina y
su posterior purificacién y almacenamiento a -20°C no detectd cambios en las curvas de
solubilidad para HMM y LLMM, sin embargo detectd cambios en otras propiedades
inherentes a cada uno de los fragmentos de la molécula. Por un lado la actividad ATPasa
de HMM desaparecia después de 2 semanas de almacenamiento en congelacion.
Ademas la capacidad de HMM para unirse a la F-actina, como se determino por

microscopia electronica, se perdié después de este periodo de tiempo.

La microscopia electronica también permitié observar que LMM exhibio una

disminucion en la capacidad de formar paracristales bien ordenados.

Estos resultados indicaban que la desnaturalizacion podia afectar a ambos
segmentos de la molécula de miosina HMM y LMM. El decrecimiento en la actividad
ATPasica y la unién a F-actina de HMM puede indicar un cambio conformacional en la
region S; Por otro lado el decrecimiento en la capacidad de formar paracristales de
LMM durante el almacenamiento en congelacion se explica por un impedimento de la
estructura helicoidal necesaria para el alineamiento de un paracristal o por la agregacion
desordenada lado a lado de dos o mds moléculas de miosina que prevengan los
alineamientos ordenados de un paracristal. Frente a esta hipotesis Connell (1959) no
cree en la existencia de un cambio conformacional de la molécula de miosina debido a

que no detectd cambios de la rotacidn especifica de la miosina durante el
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almacenamiento en congelacién. Sin embargo determinados autores creen que
determinados cambios conformacionales que se puedan producir en la moléculas de

miosina no implican cambios en dicho parametro.
Estudios bioquimicos sobre actina.

La actina ha sido considerada una proteina relativamente estable durante la
congelacién. Connell (1962) no encontré una cantidad significativa de desnaturalizacion
de actina durante el almacenamiento en congelacion del musculo de bacalao durante 100
semanas, pero otros autores si encontraron desnaturalizacion de actina en otras especies
de peces (Matsumoto et al., 1977). Estos autores encontraron una disminucion de los
valores de solubilidad y viscosidad de soluciones de G y F-actina asi como de la
capacidad de polimerizaci6n de la G-actina, lo cual implicaba que la conformacion de la

G-actina se habia modificado.
Estudios bioquimicos sobre tropomiosina y troponina,

La tropomiosina es la mas estable de las proteinas miofibrilares. Durante el
almacenamiento en congelacion se logra extraer mucho mas de esta proteina después de

que actina y miosina resultan inextraidas.

Los datos referentes a la alteracién de troponinas aisladas desde musculo de peces

mostraban una disminucion en su funcién reguladora con respecto al musculo fresco.
Estadios por microscopia electronica de transmisién.

La microscopia electrénica fue también utilizada como herramienta que
demostraba la desnaturalizacion y agregacion de las proteinas miofibrilares,
complementando los estudios bioquimicos realizados sobre los extractos proteicos.

Tinciones negativas sobre preparaciones de actomiosina de musculo de carpa
mantenidas almacenadas en congelaciéon mostraban una tendencia de los filamentos a
agregarse lado a lado y entrecruzarse formando verdaderas redes de filamentos
agregados en estadios avanzados de almacenamiento en congelacion (Tsuchiya 1975 et

al., Oshini et al., 1978, Oguni et al., 1975). Adicionalmente se¢ observaba acortamiento
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de los filamentos y la formacién de granulos, de modo que en el fondo de las
micrografias se distinguian particulas que pudieran corresponderse con masas agregadas

de moléculas de miosina.

Experimentos similares con filamentos de F-actina extraidos de musculo de carpa
almacenados en soluciones 0.05 M de CINa durante 4 semanas a -20°C mostraban
agregados de filamentos entrecruzados que apenas se podian delinear (Matsumoto et al.,

1977).

Matsumoto et al., 1977 aprovecharon la propiedad que tienen las moléculas de
miosina aisladas de formar filamentos en soluciones de baja fuerza idnica. Estos
filamentos visualizados por microscopia electronica presentan forma de huso o de pesa
de gimnasia en funcién del método empleado para su preparacién. Después del
almacenamiento en congelacion de las soluciones de miosina, los filamentos
reconstituidos no presentaban la forma descrita para filamentos preparados con miosina

intacta.

Jarenbick y Liljemark (1975b) en las tinciones negativas realizadas sobre
extractos solubles en sal obtenidos de musculo de bacalao almacenado en congelacion
observaron una disminucién del nimero de filamentos de actomiosina y un incremento
en el nimero y tamafio de los agregados. Los cambios mas importantes referentes a la
morfologia de los filamentos de actomiosina se referian a una disminucion de su tamafio
asi como de la cantidad de miosina asociada a ellos de modo que en periodos largos de

almacenamiento aparecian como filamentos de F-actina no decorados.

Estos autores ademas llevaron a cabo un estudio por MET de los residuos que
resultaban inextraidos por la solucidn salina encontrando una mayor retencién de los
filamentos gruesos en la banda A de dichos residuos miofibrilares durante el
almacenamiento del muasculo en congelacion, Estas observaciones junto con los cambios
detectados en la morfologia de los filamentos de actomiosina, fueron relacionados con

una progresiva agregacion de moléculas de miosina dentro de los filamentos gruesos.
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2.4. NATURALEZA QUIMICA DE LA AGREGACION.

La elucidacién de la naturaleza quimica de los enlaces es vital a la hora de
clarificar y controlar el mecanismo de desnaturalizacién-agregacion de las proteinas

durante la congelacion.

Se observan numerosas discrepancias en la literatura acerca de la naturaleza de los

enlaces responsables de la agregacion.

Connell (1959) sugirié que los puentes disulfuro no estaban implicados en la
agregacion intermolecular de la miosina puesto que no detecté un cambio significativo
en el ntimero de grupo sulfhidrilo libres. Adicionalmente este autor en 1965 consigui6
solubilizar la casi totalidad de las proteinas miofibrilares de musculo de bacalao
almacenado 29 semanas a -14°C después de su tratamiento con SDS, agente que estd
implicado en la rotura de enlaces de tipo secundario. Connell atribuyo la agregacion a la

formacion de enlaces de naturaleza no covalente.

Por el contrario, la participacién de grupos SH en el proceso de desnaturalizacion
de miosinas de trucha y conejo fue sugerido por Buttkus (1970, 1971, 1974). Este autor
atribuyé a los puentes disulfuro, enlaces hidrofobicos, y puentes de hidrogeno un papel
en la agregacion. Sin embargo solo una pequefia proporcién de grupos sulfhidrilo
decrecia durante el almacenamiento en congelacidn por lo que los cambios parecian ser
el resultado de reordenaciones de puentes disulfuro intramoleculares e intermoleculares

a través de una reaccién de intercambio sulfhidrilo-disulfuro.

Experimentos similares a los de Buttkus fueron llevados a cabo por Tsuchiya et al.
(1975) en soluciones de actomiosina o miosina aisladas de carpa y almacenadas
posteriormente a -20°C. El tratamiento con diferentes agentes solubilizantes permitio
concluir que la desnaturalizacién e insolubilizacion de actomiosina y miosina durante el
almacenamiento en congelacién era resultado de la agregacion causada por el
incremento progresivo de enlaces intermoleculares debido a la formacion de puentes de

hidrégeno, puentes iénicos, hidrofobicos y puentes disulfuro.
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Matthews et al. (1980) demostraron la formacion de enlaces covalentes durante el
almacenamiento de musculo picado de bacalao a -7°C y que la miosina estaba implicada
en dicha agregacion. El paso inicial era la formacion de enlaces disulfuro, seguido
posteriormente por la formacion de otros enlaces de naturaleza covalente hasta que la

miosina resultaba totalmente agregada.

Lim y Haard (1984) encontraron que las proteinas musculares de Reinhardtius
hippoglossoides agregadas como resultado de su almacenamiento en congelacion eran
solubles en un medio que contenia SDS y ME, demostrando la importancia de los
puentes disulfuro en el proceso de agregacion. La implicacion de este tipo de enlaces
ademas quedo puesto de manifiesto por el hecho de que la adicién de varios agentes que
reducen los grupos tiol en el musculo picado antes de la congelacién prevenia la
agregacion de las proteinas. El andlisis por electroforesis de las proteinas extraidas

permitié establecer la participacion de otros enlaces de naturaleza covalente diferente de

los disulfuro.

Recientemente Tejada et al. (1996) y del Mazo (1997) encontraron diferencias en
el tipo de enlaces implicados en la agregacién asi como una evolucion diferente en su
formacién en funcion de la especie, integridad del musculo y temperatura de

almacenamiento considerada.

3. ALTERACIONES EN LA ULTRAESTRUCTURA DEL MUSCULO DE
PESCADO ASOCIADAS A LA CONGELACION.

En estudios con microscopia Optica Love (1966) examind la formacién de cristales

de hielo y su efecto sobre el tejido muscular.

Love y Abel (1966) en estudios con microscopia electronica establecieron una

correlacion entre la dureza y el aumento de cohesion observado entre las miofibrillas.

Tanaka (1965) concluyé de sus estudios sobre secciones ultrafinas que al cabo de
dos meses los miofilamentos de Ia fibra muscular del abadejo (Theragra

chalcogramma) resultaban fibrosos, refiriéndose este término a una disminucion de la
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distancia existente entre ellos asi como de su didmetro. Diferencias interespecificas
fueron también observadas en el comportamiento de los miofilamentos durante el

almacenamiento del musculo en congelacion.

Bello et al. (1981, 1982) observaron en estudios por microscopia Optica y
electrénica alteraciones en la organizacion de los componentes del tejido variables, en
funcién del método de congelacién utilizado. Las micrografias electronicas mostraron
en musculo de Carassus auratus cuando se utilizaron métodos de congelacién rpidos,
agujeros dentro de las miofibrillas como consecuencia del crecimiento de pequefios
cristales de hielo que modificaban la ordenacion de los miofilamentos, por lo que éstos
aparecfan mas separados especialmente en la banda A, que corresponde a los filamentos
gruesos. Existian dificultades para observar las uniones entre filamentos de actina y

linea Z, asi como las bandas A, I, H y la linea M.

Las micrografias electrénicas tras congelacion del musculo lentamente mostraban
la presencia de grandes espacios libres indicativos de la formacién de grandes cristales
de hielo desde el sarcoplasma que inciden en la rotura de miofibrillas y una disminucién
de la separacion entre filamentos. En ambos casos independientemente del método de

congelacién utilizado los 6rganos celulares y sarcolema resultaban dafiados.

Otros estudios se centraron en la observacién de posibles alteraciones
experimentadas por la red hexagonal. Jarenbick y Liljemark (1975a) en sus estudios por
criofractura observaron modificaciones en la organizacién de dicha red durante el
almacenamiento del musculo en congelacién. Sin embargo estos autores no encontraron
diferencias en las proyecciones de interaccidn actina-miosina ni en las dimensiones de
los filamentos gruesos. Howgate (1979) recogié en su revisién una hipétesis segun la
cual las miofibrillas son distorsionadas y comprimidas a lo largo de ‘una linea
aproximadamente normal al borde del cristal de hielo. La ordenacion hexagonal es
alterada, de modo que el espacio entre filamentos gruesos es reducido a lo largo de la
linea de compresién. Aunque la distancia interfilamento haya sido reducida en una
dimensién, esto no significa necesariamente que el 4rea de la seccion transversal de la

miofibrilla disminuya en proporcion relativa; el examen de algunas miofibrillas sugiere
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que cuando el espacio interfilamento disminuye en un sentido, el espacio entre
filamentos en la direccién perpendicular de la red aumenta. Cuando el tejido muscular
congelado se descongela segin esta teoria las miofibrillas recuperan su estructura

original y espaciado entre filamentos.

Una hipdtesis que ha sido postulada teniendo en cuenta el mecanismo de
interaccién entre filamentos de actina y miosina durante la contraccién muscular es que
la extraccion de agua inicialmente por efecto de la congelacién y posteriormente durante
el almacenamiento se traduciria en una reduccion de la distancia entre filamentos
favoreciendo la formacion de enlaces entre ellos (Jarenbick y Liljemark 1975a). En
relacion con dicha hipétesis la interaccién entre filamentos adyacentes, podria explicar
el endurecimiento y los cambios en la capacidad de absorber agua del musculo después

de la descongelacién.

Basandose en esta idea se han llevado a cabo estudios que tenian por objeto medir

las variaciones experimentadas por la red en la distancia interfilamento.

Liljemark (1969) y Connell y Howgate (1969) observaron una disminucion de la
distancia interfilamento cuando se establece el rigor en el musculo, pero no observaron
diferencias en el musculo almacenado en congelaciéon concluyendo que un mayor
empaquetamiento de los filamentos gruesos no es un requisito imprescindible para el
endurecimiento del misculo. Dado que el método de preparacién de muestras para
microscopia electronica convencional podia influenciar los resultados obtenidos por
estos autores, Jarenbick y Liljemark (1975a) llevaron a cabo mediciones similares
utilizando la criofractura donde las dimensiones del espécimen que se encuentra
hidratado son mejor preservadas. Los valores de distancia interfilamento eran superiores
a los encontrados en especimenes tratados para su inclusién en resinas. Asimismo
demostraron una disminucion significativa de la distancia interfilamento en musculos

almacenados en congelacion.

La aplicacién de otras técnicas como difraccion de rayos X que presenta la ventaja

de no requerir la preparaciéon de muestras tampoco mostrd diferencias en la distancia
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interfilamento en muscule durante su almacenamiento en congelacion. (Aitken y

Connell 1977).

Algunos autores opinan que los cambios quimicos sélo proporcionan una
explicacion parcial de las alteraciones en la ultraestructura de la fibra. Durante el
almacenamiento del musculo en congelacién se produce una reduccion significativa del
reticulo sarcopldsmico. Segin un modelo propuesto por Connell (1968), restos de
reticulo sarcopldsmico cuando éste se degrada podrian actuar como un pegamento

contribuyendo a la cementacion de las miofibrillas.

Love (1966) concluyé de un estudio con microscopia de macerados de musculo de
bacalao que el endurecimiento del musculo durante la congelacién esta asociado con
una incrementada resistencia de la fibra a ser disgregada en sus componentes fibrilares,

en lo cual pudieran estar implicados los cambios sufridos por el reticulo sarcoplasmico.

Jarenbiick y Liljemark (1975b) observaron en sus estudios morfologicos sobre
residuos insolubles inextraidos con sal una incrementada cohesién entre miofibrillas
después de un prolongado almacenamiento del musculo en congelacion. Una
contribucién a esto puede ser la degradacién del reticulo sarcopldsmico, como
corroboraron sus estudios por criofractura (Jarenbiick y Liljemark 1975a). La union de
las miofibrillas puede influir en el sentido de reducir la cantidad de proteina que puede
ser extraida con soluciones salinas, ya que esta propiedad puede estar influenciada por el

grado de subdivisién de la fibra muscular.
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4. FACTORES QUE CAUSAN LA DESNATURALIZACION DE LAS
PROTEINAS DURANTE LA CONGELACION.

4.1. DESHIDRATACION.

La estabilidad de la estructura tridimensional de las moléculas de proteina
depende en gran parte de los puentes de hidrégeno estabilizados por las moléculas de
agua. La migracién de las moléculas de agua para formar cristales de hielo durante la
congelacion se traduce en una alteracién del sistema de puentes de hidrégeno asi como
la exposicion de regiones de la superficie de las moléculas de proteina entre las que
podrian tener lugar interacciones hidrofobicas-hidrofébicas e hidrofilicas-hidrofilicas
dentro de la misma molécula de proteina causando alteracién de la estructura
tridimensional o entre moléculas de proteina adyacentes causando agregacion. La
deshidratacién lleva asimismo consigo un incremento en 10 veces de la concentracién
de solutos. El efecto de la concentracién de sal sobre la desnaturalizacion y agregacion
de proteinas se basa en su accién sobre fuerzas secundarias (idnicas, Van der Waals,
puentes de hidrogeno e hidrofobicos) que a su vez estabilizan las configuraciones

terciarias y cuaternarias de las proteinas.
4.2. FACTORES RELACIONADOS CON LiPIDOS.

El efecto de los lipidos sobre las proteinas durante la congelacion varia de acuerdo
con el estado de los lipidos. El papel de los lipidos intactos sobre la estabilidad de las
proteinas no es claro. Hay evidencias de que su presencia juega un papel protector, en
cambio estudios sobre sistemas modelo mostraban un efecto adverso sobre las proteinas
a través de la formacion de complejos lipoproteicos por medio de fuerzas
electroestaticas e hidrofdbicas que o bien desnaturalizan las proteinas o intensifican el

efecto desnaturalizante ejercido por otros agentes.

Los acidos grasos derivados de la hidrdlisis fundamentalmente de fosfolipidos
parecen atacar hidrofobica o hidrofilicamente sitios apropiados sobre la superficie de las
proteinas, lo que ayudaria a crear microambientes mas hidrofobicos responsables de

agregaciones que explicarfan la disminucion en extractabilidad que experimentan las
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protefnas miofibrilares en presencia de acidos grasos. Por dltimo estan los efectos
asociados a la oxidacion de lipidos. El mecanismo de reaccién entre lipidos oxidados y
proteinas no ha sido elucidado. Se ha propuesto que radicales libres que son transferidos
a proteinas puedan iniciar reacciones de agregacion con otros lipidos y proteinas. Por
otro lado se cree que los productos oxidados de los lipidos se unen a grupos funcionales
de las proteinas como cisteina y grupos e-amino de la lisina, tirosina metionina
incrementando la hidrofobicidad de las proteinas de los filamentos o incluso entre

filamentos induciendo la formacién de agregados.
4.3. OXIDO DE TRIMETIL AMINA Y SUS PRODUCTOS DE DEGRADACION.

Una de las evidencias mas significativas era la correlacion existente entre la
presencia de formaldehido y dimetil amina en determinadas especies y la baja calidad

organoléptica y funcional presente en estos musculos.

Amano y Yamada (1965) demostraron que el formaldehido y la dimetil amina son
producidas equimolarmente a partir del 6xido de trimetil amina (TMAO) por un proceso
enzimético en el cual esta implicado la TMAasa (6xido de trimetil amina demetilasa)

localizada en visceras y en la fraccién microsomal de musculo (Parkin, 1981).

El TMAO es un compuesto presente en especies marinas especialmente las
gadiformes dentro de los teledsteos cuyo principal papel fisiologico esta relacionado con

el mantenimiento del balance de nitrégeno.
4.4. EFECTO DEL FORMALDEHIDO.

Se ha aceptado que el deterioro en calidad y textura del musculo almacenado en
congelacién en relacién con la rotura del TMAO esta asociado a la accion del

formaldehido

Son necesarias pequefias cantidades de este compuesto (0.5mM por 100 gramos
de musculo) tal y como describié Dingle et al., (1977) para inducir las alteraciones

anteriormente descritas.
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El efecto del formaldehido fue establecido por observacién directa de que existia
una correlacién entre la extractabilidad proteica y la cantidad de formaldehido detectado
de manera inversa. Asi cuanto mayor era la concentracion de formaldehido producido
menor cantidad de proteina podia ser extraida de musculo con soluciones salinas. Un
aspecto destacable es que la cantidad de formaldehido medido en musculo de pescado
no apoya la idea de que DMA y FA son producidos en una estequiometria 1:1 desde
TMAO ya que la concentraciéon de formaldehido medida era siempre menor que la
esperada comparando la cantidad de DMA producida. La explicacion fue dada en
funcion de la alta reactividad del formaldehido con aminoécidos libres y proteinas.
Existen discrepancias sobre el momento en que dichas interacciones tienen lugar. Una
de las hipétesis es que el formaldehido se une preferentemente a las proteinas en los
primeros estadios de almacenamiento en congelacién cuando todos los blancos de
accion del formaldehido estarian libres en las proteinas (Dingle y Hines, 1975 y Castell
y Smith, 1973). En contra de esta hipétesis se encuentran observaciones de que la
cantidad de formaldehido unido incrementaba con el almacenamiento conforme
aumentaba su produccion (Kelleher et al., 1981, Sotelo et al., 1994). Estas discrepancias
indican que varios factores pueden actuar influenciando la interaccion formaldehido-
proteina. Por un lado se conoce que cambios en las proteinas durante el almacenamiento
del musculo en congelacién pueden afectar a la reactividad del formaldehido. Ademas
pueden influir factores relacionados con el nivel de produccién de dicho compuesto
puesto que los cambios en integridad de las membranas durante el almacenamiento en
congelacion pueden influir en la liberacién de formaldehido y por tanto su acceso a las

proteinas ya que la TMAasa se encuentra localizada en estructuras lisosdémicas.
4.5. MECANISMO DE ACCION DEL FORMALDEHIDO.

La posible naturaleza de la reaccidon del formaldehido con proteinas se ha
estudiado en sistemas modelo utilizando espectroscopia de resonancia magnético
nuclear con C ° que permitié identificar tres tipos de productos como resultado de la
reaccion entre formaldehido y proteinas. La reaccion inicial conduce a la formacién de
derivados hidroximetil (reversibles). Un segundo tipo de unidn es resistente a acidos

(union de tipo metil-lisina, formil-lisina, y puentes metileno lisina-tirosina). Un tercer
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tipo de unién es dcido 1abil en la que estan implicados puentes metileno que son capaces
de crear enlaces inter ¢ intramoleculares tmplicados en la polimerizacién y pérdida de
solubilidad proteica como demostraron GalembecK et al., 1977. Esta teoria ha sido
discutida por Connell (1965, 1975) que llegé a la conclusion de que el formaldehido se
podia unir irreversible o covalentemente a proteinas pero que las proteinas
probablemente no se agregaban por la formacién de los enlaces covalentes. Por el
contrario estudios in vitro llevados a cabo por este autor en que el formaldehido se
afiadia a musculo de pescado a temperaturas de congelacion observo la presencia de
puentes metileno pero concluyé que este no es un mecanismo que tenga lugar durante el

almacenamiento en congelacion del musculo.

Regenstein et al. (1982) concluyeron que el formaldehido estd implicado en
alteraciones de la conformacion de las proteinas mediante la formacion de enlaces de

tipo disulfuro.

Matthews et al. (1980) sugirieron que el formaldehido podia mediar la formacion
de enlaces covalentes que no podian ser reducidos por ¢l mercaptoetanol, para lo cual se

requeria previamente la formacion de enlaces covalentes disulfuro.

Ang v Hultin (1989) encontraron que la presencia de FA causaba agregacion de un
bajo porcentaje de miosina purificada por la formaciéon de enlaces covalentes no
disulfuro como mostraba la presencia de componentes de elevado peso molecular

superior a 200 KDA en sus estudios electroforéticos.

Otros autores (Rehbein, 1985) observaron que el formaldehido es capaz de

desnaturalizar proteinas miofibrilares sin la necesidad de formar enlaces de naturaleza

covalente.

Owusu-Ansah y Hultin (1987) dedujeron que la insolubilizacion de las proteinas
durante el almacenamiento en congelacion se debia a la formacion de enlaces
hidrofébicos mas que enlaces covalentes y dentro de éstos, la mayoria respondian a

enlaces de tipo disulfuro.
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Se ha apuntado el hecho de que el formaldehido presente una reactividad mayor
hacia proteinas que ya estén desnaturalizadas como sugirié Connell (1975) al encontrar
que la inextractabilidad proteica tras la adicién de formaldehido era superior en musculo
congelado que en musculo fresco. Experimentos llevados a cabo por Singh y Wang
(1977) mostraron una relacién entre la interaccion de aldehidos con respecto a la
temperatura de congelacion. Estos autores encontraron que el grado de reaccién entre
miosina y malonaldehido decrecia cuando la temperatura era reducida de 45°C a 0°C,
reaccién que incrementd cuando la solucién fue congelada, encontrandose el maximo
nivel a -24°C. Parecia que bajo las condiciones utilizadas en este estudio, algiin cambio
previo en la proteina es necesario antes de que el formaldehido actie como agente
agregante. De modo similar Ang y Hultin (1989), Sotelo y Mackie (1993) establecieron
que el formaldehido aceleraba la desnaturalizacion de la miosina de bacalao cuando la

proteina estaba afectada por la congelacién.

Una de las Gltimas hipétesis que se han postulado es la importancia del
formaldehido como un modificador de la conformacién que eventuaimente hace la

proteina mas susceptible a una posterior desnaturalizacién y agregacion.

Ang y Hultin (1989) observaron cambios en hidrofobicidad en soluciones de
miosina sometidas a procesos de congelacion/descongelacion, fenémeno directamente
relacionado con la temperatura y concentracion de formaldehido afiadido, de modo que
a menor temperatura y concentracion de formaldehido afiadido el cambio era menor. Se
conoce que en estados intermedios de desnaturalizacién de proteinas globulares en las
que la estructura secundaria era equivalente a la de la proteina nativa, pero la estructura
terciaria se encontraba escasamente definida, existia una mayor exposicion de la
superficie hidrofébica. Estos autores propusieron un modelo en el que la interaccion del
formaldehido con grupos de las cadenas laterales de aminodacidos se traducia en que la
proteina nativa menos estable, fendmeno manifestado entre otros por el aumento de
hidrofobicidad. Los datos de Ang y Hultin en relaci6én al comportamiento de la miosina
durante el almacenamiento en congelacion en presencia de formaldehido pueden indicar

la existencia de diferentes estados de desnaturalizacién que podrian estar reflejando
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diferencias en la pérdida de estructura terciaria. Hasta el momento esta teoria es pura

especulacién que necesita ser comprobada.

Recientemente Sotelo y Mackie (1993) utilizando un sistema modelo con
albimina, dada la simplicidad de esta proteina comprobaron algunos de las hipotesis
anteriormente descritas. Estos autores confieren un papel desnaturalizador al
formaldehido para lo cual se necesita que la proteina esté previamente afectada por la
congelacién, hechos que podrian influir en procesos de agregacion entre las proteinas.
El modelo propuesto sc basa en que el formaldehido se une a determinados aminoacidos
como triptéfano e histidina y aminas como asparagina y glutamina que se encuentran cn
la parte més interna de las proteinas cuando estas se encuentran en su estado nativo. Es
probable que durante la congelacién las proteinas se desplieguen parcialmente con lo
que estos aminoacidos queden expuestos al formaldehido. Puentes mediados por el
formaldehido pueden ser formados, impidiendo el plegamiento de la proteina cuando la
solucién es descongelada. En ausencia de formaldehido, la albumina tras ser

descongelada podia volver a plegarse recuperando su estado inicial.
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OBJETIVOS.

La conclusién que puede ser extraida de los estudios precedentes sobre
alteraciones de musculo de pescado durante su almacenamiento en congelacién es la
variabilidad de los resultados obtenidos. En una primera aproximacion se debe tener en
cuenta que en el proceso de desnaturalizacion proteica del musculo durante la
congelacién no esta involucrada una sola reaccidn especifica. Numerosos aspectos tanto
intrinsecos como tecnolégicos influyen en dicho proceso, lo que hace dificil la
generalizacion de un posible mecanismo de desnaturalizacién y la necesidad de estudiar

cada supuesto de modo especifico.

Desde el punto de vista bioquimico los resultados aparecen influenciados por el
disefio experimental, especie, grado de integridad del musculo y temperaturas de

congelacion consideradas.

Desde el punto de vista estructural, el problema ha sido escasamente abordado
debido a la dificultad del mismo. Los estudios realizados hasta la fecha no han
permitido comprender la naturaleza de los cambios que tienen lugar en la ultraestructura

“de la fibra muscular durante el almacenamiento del mismo en congelacion.



OBJETIVOS.

En relacion con los factores responsables de la agregacion proteica y el papel del
formaldehido se han planteado numerosas hipdtesis sobre el mecanismo de accién de

este agente que necesitan ser comprobadas convenientemente.

En recientes revisiones bibliograficas se demanda la necesidad de conocer mas
profundamente el mecanismo de desnaturalizacién proteica que permita incidir en los
aspectos tecnol6gicos relacionados con la prevencion de dicha desnaturalizacion, entre
los que cabe destacar la adicion de crioprotectores y la eleccion de la temperatura
optima de conservacién, asi como aplicaciones basadas en la refuncionalizaciéon de

proteinas.

Teniendo en cuenta estos precedentes en este trabajo se ha pretendido abordar
desde un punto de vista ultraestructural algunos de los diversos aspectos relacionados
con la alteracion que sufre el material miofibrilar de musculo en algunas especies
gadiformes durante su almacenamiento en congelacién. Para dicho proposito se ha
utilizado como herramienta la microscopia electronica y diferentes técnicas
complementarias que aportan informacién quimica y numérica en relacion con las

estructuras microanatémicas.
En consecuencia con lo antedicho, nuestros objetivos han sido:

e Establecer la evolucion de la agregacion de las proteinas miofibrilares durante el
almacenamiento en congelacion del musculo de dos especies pertenecientes al orden
gadiformes incidiendo en dos aspectos: la naturaleza quimica de la agregacién asi como

las posibles proteinas y mecanismo por el que dicho proceso tiene lugar.

o Estudiar las alteraciones que afectan al material miofibrilar en la fibra muscular in situ
durante la congelacion, destacando dos aspectos, el relacionado con la ordenacion de la

red hexagonal y la naturaleza misma de los miofilamentos.

e Estudiar la influencia de Ia especie, temperatura de almacenamiento y grado de

integridad en las alteraciones musculares.
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e Establecer los cambios en antigenicidad de la molécula de miosina en musculo de
bacalao almacenado a -20°C, lo que aportard informacién sobre la posible
desnaturalizacién o cambio del epitopo reconocido por el anticuerpo testado en el

estudio inmunohistoquimico.

e Se valorara el posible papel del formaldehido, su mecanismo y blanco de accion en el

musculo in situ mediante el uso de técnicas autorradiograficas.
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MATERIAL Y METODOS.

MATERIAL.

Este estudio se llevd a cabo en dos especies: bacalao (Gadus morhua) y merluza
(Merluccius merluccius), capturados en Octubre y Diciembre respectivamente. En
ambos casos se prepararon filetes a partir de pescados enteros que se encontraban en

estado postrigor.

Los filetes de bacalao fueron suministrados por la estacion de Investigacién de
Torry, Aberdeen. Una serie de filetes fueron envasados al vacio, congelados a -40°C
durante 3 horas, enviados por avion en CO, sélido y posteriormente almacenados a -
20°C y -30°C. Otra serie de filetes fueron picados y procesados a continuacién del

mismo modo que los filetes para ser finalmente almacenados a -20°C.

Los filetes de merluza fueron suministrados por IPIMAR, Instituto Portliges de
InvestigacAo Maritima. Estos fueron empaquetados al vacio y congelados a -40°C. A
continuacién fueron almacenados a -30°C para su transporte y finalmente almacenados a

la temperatura de estudio -20°C y -30°C.



MATERIAL Y METODOS.

METODOS.

1. ESTUDIO DE EXTRACTOS PROTEICOS Y FRACCIONES INSOLUBLES.
1.1. EXTRACCION DE ACTOMIOSINA.

El aislamiento de actomiosina natural fue llevado a cabo por el Instituto del Frio
(C.S.1.C) siguiendo el método descrito por Kawashima et al. (1973). Cada 100g de
musculo descongelado y picado se lavaron con 500 ml de una solucion de tampon
fosfato PH 7.5, centrifugiandose posteriormente la suspension a 5.000g durante 15
minutos. El precipitado se recogié repitiendo el proceso de lavado varias veces. Al
precipitado resultante se le afiadié una solucién de CIK 0.8M PH 7.5 homogeneizando
la mezcla con un homogeneizador Omnimixer. Este extracto proteico permanecid en
reposo 2 horas a 0°C en hielo y fue posteriormente centrifugado a 5.000g durante 20
minutos en centrifuga refrigerada. El sobrenadante se vertio sobre 10 volumenes de agua
muy fria y se dejoé en reposo 20 minutos hasta que la proteina precipitd. Tras ser
centrifugado al precipitado obtenido se le afiadi6 la cantidad necesaria de CINa 3M para
obtener una solucién 0.6 M que se dializé obteniéndose el extracto de actomiosina

(extracto soluble S,) con una concentracién final entre 20 y 30 mg/ml.

La fraccién insoluble obtentda después de la extraccién de actomiosina (P;) fue
tratada con 4 volumenes de una solucién de dodecil sulfato sédico (SDS) 2.5% en agua
obteniéndose una concentracion final de SDS de 2% . La mezcla se centrifugé a 5000 g
durante 15 minutos obteniéndose un sobrenadante S,. El precipitado P, no extraido con
SDS se trato con 4 volumenes de una solucién acuosa de SDS 2.5% y -mercaptoetanol
(ME) 6.25% alcanzandose una concentracion final de SDS 2% y ME 5%. La solucién se
centrifugé obteniéndose un nuevo sobrenadante (S;} quedando una fraccion final
insoluble P; en el caso de que la fraccion P, no resultd extraida tras el tratamiento con

estos agentes.

La concentracion de proteina en las fracciones solubles en sal fue determinada por

el método de Lowry y Kjerldahl y por el método de Lowry en las fracciones extraidas
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con SDS y SDS-ME. Los resultados en cada fraccién fueron expresados como gramos

de proteina extraida (AMN) por gramo de proteina total de musculo.
1.2. ELECTROFORESIS SDS-PAGE.

Las fracciones proteicas solubilizadas con los distintos agentes CINa 0.6M, SDS
2% y SDS-ME 5% fueron analizadas por electroforesis en geles de poliacrilamida al
12.5 %. Las muestras fueron tratadas de acuerdo con el método de Hames (2% SDS, 5%
ME y 0.002% de azul bromofenol) calentadas 5 minutos a 100°C y posteriormente
centrifugadas a 10.000 G durante un minuto. Alicuotas de 1 pl que contenian 1 mg/ml
se aplicaron a los geles, Las bandas de cadena pesada de miosina y actina fueron
analizadas en un analizador de imagen obteniéndose los valores de densidad optica

integrada (DOI).
1.3. MICROSCOPIiA ELECTRONICA DE TRANSMISION DE LOS EXTRACTOS SOLUBLES.

El extracto proteico obtenido tras el tratamiento con CINa (sobrenadante S,) asi
como las fracciones solubles S, y S; obtenidas tras el tratamiento de P con SDS y P,
con SDS y ME fueron estudiadas por tincién negativa con acetato de uranilo. Las
soluciones de proteinas extraidas fueron diluidas a una concentracién de 0.15 mg/ml
usando un tampén 0.45M CIK, 0.05M tris-CIH PH 7.2. Este tamp6n reduce la
formacién de precipitados entre el acetato de uranilo y el fosfato presente en la solucion

empleada para la extraccion.

Una gota de 10 ul de la solucién de proteina diluida fue depositada durante un
minuto sobre una rejilla cubierta por formvar-carbon a la cual se aplicé previamente una
descarga idnica “glow discharge” con la finalidad de hacer la pelicula de formvar-
carbén hidrofilica, evitando de esta manera la difusién desigual de las proteinas que
tiene lugar cuando éstas se depositan sobre soportes hidrofébicos. El exceso de proteina
fue eliminado con un papel de filtro y a continuacién se afiadié 10ul de acetato de
uranilo al 1%. Después de 20 segundos el exceso de acetato de uranilo fue retirado con
papel de filtro dejandose secar la rejilla al aire. Un minimo de 3 rejillas fueron

preparadas para cada muestra.
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1.4. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE LAS FRACCIONES INSOLUBLES.

Microscopia electronica de barrido.

Fragmentos de los precipitados P, P, y P, fueron fijados en una solucion de
glutaraldehido al 2.5% en tampén fosfato (2 horas, 4°C), postfijados en tetroxido de
osmio al 1% (1 hora y media), lavados en agua destilada y deshidratados gradualmente
en concentraciones crecientes de acetona. A continuacion se hizo punto critico para
sustituir el agua por C0, Posteriormente se metalizd la muestra recubriéndola con una
capa de oro que la hace més conductora. Las micrografias fueron tomadas en un

microscopio Jeol JISM 6400,
Microscopia electrénica de transmisién.

Fragmentos de las fracciones insolubles P; P, y P; fueron fijadas en una solucién
de glutaraldehido al 2.5% en tampodn fosfato (4 horas, 4°C), postfijadas en tetroxido de
osmio al 1 % (1 hora v media), lavadas en agua destilada, deshidratadas en
concentraciones crecientes de acetona e incluidas en Epon. Secciones ultrafinas fueron
obtenidas en un ultramicrotomo Reichert-Jung modelo E y posteriormente tefiidas con

acetato de uranilo al 2% en agua destilada y citrato de plomo (Reynolds).
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MUSCULO

Extraccion actomiosina

CINa 0.6M
MET
FRACCION FRACCION
SOLUBLE 1 (8y) INSOLUBLE 1 (P)
MEB
Tincién negativa SDS 2%
MET
MET
FRACCION FRACCION
SOLUBLE 2 ($3) INSOLUBLE 2 (P3)
MEB
Tincién negativa
SDS 2%+ME 5%
MET
FRACCION FRACCION
SOLUBLE 3 (S3) INSOLUBLE 3 (P3)
Tincidn negativa v
MET MET MEB

FIGURA V. Esquema que representa el protocolo seguido en la obtencion y el
procesamiento posterior de las fracciones solubles ¢ insolubles en CINa y los distintos
agentes solubilizantes para su estudio por microscopia electronica de barrido y transmisién.
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2.ESTUDIO MORFOLOGICO Y MORFOMETRICO.
2.1. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION.

Se tomaron fragmentos de musculo rectangulares (3x2 mm) entre miotomos una
vez que éste se habia descongelado a temperatura ambiente. En estos fragmentos se
apreciaba la disposicién de las fibras musculares lo que facilita la orientacion de éstas,
influyendo posteriormente en la obtencion de secciones bien orientadas. Un minimo de
dos individuos fueron procesados para cada uno de los tiempos y temperaturas de
almacenamiento objeto de estudio en ambas especies. Los fragmentos fueron fijados en
glutaraldehido al 2.5% en tampon fosfato PH 7.2 (4 horas 4°C), postfijados en tetroxido
de osmio al 1% en agua destilada (1 hora y media), lavados en agua destilada,
deshidratados de modo gradual en acetona y finalmente incluidas en Epon. Secciones
ultrafinas (70nm) fueron obtenidas con el mismo ultramicrotomo que se ha detallado en
el apartado anterior, tefiidas con acetato de uranilo al 2% seguidas por citrato de plomo

(Reynolds).
2.2. ESTUDIO MORFOMETRICO.

El estudio morfométrico se llevé a cabo utilizando el programa Videoplan
(Kontron Bildanalyse, Alemania). Este programa permite cuantificar pardmetros
geométricos de imdgenes asi como evaluar los datos medidos de acuerdo a las
necesidades del usuario. En nuestros estudios se utilizaron micrografias tomadas a partir
de secciones transversales de musculo bien orientadas. En ellas se midieron 500
hexagonos en un total de 30 miofibrillas para cada uno de los estadios objeto de estudio
obteniendo el valor medio de excentricidad. Se establecieron comparaciones estadisticas
de las medidas de excentricidad entre cada dos grupos (tiempo de almacenamiento) para
cada una de las temperaturas de conservacion aplicando un analisis de la varianza (test

de Scheffe).
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3. INMUNOHISTOQUIMICA.
3.1. PREPARACION DE MUESTRAS PARA MICROSCOPIA ELECTRONICA.

La inclusion se realizé utilizando como resina Lowicryl K,M. Piezas cubicas de
aproximadamente 1 mm de arista fueron tomadas de miisculo de bacalac almacenado a -
20°C, asi como de musculo control (congelado sin almacenar) que habian sido
previamente descongelados a temperatura ambiente. Los fragmentos de musculo fueron
fijados en una solucién de paraformaldehido 4% y glutaraldehido 0.1% en PBS PH 7.2
(2 horas , 4°C). Dos ejemplares fueron procesados para cada uno de los tiempos de
almacenamiento en congelacién. Musculo de ratén (Balb C )} fue asimismo procesado
siguiendo el mismo protocolo para ser utilizado como control positivo. Después del
lavado de las muestras en PBS se procedié a su deshidratacién que se llevo a cabo a
bajas temperaturas, utilizando ¢l método de sustituciéon progresiva a temperatura
descendente (PLT). Este procedimiento implica la reduccion gradual de la temperatura
mientras la concentracion del agente deshidratante incrementa. En este estudio se llevo a
cabo la deshidratacion en etanol en el interior de congeladores tal y como se detalla a
continuacién; Etanol 30% (0°C 30 minutos)— Etanol 50% (-20°C 1 hora) — Etanol
70% (-35°C 1 hora) — Etanol 95% (-35°C 1 hora) — Etanol 100% (-35°C 1 hora) —
Etanol 100% (-35°C 1 hora).

A continuacion se llevo a cabo la infiltracién a -20°C en mezclas de resina etanol:

1:1 (1 hora) — 2:1 (1 hora) — resina pura (1 hora) — resina pura (toda la noche).

La polimerizacion de la resina se llev6 a cabo en una camara con una fuente de luz
ultravioleta refrigerada a -20°C. Las muestras fueron situadas en capsulas de plastico
que se llenaron hasta el borde para minimizar la cantidad de aire existente sobre la
resina y permanecieron en la cimara 48 horas bajo luz ultravioleta a -20°C terminando

la polimerizacién con luz ultravioleta a temperatura ambiente durante 48 horas mas.

Secciones ultrafinas fueron depositadas en rejillas de niquel cubiertas con una
pelicula de Formvar para posteriormente llevar a cabo un estudio inmunohistoquimico

utilizando la técnica del oro coloidal.
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3.2. PROCEDIMIENTO INMUNOHISTOQUIMICO.

En primer lugar se llevd a cabo el bloqueo de las uniones inespecificas. Las
rejillas fueron transferidas a gotas que contenian una solucién de suero normal de
ternera (NCS) 1% y glicina 0.02M (que bloquea los grupos aldehidos libres) en PBS
durante 10 minutos. El suero fue previamente descomplementado calentandole a 50°C
30 minutos. A continuacién se incubaron las rejillas con un anticuerpo monoclonal
contra cadena pesada de miosina de musculo esquelético (1gG1) desarrollado en raton
(Sigma)® diluido en la solucién de NCS vy glicina (1:100) durante 3 horas. En cada
inmunodeteccion se incluyeron como control positivo musculo de ratén y como
negativo secciones de musculo en las que se omitié el primer anticuerpo. Después de
sucesivos lavados en PBS las rejillas fueron transferidas a una solucién que contenia
una IgG de concjo antiraton (Sigma) ® diluida en la solucién de NCS-glicina (1:50)
durante 1 hora. El fundamento de utilizar este paso intermedio antes de la aplicacién de
la proteina A estriba en que esta proteina reacciona muy bien con IgsG de conejo,
mientras que en el caso del ratén sélo lo hace con IgsG especificas (IgG 2A o 2B).
Después de varios lavados en PBS las rejillas fueron transferidas a una sglucién de
Proteina A (Sigma) diluida en la solucién de NCS-glicina (1:1000) durante una hora. La
proteina A llevaba asociada particulas de oro coloidal de 10 nm. Después de varios
lavados en PBS los cortes fueron lavados en agua bidestilada que elimina todos los
iones fosfato antes de la reaccién con el acetato de uranilo, evitando asi la formacion de
precipitados. Los cortes fueron finalmente contrastados en acetato de uranilo 2% (30
minutos), lavados v dejados secar al aire. Todo el proceso se llevd a cabo a temperatura
ambiente en el interior de una camara himeda transfiriendo las rejillas a gotas de 10 pl
que contenian la solucion correspondiente. En todas las incubaciones se incluyeron un

minimo de dos rejillas pertenecientes a cada uno de los estadios objeto de estudio.
3.3. ANALISIS CUANTITATIVO.

El estudio cuantitativo se llevo a cabo sobre micrografias con un aumento final
entre 30.000 y 50.000 en las que fueron analizados un minimo de 100 sarcomeros para

cada grupo objeto de estudio. En cada sarcomero se evalué la densidad de marcaje en la

50



MATERIAL ¥ METODGS.

banda A expresado como n° de particulas de oro/umz. En el contaje de particulas se
tuvieron en cuenta los clusters. Debido a que el procedimiento de marcaje se llevo a
cabo en dos pasos, la IgG que reacciona contra la cadena pesada de miosina puede unir
mas de una IgG utilizada como puente a cada una de la cual se une una particula de oro.
Por este motivo se definid el cluster como una agrupacion de particulas de oro cuya
distancia entre si fuera inferior a 20nm. Los clusters fueron contabilizados como una
Ginica particula de oro coloidal para de esta manera dar un valor real del nimero de
antigenos reconocidos por el anticuerpo. Los célculos de 4reas asi como el contaje de
particulas se realizé utilizando el programa Videoplan (Kontron-Bildanalyse,
Alemania). Diferencias significativas en la densidad de marcaje entre los distintos
tiempos de almacenamiento en congelacién fueron determinados por analisis de la

varianza (ANOVA, test de Scheffe).

4. METODO AUTORRADIOGRAFICO.
4.1, ADMINISTRACION DEL COMPUESTO RADIACTIVO.

El musculo de bacalao fue inyectado con formaldehido marcado con c" (0.0125
ml de formadehido 21 M con una actividad 457 Kbq). Posteriormente se mantuvo
almacenado durante 5 meses a -10°C con la finalidad de permitir la difusion del
compuesto radiactivo. El musculo fue sometido a un proceso de extraccion para la
obtencién de una fraccién insoluble como se detalla a continuacion sobre la que se

realizd el estudio autorradiografico.

Aproximadamente 10 gramos de muestra tomados en el punto de inyeccion y el
tejido circundante fueron homogeneizados en 5 voliimenes de tampén fosfato 50 mM
PH 7.5 usando un homogeneizador Omnimix. El residuo fue centrifugado a 10x10° g
durante 10 minutos a 10°C y de nuevo reextraido en 5 volimenes del mismo buffer. A
continuacion el residuo fue extraido |en 3 volumenes de CIK 0.8M seguido por 2
volimenes de CIK 0.8 M. Finalmente el residuo fue tratado con 5 volimenes de SDS
2% en Tris 50mM PH 8 a 95°C durante 15 minutos. Después de la extraccidén con SDS

las muestras fueron centrifugadas quedando un residuo insoluble. Se tomaron alicuotas

de tal residuo para determinar el contenido de C'" tras su digestion en alcali
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detectandose una actividad de 0.905 Kbg/g. Este residuo insoluble fue preparado y
cedido por el grupo de Torry Research Station (Aberdeen).

4.2. PREPARACION DE MUESTRAS,

Se tomaron piezas cibicas de aproximadamente 2 mm de arista del residuo
insoluble que posteriormente fueron fijadas en glutaraldehido al 2.5% en tampdn
fosfato, postfijadas en tetréxido de osmio al 1%, deshidratadas en concentraciones

crecientes de acetona y finalmente incluidas en Epon.

4.3. AUTORRADIOGRAFIA A MICROSCOPIA OPTICA.

Se depositaron secciones semifinas de 1 pm a 2.5 cms del extremo de portas
desengrasados en una solucién alcohol-CIH 1%. Las secciones semifinas fueron
cubiertas con una emulsion Ilford K5 diluida en agua destilada introduciendo los portas
verticalmente en un frasco de Coplin que contenia dicha emulsion. Posteriormente los
portas se dejaron secar una noche a temperatura ambiente en oscuridad con un grado de
inclinacién de 80° antes de guardarse en cajas de Clay-Adams de plastico especificas
para esta técnica. Dentro de las cajas se introdujo pentéxido de fosforo que por su gran
capacidad higroscopica permite reducir drasticamente la humedad y evitar el posible
desarrollo de colonias de bacterias. Los cortes emulsionados permanecieron en
oscuridad en el interior de las cajas durante varias semanas a temperatura ambiente. A
intervalos de tiempo de dos semanas se fue llevando a cabo el revelado de los cortes.
Para ello las secciones se introdujeron de forma secuencial en cubetas que contenian
revelador Kodak D-19 (17°C, 4 minutos), agua destilada, fijador hiposulﬁtd sodico al
30% (30 minutos) v agua destilada. La aplicacién de la emulsion y el proceso de
revelado se llevaron a cabo en cuarto oscuro con luz roja. Después de 2 meses de
exposicion de los portas, se observé marcaje radiactivo en los cortes. Las secciones
fueron tefiidas con azul de Richardson, deshidratadas y montadas en Entellan. Las

fotografias fueron obtenidas usando un fotomicroscopio Reichert- Jung (Diastar).
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4.4. AUTORRADIOGRAFfA A MICROSCOPiA ELECTRONICA.

Sc;bre portas limpios en alcohol-CIH y secos, se deposité una pelicula de celoidina
(solucion de celoidina 2% en acetato de isoamilo) introduciendo los portas
verticalmente en un vaso de Coplin que contenia dicha solucién. A continuacién se dejo
secar y el proceso se repitié varias veces hasta conseguir una pelicula de mayor grosor.
Secciones ultrafinas (70 nm) se depositaron sobre dichos portas cubiertos con la pelicula
de celoidina. Las secciones fueron tefiidas introduciendo los portas en una solucién de
acetato de uranilo seguido por citrato de plomo (Reynolds). Una vez secas, las secciones
situadas todavia sobre la pelicula de celoidina asociada al porta fueron sombreadas con
carbén y posteriormente cubiertas por la emulsién L4 Ilford diluida en agua destilada,
dejadas secar durante toda la noche y guardadas en cajas de Clay Adams con pentéxido
de fosforo siguiendo el mismo protocolo que en la autorradiografia a microscopia
optica. Tras una exposicién de varias semanas se llevé a cabo de forma sistemdtica el
revelado de los cortes siguiendo la secuencia que se detalla a continuacion: Revelador
microdol (17°C, 4 minutos)—> agua destilada— Fijador Hiposulfito sodico 30% (30

minutos)-».agua destilada (2 bafios de 10 minutos).

Las peliculas de celoidina conteniendo los cortes se separaron de los portas
quedando flotando en la superficie de un cristalizador con agua destilada. Los cortes
fueron recogidos a partir de esta pelicula mediante el uso de una lupa en rejillas de
cobre. La pelicula de celoidina fue disuelta aplicando gotas de acetato de isoamilo sobre

las rejillas.
5. OBSERVACION MICROSCOPICA.

La totalidad de las micrografias para microscopia electronica de transmisién en las
diferentes técnicas utilizadas fueron tomadas en un microscopio Zeiss 902 (Carl Zeiss,
Alemania) que lleva incorporado un filtro de energia de tipo Canstaing-Henry-
Ottensmmeyer. Para comprender la funcion del filtro de energia se debe explicar

previamente los fundamentos de la aberracién cromatica.
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La aberracidén cromatica surge como resultado de la existencia de electrones con
distintas longitudes de onda. Estos aparecen como resultado de fluctuaciones en la alta
tension, la variacion de la energia de los electrones emitidos por el filamento, pero
fundamentalmente como consecuencia de las interacciones ineldsticas de los electrones
del haz con la muestra que conlleva a la pérdida de energia de los electrones incidentes.
Todas estas causas hacen que aparezcan electrones con distinta energia y 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 determinado por la
expresién Ae=CcAE/E, donde E es la energfa de los electrones , AE es la pérdida de
energia que experimenta el electron cuando interacciona con la muestra y Cc es la

constante de aberracidon cromatica de las lentes.

Los efectos de la aberracidn cromatica pueden ser minimizados por medio del uso
de filtros de energia de electrones dispersados. El microscopio electronico utilizado en
nuestro estudio lleva incorporado un filtro de tipo Castaing-Henry-Ottensmeyer. Este
filtro consiste en un sistema prisma-espejo-prisma electromagnéticos que permite
separar los electrones en funcion de su longitud de onda. La apertura colocada a la
salida del segundo prisma selecciona los electrones que no han sufrido cambios en su
encrgia eliminando el resto lo que conduce a una mejora notable de las imigenes y un

aumento del contraste.
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1. ESTUDIO DE EXTRACTOS SOLUBLES Y FRACCIONES INSOLUBLES DE
BACALAO (Gadus morhua).

Las proteinas miofibrilares fueron extraidas de misculo en forma de actomiosina
con soluciones salinas 0.6M aunque en los perfiles electroforéticos de tales extractos ha
sido demostrada ademads la presencia de tropomiosina, troponina y otras proteinas entre
las que cabe destacar la proteina C y a-actinina. La extraccién fue llevada a cabo en
muestras de misculo de bacalao en todas las temperaturas consideradas a las 0, 5, 14,
22, 36, 49 y 63 semanas de almacenamiento en congelacion. Siguiendo el esquema
detallado en la figura V los residuos insolubles en CINa (P)) fueron tratados con SDS
que rompe uniones de tipo secundario, y permite la obtencién de una segunda fraccion
soluble (S,). Los residuos insolubles en este agente (P,) fueron tratados con SDS y ME
con la finalidad de reducir los puentes disulfuro obteniendo una tercera fraccién soluble
(S;). En el caso en que la solubilizacion de P, con ME no fue efectiva se obtuvo una
fraccién P, a la cual junto con el resto de las fracciones solubles e insolubles se sometié

a un estudio por microscopia electrénica, cuyos resultados se irdn describiendo.
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1.1. Miisculo picado almacenado a -20°C.

El tratamiento del musculo congelado sin almacenar (control) con una solucién
0.6 M CINa consigue la extraccion de un elevado porcentaje de actomiosina como
muestran los datos bioquimicos recogidos en la figura VI y el hecho de que no queda

ninguna fraccidn insoluble tras dicho tratamiento.
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FIGURA V1. Evolucién de la extractabilidad de actomiosina de las fracciones solubles S,

-—e—Bacalao -20°C  ——a— Bacalao -30°C ——v—Merluza -20°C
——&—Merluza -30°C  ——m——Musculo picado bacalao -20°C.

En la tincién negativa del extracto S, obtenido de musculo picado control, la
actomiosina no muestra la estructura en punta de flecha descrita por Huxley (1963)
apareciendo como filamentos de F-actina no decorados. Estos filamentos se disponen
agregados y frecuentemente interconectados paralelamente alternando con otros
filamentos libres (figura 1). Microagregados de naturaleza proteica pueden visualizarse
en el extracto en muchas ocasiones asociados a filamentos de actina. Estos agregados
estan constituidos por acimulos que se asemejan a agregados de moléculas de miosina

en estudios por microscopia electronica llevados a cabo por Sharp y Offer (1992).
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Hacia la semana 22 de almacenamiento en congelacion el mdsculo experimenta
una disminucion significativa de la extractabilidad en CINa con respecto al control
(figura VI) y la aparicién de una fraccién insoluble suficiente para su estudio por
microscopia electronica. Los estudios llevados a cabo por microscopia electrénica de
barrido sirven como primera aproximacion para estudiar la evolucion de dichos
precipitados y confirmar los resultados bioquimicos. En el musculo almacenado 22
semanas apenas pueden ser identificados restos musculares dado que estos presentan un
elevado grado de disgregacion como se observa en la figura 2. A partir de este estadio se
produce una disminuci6n significativa de extractabilidad (figura VI) que se traduce en
un aumento del nimero y grado de integridad de los restos musculares como se observa
en la figura 3 perteneciente a la fraccion insoluble P; obtenida de musculo almacenado

63 semanas.

La fraccidn soluble en CINa en musculo almacenado 22 semanas muestra pocos

cambios con respecto al sobrenadante obtenido del musculo control.

La microscopia electrénica de transmisién de la fraccién insoluble en cloruro
sédico (P1) obtenida de dicho musculo muestra en sus restos musculares estructuras que
vagamente recuerdan la organizacién caracteristica de las miofibrillas. Los residuos
sarcoméricos muestran restos proteicos formando parte de la banda A en los que trazas
de linea Z apenas pueden ser identificados (figura 4). El residuo P1 resulta solubilizado
en un elevado porcentaje tras su posterior tratamiento con SDS. Estos resultados dan
idea de la escasa implicacién de los enlaces de naturaleza covalente en el proceso de

agregacion del misculo picado en este estadio de almacenamiento.

En musculo almacenado 36 semanas el extracto soluble en sal S; apenas muestra
filamentos libres; estos presentan una mayor tendencia a aparecer entrecruzados
formando angulos de entre 90-106° asi como agregados que se organizan formando
estructuras incipientes en forma de anillo. En ambos tipos de organizacién y formando
parte de ellas aparecen fragmentos proteicos en forma de microagregados semejantes a

los observados en musculo control (figura 5a).
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La fraccion insoluble en sal P, de misculo almacenado 36 semanas muestra una
mayor organizacion en sus sarcomeros que en ¢l musculo almacenado durante 22
semanas. Estas observaciones coinciden con una disminucién significativa de la
extractabilidad en sal con respecto al estadio anterior como se muestra en la figura VI.
Un mayor numero de restos proteicos quedan retenidos en la banda A. En algunos
sarcomeros estos restos forman parte de estructuras que recuerdan filamentos gruesos.
El material que atraviesa la zona H es escaso, lo que también confirma la escasa
integridad de los filamentos gruesos. Anclados a una linea Z muy desorganizada

aparecen restos de filamentos finos (figura 6a).

El tratamiento de la fraccion insoluble P1 de musculo almacenado 36 semanas
con SDS permite la extraccion de parte de proteinas de la banda A y la desaparicion de
la linea 7 asi como de los filamentos finos anclados si bien parte del material queda
retenido en la banda A de la fraccion insoluble resultante P, como se observa en la

figura 6b.

Las proteinas extraidas de P1 por ¢l SDS aparecen en el sobrenadante S,
formando agregados proteicos que se organizan originando estructuras en forma de
anillo. Formando parte de estas estructuras se identifican microagregados que
morfolégicamente se corresponden con acimulos proteicos atribuidos por su morfologia
a moléculas de miosina semejantes a los identificados en el sobrenadante S; como se

muestra en la figura 5b.

El tratamiento de P, con SDS y ME permite extraer la mayoria de las proteinas
sarcoméricas st bien queda una fraccion insoluble P; en cuyas miofibrillas se observan
escasos restos proteicos formando parte de la banda A como se observa en la figura 6¢
Las proteinas extraidas con el SDS y ME de P, aparecen en el sobrenadante S,

formando parte de agregados como muestra la figura 5c.

En musculo almacenado 63 semanas la fraccion solubilizada por ¢l CINa (S}
muestra agregados de gran tamafio con estructuras en forma de anillo mejor definidas

que en los estadios precedentes como se aprecia en la figura 7a. Estos agregados
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aumentan en tamafio, datos que son corroborados por los estudios complementarios
realizados por cromatografia de filtracion en gel (del Mazo 1997). Son asimismo
observados en dichos extractos, filamentos de actina individuales e interconectados
entre si bien paralelamente o formando dngulos de 90-106° asi como acumulos de

morfologia equivalente a agregados de moléculas de miosina.

Las fibras musculares residuales que se encuentran en la fraccion insoluble en sal
P, obtenida de mésculo almacenado 63 semanas muestran estructuras mejor definidas
que las presentes en estadios anteriores (figura 8a). En la banda A filamentos gruesos
intactos aparecen atravesando la banda H. Los filamentos gruesos alternan con
filamentos finos bien definidos que frecuentemente aparecen anclados a la linea Z que
aparece mas conservada que en los estadios precedentes . Algunos sarcomeros incluso
exhiben una organizacién semejante a la propia de los sarcémeros que presentan las
fibras musculares intactas. En la figura 8a se muestra un detalle de la banda A
perteneciente a uno de estos sarcomeros en el cual se puede apreciar el grado de

integridad de filamentos gruesos y finos.

Estas micrografias se correlacionan con los datos bioquimicos donde se observa
que en la semana 63 précticamente el 100% de la proteina no puede ser extraida del

musculo tras su tratamiento con CINa (figura VI).

Esta tendencia a que las estructuras musculares aparezcan intactas en P, de
manera mas acentuada en estadios avanzados de congelacion también se corresponde
con los resultados bioquimicos que se obtuvieron por electroforesis. En las figuras VII 'y
VIII se observa una disminucion progresiva en funcién del tiempo de la cantidad de
cadena pesada de miosina y de actina en los sobrenadantes S, de los miisculos extraidos
con CINa. En los tltimos periodos de almacenamiento la disminucién es ademds mas
evidente en el caso de la miosina que practicamente no puede ser extraida de las fibras

musculares.
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FIGURA VIIL Evolucion de la actina por electroforesis (SDS-PAGE) de ia fraccion

soluble en CINa 0.6M (S,).
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El tratamiento de P, obtenido a las 63 semanas con SDS dej6 un residuo P, que
fue finalmente tratado con SDS y ME. Las proteinas solubilizadas por estos agentes
aparecen formando parte de agregados en los que predominan las estructura;s en forma
de anillo en las que pueden distinguirse estructuras filamentosas asi como acimulos
proteicos de morfologia semejante a agregados de miosina (figura 7b y 7c). La
extraccidn llevada a cabo por estos agentes resulta ser menos efectiva que en el musculo
almacenado 36 semanas dado que una gran cantidad de material de naturaleza proteica
queda retenido formando parte de la banda A en los agregados P, y P; como muestran

las figuras 8b y 8c respectivamente.

Los estudios preliminares llevados a cabo por microscopia electrénica de barrido
confirman asimismo la evolucién de los agregados P;. Las micrografias obtenidas de
musculo almacenado 63 semanas muestran la presencia de restos musculares que
recuerdan estructuras musculares intactas como muestra la figura 9. El musculo
almacenado 36 semanas presenta en el agregado P; residuos musculares mds laxos,
resultado de una mas efectiva extraccién llevada a cabo por los agentes solubilizantes

como muestra la figura 10.

Los agregados P,, P, y P; obtenidos de miisculo almacenado 49 semanas
presentan un estadio intermedio de extraccion que los musculos almacenados 36 y 63
semanas, asi como un estadio intermedio de agregacion en los sobrenadantes de tal

musculo.

Estos resultados sugieren un aumento progresivo del mamero de enlaces que no
resultan afectados por el tratamiento con los agentes solubilizantes SDS y
mercaptoetanol al que P1 fue sometido progresivamente y que permiten que en los
tiltimos periodos de almacenamiento ¢l precipitado P; presente estructuras sarcoméricas

més organizadas que las encontradas en estadios anteriores.
1.2. Musculo almacenado a -20°C.

La evolucién de los extractos proteicos en musculo almacenado a -20°C es

equivalente a la observada en el musculo picado hasta la semana 22, estadio en que
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aparece de forma significativa una fraccion insoluble en CINa. La MET de dicha
fraccion P, muestra una solubilizacion efectiva del musculo por el CINa ya que escasos
restos proteicos pueden ser identificados alrededor de la banda H como muestra la figura

11. El tratamiento de este residuo con SDS permitié su completa solubilizacién.

A partir de la semana 22 los extractos solubles en sal (S;) muestran filamentos
de actina con tendencia a aparecer entrecruzados formando angulos entre 90-106° y
agregados en los que son identificables estructuras en forma de anillo escasamente
definidas, como muestra la figura 12a correspondiente al sobrenadante extraido de
musculo almacenado 36 semanas. Fragmentos proteicos agregados entre si asi como
asociados a los filamentos resultan extraidos que por su morfologia son comparables a

los restos identificados en musculo picado como agregados de la molécula de miosina.

La fraccion insoluble en sal (P;) de misculo almacenado 36 semanas pone de
manifiesto estructuras sarcoméricas algo mds definidas que en el estadfo anterior, en las
que se identifican una mayor densidad de material en la banda A y la presencia de

filamentos finos los cuales aparecen anclados a restos de linea Z (figura 13a).

Tras el tratamiento del agregado P, de musculo almacenado 36 semanas con SDS
la fraccion soluble S, resultante muestra agregados proteicos conformados por
estructuras organizadas formando anillos como se observa en la figura 12b. La mayor
parte de la proteina resulta extraida de P; como muestran los escasos restos proteicos
visualizados en el agregado P, resultante (figura 13b). La solubilizacién parcial del
agregado P, por el SDS pone de manifiesto una mayor implicacién de enlaces

covalentes disulfuro en el proceso de agregacion en este periodo de tiempo.

El tratamiento final de P, con SDS y ME permitié la solubilizacion total del
agregado. Las proteinas extraidas tras este tratamiento presentan el mismo tipo de

estructuras que las identificadas en S,.

La fraccion S, extraida por el CINa en los musculos almacenados 49 y 63
semanas muestra la actomiosina formando parte de agregados donde predominan las

estructuras en forma de anillo con fragmentos proteicos asociados (figura 14a). La
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fraccion insoluble en CINa (P,) de estos miisculos muestra estructuras sarcomericas
escasamente definidas frente a las encontradas en ¢l musculo picado en estos periodos
de tiempo especialmente en lo referente a la banda A, puesto que aun teniendo en cuenta
los sarcomeros en los que la extraccion fue menos efectiva, los filamentos gruesos
apenas pueden ser identificados como se observa en la figura 15a perteneciente a un
precipitado P; obtenido en la semana 63 frente a la figura 8a correspondiente a musculo
picado en este periodo de tiempo. Estas imagenes son corroboradas por los datos
bioquimicos que ponen de manifiesto unos elevados valores de extractabilidad respecto

a los obtenidos en musculo picado (figura VI).

En las fracciones insolubles en sal correspondientes a musculos almacenados 49
y 63 semanas (figura 15a) las miofibrillas muestran bandas A de una densidad y
organizacion morfolégica ligeramente superior a la encontrada en el agregado Py del
musculo almacenado 36 semanas (figura 13 a). Esta escasa diferencia en las estructuras
morfolégicas encontradas en los agregados P; en las semanas 36, 49 y 63 tienen su
correspondencia con los datos bioquimicos mostrados en la figura VI en la que se
observan escasas diferencias en los valores de extractabilidad en los tres estadios
mencionados. Asimismo estos datos aparecen confirmados por los estudios
electroforéticos donde tampoco son detectables cambios significativos en la proporcion

de cadena pesada de miosina y de actina extraidas en CINa (figuras VIl y VIII).

Tras el tratamiento de P; con SDS queda un residuo insoluble P, cuyo
tratamiento final con SDS y ME todavia deja un residuo P;. Los restos miofibrilares
presentes en las fracciones insolubles P, y P; muestran bandas A de elevada densidad
especialmente las encontradas en P; de modo similar a la evolucién observada en
musculo picado, lo que sugiere una mayor incidencia de enlaces de naturaleza covalente
disulfuro y no disulfuro. (figuras 15b y 15c). Los extractos S, y S; solubilizados con

estos agentes muestran agregados proteicos organizados en anillos (figura 146).
1.3. Masculo almacenado a -30°C.

Los valores de extractabilidad en musculo almacenado a -30°C en las primeras
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semanas son equivalentes a los obtenidos en musculo de bacalao almacenado a -20°C
(figura V), obteniéndose asimismo una fraccion insoluble en sal significativa a partir de

la semana 22.

Las miofibrillas residuales de la fraccion insoluble P, obtenidas en las semanas
22 muestran escasos restos de proteinas alrededor de la banda H coincidiendo con los

elevados valores de extractabilidad mostrados en la figura VI (figura 16).

En la semana 36 la mayoria de proteinas aparecen formando parte de la fraccion
soluble S, donde son evidentes signos de agregacion, tanto en los filamentos de actina
que forman parte de agregados en forma de anillo, como en acimulos proteicos que
aparecen libres o asociados a ellos. No obstante, pueden ser identificados filamentos de
actina libres entre los agregados (figura 17a). La fraccién insoluble en sal P, muestra
una densidad de material semejante al encontrado a las 22. Esta fraccién insoluble tras
su tratamiento con SDS resulta solubilizada en su totalidad. Las proteinas extraidas con

este agente aparecen agregadas en S, tal y como se muestra en la figura 17b.

En las semanas 49 y 63 el CINa extrae un elevado porcentaje de actomiosina
(figura VI). La tincién negativa del extracto soluble muestra un mayor grado de
agregacion entre las proteinas extraidas que en el estadio anterior. Estos aparecen
formando parte de agregados como muestra la figura 19a. L.a MET de la fraccion
insoluble (P,) muestra bandas A con escasa densidad de material retenido en ellas en
este periodo de tiempo como se observa en la figura 20a. Parte de proteinas del
agregado P, resultan extraidas por el SDS como muestra la figura 20b correspondiente
al agregado P, que muestra escasa densidad de material formando parte de la banda A.
El tratamiento de dicho agregado con SDS y ME lo solubiliza por completo. Las
proteinas solubilizadas por dichos agentes de forma secuencial (SDS y SDS+ME)
presentan el aspecto morfologico mostrado en la figura 19b. En todos los estadios objeto
de estudio el agregado P, resulta efectivamente solubilizado tras su tratamiento con SDS
y ME sin gue ningin agregado P, quedara como residuo. Estos resultados dan idea de la
escasa participacion de enlaces covalentes en la agregacion de esta especie a la

temperatura y tiempos de almacenamiento considerados.

64



FIGURA 1. Tincién negativa del extracto soluble en CiNa obtenido de miisculo picado de bacalao control.
Los filamentos de actina aparecen interconectados entre si. Se observan actimulos proteicos de
morfologia semejante a los descritos como oligémeros de miosina (—»). Barra 0.6pm,

FIGURA 2. Micrografia de la fraccién inscluble en CINa obtenida de misculo picade de bacalao
almacenado 22 semanas. Los restos musculares muestran elevado grado de disgregacion. Barra 10um.

FIGURA 3. Micrografia de barrido de la fraccion insoluble en CINa de masculo picado de bacalao a las 63
semanas. Obsérvese el elevado namero y grado de integridad de los restos musculares. Barra 50pum.

FIGURA 4. Micrografia de la fraccion insoluble en CINa de musculo picado almacenado a -20°C 22
semanas. Las proteinas no extraidas se organizan en restos de banda A (—). Barra 0.3um.

65



FIGURA 5. Extractos solubles de misculo picado de bacalao (-20°C) alinacenado 36 semanas. a) Fraccién
soluble en CINa (S,;). Filamentos de actina y fragmentos proteicos equivalentes a agregados de miosina
(—) se organizan en estructuras incipientes en anillo (V). Barra 0.6 um. a*) Filamentos de actina
aparecen frecuentemente conectados con angulos de 90-106°. Barra 0.4 pm. b) Fraccion soluble en SDS
(S$,). Barra 0.4pm. c) Fraccion soluble en SDS+ME (S;) Barra ¢.15um. En los sobrenadantes S, y S5
destaca [a presencia de estructuras en anillo y aciimulos proteicos globulares (—).

FIGURA 6. Micrografias de las fracciones insolubles de musculo picado de bacalao almacenado 36
semanas. a) Fraccion insoluble en CINa (P,). En el material proteico residual de la banda A se identifican
filamentos gruesos (—). Barra 0.4um. b) Fraccion insoluble en SDS (P;). Barra 0.4um. ¢} Fraccidn
insoluble en SDS +ME (P;). Obsérvese la escasez de restos proteicos en la banda A. Barra 0.4pm.

66



FIGURA 7. Micrografias de los extractos solubles de miisculo picado de bacalao (-20°C) almacenado 63
semanas. a) Fraccion soluble en CINa (S,). Predominio de filamentos de actina interconectados {(—) v
actmulos proteicos. Barra 0.25um. a*) La actomicsina aparece asimismo formando agregados de gran
tamafio. Barra 0.i5um. b y ¢) Fracciones solubles en SDS (8;) y SDS+ME (S;) respectivamente.
Abundancia de estructuras en anillo y particulas proteicas de naturaleza globular (—). Barras 0.15um.

FIGURA 8. Fracciones insolubles de misculo picado de bacalao (-20°C) almacenado 63 semanas. a)
Fraccién inseluble en CINa (P)). Filamentos gruesos integros atraviesan la zona H (=) Barra 0.4pm. a*)
En algunos sarcdmeros los filamentos gruesos muestran elevade grado de integridad. Barra 0.15um.

b y ¢) Fracciones insolubles en SDS (P,) y SDS+ME (P;) respectivamente. Las bandas A muestran mayor
cantidad de material proteico que en los residuos de misculo obtenidos a las 36 semanas. Barras 0.4um.
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FIGURA 9. Microscopia electronica de barrido de la fraccion insoluble P; obtenida de musculo picado de
bacalao (-20°C) almacenado 63 semanas., Obsérvese el elevado nimero y grado de integridad de los
residuos musculares. Barra 10pm.

FIGURA 10. Microscopia electronica de barride de la fraccién insoluble P; obtenida de miusculo picado de

bacalao (-20°C) almacenado 36 semanas. Los fragmentos musculares muestran un elevado grade de
disgregacién por efecto de los agentes solubilizantes SDS y ME. Barra [Opm.
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FIGURA 11. Micrografia de la fraccidn insoluble en sal (P,) de musculo de bacalac almacenado a -20°C
22 semanas. Obsérvese la escasa presencia de restos proteicos en la banda A. Barra 0.6 pum.

FIGURA 12. Fracciones solubles de musculo de bacalao almacenado a -20°C 36 semanas. a) Extracto
soluble en CINa (S,). Los filamentos de actina aparecen frecuentemente interconectados con angulos
entre 90 y 100° (—) y formando estructuras en anillo. Los actmulos proteicos son atribuidos a agregados
de miosina (V). Barra 0.25um. b) Fraccidn seluble en SDS (8,) y SDS+ME (S;). Barra 0.25um,

FIGURA 13. Fracciones insolubles de bacalao (-20°C) almacenado 36 semanas. a) Fraccion insoluble en

CINa (P,). Los sarcomeros muestran mayor organizacién que en el residuo de la figura 11. Barra 0.25um.
b) Fraccidn insoluble en SDS (P,). La banda A muestra escasez de restos proteicos. Barra 0,15um,
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FIGURA 14. Micrografias de los extractos solubles de misculo de bacalag almacenado a -20°C 49 y 65
semanas. a) Fraccion soluble en CINa (S)). La actomiosina aparece fundamentalmente formando
agregados con estructuras en forma de anillo y fragmentos proteicos asociades (—). Barra 0.15um.
b) Fracciones solubles en SDS (S,) y SDS+ME (8;). La morfelogfa de las proteinas es semejante a la
descrita en S,. Barra 0.25um.

FIGURA 15. Fracciones insolubles de misculo de bacalao almacenado a -20°C 49 y 63 semanas. a)
Fraccion insoluble en CINa. Filamentos gruesos apenas pueden ser identificados en la banda A. Barra 0.4
um. b y ¢) Fracciones insolubles en SDS y SDS+ME respectivamente, Las bandas A muestran una
elevada densidad debido a la presencia de gran cantidad de material proteico. Barras 0.4um.
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FIGURA 16. Microscopia electronica de transmisién de la fraccion insofuble en CINa de musculo de
bacalao almacenado a -30°C 22 semanas. Barra 0.6pum.,

FIGURA 17. Tinciones negativas de los extractos solubles de musculo de bacalac almacenado a -30°C 36
sernanas. a) Fraccion soluble en CINa (8,). Se observan agregados de gran tamafio y acimulos proteicos
globulares. Barra 0.4pum. a*) Filamentos de actina libres también se observan en el sobrenadante. Barra
0.4pum . b) Extracto soluble en SDS (8,). Barra 0.25um.

FIGURA 18a. Fraccion insoluble en CINa de miusculo de bacalao almacenado a -30°C 36 semanas. Se
encuentra escasez de material proteico formando parte de la banda A (—). Barra 0.2 pm.,
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FIGURA 19. Tinciones negativas de las fracciones solubles de mitsculo de bacalao almacenado a -30°C 49
y 63 semanas. a) Extracto soluble en CINa (S;). Barra 0.15um. b) Fracciones solubles en SDS (S,) y
SDS+ME (S,). Barra 0.4um. Las proteinas presentes en la totalidad de los extractos muestran elevado
grado de agregacion.

FIGURA 20. Microscopia electrdnica de transmision de las fracciones insolubles obtenidas de misculo de
bacalao almacenado a -30°C 49 v 63 semanas. a) Fraccidn insoluble en sal (P)). En los residuos
sarcoméricos escasez de material proteico aparece formando parte de la banda A (-»). Barra 0.6um.
b) Fraccién insoluble en SDS (P,). Un elevado porcentaje de proteinas resultan extraidas de P; por el
SDS, quedando escasos restos en la banda A {(—). Barra 0.6um.
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RESUILTADOS.

2. ESTUDIO DE EXTRACTOS SOLUBLES Y FRACCIONES INSOLUBLES DE
MERLUZA (Merluccius merluccius).

El mecanismo de extraccion es equivalente al llevado a cabo en musculo de
bacalao. Los muestreos se llevaron a cabo en los mismos intervalos de tiempo pero

exclusivamente hasta la semana 49 de almacenamiento.
2.1. Miisculo almacenado a -20°C.

El musculo de merluza congelado y sin almacenar (control) no resulta
solubilizado por el CINa en su totalidad. Los estudios por microscopia electronica de
barrido confirman la presencia de restos musculares en el precipitado resultante del
tratamiento de dicho musculo con CINa (figura 21). Se pueden constatar signos
evidentes de alteracién en las tinciones negativas efectuadas sobre dicho extracto . Los
filamentos de actina no aparecen decorados mostrando la estructura caracteristica de la
actomiosina apareciendo como F-actina. Estos filamentos raramente aparecen como
filamentos individuales como muestra la figura 22, sino interconectados e
interaccionando con material proteico de naturaleza globular de modo equivalente al
observado en el sobrenadante de misculo de bacalao almacenado a -20°C en la semana
36 de almacenamiento. Fl estudio por MET de esta fraccién insoluble muestra en sus
restos miofibrilares bandas A escasamente definidas dado que gran parte de la
actomiosina resulta extraida por la solucién salina como muestra la figura 23. Desde
tempranamente en los extractos solubles en sal se identifican filamentos que tienden a
formar parte de agregados de gran tamafio en los que se observan acumulos proteicos
equivalentes a agregados de moléculas de miosina como se muestra en la figura 24

correspondiente a la fraccion soluble en sal extraida de miisculo almacenado 5 semanas.

En el extracto soluble en sal obtenido de musculo almacenado 14 semanas (S;),
elementos proteicos identificados como miosina muestran un elevado grado de
agregacion apareciendo en forma de acumulos o contribuyendo con filamentos de actina

a la formacién de estructuras en anillo mejor definidas que en el control (figura 25a).

Las fracciones insolubles P, obtenidas tras el tratamiento con cloruro sodico de
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musculo almacenado 14 semanas muestran en sus restos musculares una mayor
densidad de material formando parte de la banda A en los que es posible identificar
trazas de filamentos gruesos sin morfologia definida con respecto al musculo control
como muestra la figura 26a, hecho que a su vez confirma la disminucion de los valores
de extractabilidad (figura VI). Tras el tratamiento de la fraccién Py con SDS y P, con
SDS y ME quedan unas fracciones insolubles P, y P; (figuras 26b y 26¢) que muestran
trazas de estructuras sarcoméricas con una densidad y organizacion en la banda A
equivalentes a las encontradas en las fracciones P, y P; de musculo de bacalao a -20°C
almacenado por encima de las 36 semanas. Las proteinas extraidas por estos agentes
aparecen en los sobrenadantes S, v S; formando estructuras en forma de anillo en las
que es frecuente identificar aciimulos proteicos en los que la miosina puede estar
ampliamente implicada, como se observa en las figuras 25b y 25c. Estos resultados
ponen de manifiesto una temprana participacion de enlaces covalentes inclusive de

naturaleza no disulfuro en la agregacion del musculo de merluza a esta temperatura.

Los estudios bioguimicos muestran una disminucién de los valores de
extractabilidad en el musculo almacenado 22, 36 y 49 semanas con respecto al
almacenado 14 semanas (figura VI). Desde el punto de vista morfolégico esta
disminucion se refleja en que las fracciones insolubles en sal P| muestran estructuras
sarcoméricas mas definidas que en la semana 14 debido a que los restos de banda A
aparecen en parte organizados en filamentos gruesos mds claramente identificables
como muestra la figura 28a. Este nivel de organizacion es equivalente al encontrado en
¢l precipitado P, de musculo picado de bacalao almacenado 36 semanas como muestra
la figura 6a. Los restos de linea Z y filamentos finos no aumentan significativamente
con respecto al estadio anterior. EI hecho de que no se observen diferencias muy
significativas en la densidad y morfologia de las estructuras sarcoméricas entre las
semanas 22 36 y 49 viene apoyado por los estudios electroforéticos en los que no se
observa una variacién muy significativa de la cantidad de cadena pesada de miosina y

actina entre estos estadios de almacenamiento ( figuras VII y VIII).

Las proteinas miofibrilares extraidas por el CINa (S;) muestran un elevado grado
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de agregacion con predominio de actumulos proteicos de morfologia semejante a los
encontrados en el sobrenadante S; en la semana 14 (figura 27a). Estas estructuras son
encontradas mds abundantemente en todos los estadios de esta especie que en bacalao.
El tratamiento de los agregados P, obtenidos de musculo almacenado 22, 36 y 49
semanas con SDS en primer lugar dejo residuos P, como los mostrados en la figura 28b
en cuya banda A se identifican restos de filamentos gruesos claramente identificables.
El tratamiento final de los residuos P, con SDS y ME dio lugar a fracciones P; donde sc
aprecian bandas A con escasos restos proteicos equivalentes a los encontrados a las 14
semanas (figura 28¢). Las proteinas extraidas por el SDS y SDS-ME aparecen en S, y en

S, con una densidad y morfologia como la observada en la figura 27b.

2.2. Musculo almacenado a -30°C.

La observacion de la figura VI pone de manifiesto una disminucion de la
cantidad de actomiosina extraida en CINa desde los primeros periodos de
almacenamiento. Estos valores de extractabilidad son mas bajos a los obtenidos en
musculo de bacalao a esta temperatura. El sobrenadante S, obtenido de musculo control
y almacenado 5 semanas muestra filamentos de actina asociados formando angulos de
90-106° o agregados en los que son identificables acimulos proteicos de naturaleza
globular (figura 29 a y b). No se identificé un residuo insoluble en sal suficiente para su

estudio por microscopia en este estadio de almacenamiento.

A las 14 semanas los restos miofibrilares P, obtenidos tras el tratamiento del
musculo con CINa muestran bandas A con un elevado grado de organizacién donde es
incluso posible observar la presencia de restos de filamentos gruesos (figura 31a). La
fraccion soluble en sal (S;) muestra una mayor tendencia de las proteinas extraidas a
agregarse formando anillos con respecto al estadio anterior. Asimismo fragmentos
proteicos globulares de morfologia equivalente a agregados de miosina fomm parte de
dichas estructuras (figura 30a). Tras el tratamiento de P con SDS qued6 un residuo P,
donde se observan claramente escasos restos proteicos no extraidos por dicho agente
formando parte de una banda A residual como muestra la figura 31b. La fraccion P, se

solubilizé en su totalidad tras su tratamiento con SDS y ME. Proteinas miofibrilares
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agregadas fueron extraidas por ambos agentes organizadas en anillos constituyendo

acumulos proteicos (figuras 30b y 30c¢).

En el musculo almacenado 22 semanas la diferencia mas significativa con
respecto al estadio anterior es la presencia de una mayor densidad de material retenido
en la banda A de los residuos insolubles en SDS (P,) asi como la aparicién de un
residuo P; en ¢l que aparecen restos de banda A de densidad equivalentes a los

encontrados en el residuo P, de misculo almacenado 14 semanas.

En musculo almacenado 36 y 49 semanas, la fraccion soluble en sal muestra gran
parte de la actomiosina formando parte de agregados semejantes a los encontrados en

merluza almacenada a -20°C en este estadio de tiempo como se muestra en la figura 32a.

En los altimos estadios de almacenamiento (36 y 49 semanas), el residuo
insoluble en sal P, no muestra grandes diferencias ultraestructurales con respecto al
obtenido en musculo almacenado 22 semanas. Restos de filamentos gruesos pueden ser
identificados en la banda A de las miofibrillas residuales no asi filamentos finos que
aparecen escasamente (figura 33a). Tras el tratamiento del agregado P, con SDS se
observa una mayor densidad de material formando parte de la banda A en la mayoria de
los sarcomeros de P, en donde ademés es posible distinguir en algunos sarcomeros
filamentos gruesos organizados con respecto al misculo almacenado 14 semanas (figura
33b). La reduccion de los puentes disulfuro tras el tratamiento del agregddo P, con
mercaptoetanol permite la extraccion de proteinas de dicho agregado si bien queda un
residuo P; que presenta una banda A de densidad equivalente a la identificada en el

agregado P, obtenido en la semana 14 (figura 33c).

Las estructuras encontradas en los sobrenadantes S, y S5 se limitan a agregados

como los mostrados en la figura 32b.

Los resultados obtenidos en merluza sugieren una aparicion temprana de enlaces
covalentes que dificultan la accion de los agentes solubilizantes obteniéndose fracciones
P, con estructuras sarcoméricas de notable densidad desde las semanas 14 y 22 a -20°C

y -30°C respectivamente.
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FIGURA 21. MEB de la fraccién insoluble en CINa de miisculo de merluza control. Barra 10um.

FIGURA 22. Tincién negativa de la fraccién soluble en CINa de musculo de merluza control. Los
filamentos de actina no presentan la estructura en punta de flecha y aparecen formando parte de
agregados desde los primeros estadios de almacenamiento. Barra 0.4pm.

FIGURA 23. Microscopia electrénica de transmision de la fraccion insoluble en sal (P|) de misculo de
merluza control, Obsérvese la escasez de material formando parte de la banda A (—). Barra 0.2um.

FIGURA 24. Fraccion soluble en CINa de muasculo de merluza almacenado a -20°C 5 semanas. Morfologia

de los agregados de gran tamafio que se observan desde estadios tempranos de almacenamiento. Notese la
incidencia de actimulos proteicos identificados como agregados de miosina (—). Barra 0.25um.
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FIGURA 25. Tinciones negativas de los extractos solubles obtenidos de misculo de merluza almacenado a
-20°C 14 semanas. a) Fraccién soluble en CINa (S;). Barra 0.25um. b y ¢) Fracciones solubles en SDS
(S;) v SDS+ME (S;) respectivamente. Barras 0.15 pm. Las proteinas presentes en todos los extractos
aparecen formando agregados de gran tamafio en los que predominan estructuras en forma de anitlo (—)
y acimulos proteicos equivalentes en gran parte a oligémeros de moléculas de miosina (V).

FIGURA 26. Microscopia electrénica de transmision de las fracciones insolubles obtenidas de musculo de
merluza almacenado a -20°C 14 semanas. a} Fraccién insoluble en CINa (P,). En el material retenido en
la banda A se observan restos de filamentos gruesos {(—). Barra 0.4 um. b y ¢) Fracciones insolubles en
SDS (P,) y SDS+ME (P;) respectivamente. Se observan restos proteicos en la banda A no extraidos por
dichos agentes. Comparativamente en musculo de bacalao almacenado a -20°C 36 semanas no se detecta
fraccion insoluble P; (figura 13). Barras 0.4 pm.
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FIGURA 27. Tinciones negativas de los extractos solubles de musculo de merluza almacenado a -20°C 22,
36 y 49 semanas. a) Extractos solubles en CINa (S,). La actomiosina muestra elevado grado de
agregacién con predominio de oligémeros constituidos por particulas proteicas de naturaleza globular
{(—). Barra 0.4um. b) Fracciones solubles en SDS (S,} y SDS+ME (S;). Las proteinas extraidas por estos
agentes presentan una morfologia semejante a las descrita para $,. Barra 0.15pm.

FIGURA 28. Microscopia electrénica de transmisidn de las fracciones insolubles obtenidas de miasculo de
metluza almacenado a -20°C 22, 36 y 49 semanas. a) Fraccion insoluble en CINa (P,). El elevado grado
de organizacién de la banda A se manifiesta en la presencia de filamentos gruesos (—). Barra 0.4 um. b)
Fraccién insoluble en SDS (P,). En los restos proteicos de la banda A se observan asimismo restos de
filamentos gruesos (—). Barra 0.4 pm. ¢) Fraccién insoluble en SDS+ME. Barra 0.4 um.
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FIGURA 29 a Y b. Tinciones negativas de las fracciones solubles en CINa (8,) obtenidas de musculo de
merluza control (congelado sin almacenar) y almacenade a -30°C 5 semanas. En los extractos de
actomiosina se observan filamentos de actina interconectados paralelamente y formando angulos entre
80-106° asi como agregados proteicos de naturaleza globular (—). Barras 0.25um.
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FIGURA 30. Tinciones negativas de las fracciones solubles de misculo de merluza almacenado a -30°C 14
semanas. a) Fraccién soluble en ClNa (8,). Barra 0.25um. b) Extracto solubilizado con SDS (S,). Barra
0.15um. ¢) Fraccién soluble extraida con SDS+ME (8;}. Barra 0.15um. La totalidad de las proteinas
presentes en cada uno de los sobrenadantes presentan el mismo aspecto morfolégico, con predominio de
agregados proteicos identificados como oligémeros de moléculas de miosina (—).

FIGURA 31. Fracciones insolubles de miisculo de merluza almacenado a -30°C durante 14 semanas. a)
Fraccién insoluble en CINa (P,). Restos de filamentos gruesos pueden ser identificados en la banda A
(—).Barra 0.4 um. b) Fraccién insoluble en SDS (P,). Se observan escasos restos proteicos en la banda A
de este residuo que es totalmente solubilizado por el tratamiento posterior con SDS y ME. Barra 0.4 um,
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FIGURA 32. Tinciones negativas de las fracciones solubles de musculo de merluza almacenado a -30°C
36 y 49 semanas. a) Fraccion soluble en CINa (S)). Barra 0.1512m. b} Fraccion soluble en SDS (P;} vy
SDS+ME (P,). Barra 0.4um. Las proteinas extraidas con los distintos agentes presentan un aspecto
morfolégico muy semejante al descrito en los extractos solubles de estadios anteriores.

FIGURA 33. Fracciones insolubles de musculo de merluza almacenado a -30°C 36 y 49 semanas.
a) Fraccién insoluble en CINa (P,)}. Barra 0.4 pm. b) Fraccién insoluble en SDS (P,). Barra 0.4 pm, En
ambas fracciones insolubles (P,) ¥ (P,) los restos sarcoméricos muestran restos de filamentos gruesos
identificables en la banda A (—). ¢} Fraccion insoluble en SDS+ME. Barra 0.4 um,

82



RESULTADGS.

3. ESTUDIO MORFOLOGICO.

El estudio morfolégico en musculo de bacalao se llevé a cabo en los mismos
tiempos de almacenamiento en ambas temperaturas (-20°C y -30°C) que en los estudios
de extractos solubles y fracciones insolubles, aunque se consideraron tiempos mas
largos para el Gltimo estadio de almacenamiento con la finalidad de detectar de forma

més pronunciada los cambios ultraestructurales.

En musculo de merluza tnicamente se tuvo en cuenta una temperatura de
almacenamiento (-20°C) y los intervalos de tiempo considerados son equivalentes a los
que se utilizaron para los estudios de extractabilidad aunque se simplificaron a cuatro

estadios de almacenamiento.
3.1. Estudio morfolégico en fibras musculares de bacalao (Gadus morhua) a -20°C.

Las secciones transversales revelan en periodos avanzados de almacenamiento
una pérdida de definicién de los puntos que constituyen la red hexagonal, hecho en gran
parte atribuible al aumento del niimero de fusiones entre filamentos. En misculo control
(congelado sin almacenar) y almacenado 5 semanas las secciones transversales muestran
un patrén hexagonal en el que filamentos gruesos y finos se encuentran reorganizados
de forma convencional como muestra Ia figura 34. Mientras las fusiones interfilamento
son identificables bien entre filamentos finos y entre estos y filamentos gruesos, las

fusiones entre filamentos gruesos son escasas.

El musculo almacenado 36 semanas muestra desorganizacion del patron
hexagonal. Los filamentos finos no conservan su disposicion alrededor de los filamentos
gruesos, apareciendo ocasionalmente fusionados entre si y a los filamentos gruesos.
Filamentos gruesos aparecen también fusionados o aproximados entre si mas

frecuentemente que en el estadio anterior (figura 35).

Los musculos almacenados 49 y 70 semanas presentan respecto a los anteriores
un elevado nimero de fusiones entre filamentos gruesos, especialmente abundantes en

miofibrillas de musculo almacenado 70 semanas como muestran las figuras 36 y 37.
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La orientacién de las fusiones depende de la miofibrilla considerada. En gran
numero de ellas las fusiones aparecen de forma masiva en la misma direccién formando
hileras de filamentos gruesos fusionados como muestran las figuras 36 y 37, En algunas
miofibrillas es posible identificar fusiones entre filamentos gruesos con distintas

direcciones ( figura 38).

Las secciones transversales también permiten observar cambios en la morfologia
de los filamentos gruesos durante la congelacion. Estos filamentos parecen perder
cohesion entre las cadenas poliméricas que los constituyen por lo que aparecen maés
laxos y ello se traduce en una pérdida de definicion del filamento, lo que puede
conllevar a un incremento de su didmetro como se observa al comparar la figura 34 con
las figuras 36 y 37. Este aspecto aparece asimismo reflejado en la figura 39 a y b que
muestra en detalle la diferencia en morfologia observada en secciones longitudinales

pertenecientes a musculos almacenados 5 y 70 semanas.
3.2. Estudio morfolégico en fibras musculares de bacalao (Gadus morhua) a -30°C.

El estudio de las secciones transversales pone de manifiesto un aumento
significativo del nimero de fusiones del tipo filamento grueso-filamento grueso en
estadios avanzados de almacenamiento, como muestran las figuras 40, 41, 42 y 43

pertenecientes a musculos almacenados 5, 36, 49 y 70 semanas respectivamente.

Respecto a la orientacion de las fusiones entre filamentos gruesos al igual que
ocurre en musculo almacenado a -20°C en gran parte de las miofibrillas sélo se
producen con una direccion preferente (figura 43), mientras que en otras pueden

coexistir fusiones en distintas direcciones.

Desde el punto de vista morfoldgico las secciones transversales no revelan
variaciones tan significativas en el tamafio de los filamentos gruesos con respecto al
musculo almacenado a -20°C si bien en estadios avanzados de almacenamiento pueden

presentar menor grado de compactacion y mas elevada irregularidad en su morfologia.
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3.3. Estudio morfolégico en fibras musculares de merluza (Merluccius merluccius)

a -20°C.

Las secciones transversales en la banda A en musculo control (congelado sin
almacenar) y almacenado 5 semanas muestran filamentos gruesos y finos organizados
como muestra la figura 44. Aunque son observadas fusiones entre filamentos finos, en
amplias zonas los filamentos finos aparecen organizados de forma convencional

dispuestos hexagonalmente alrededor de los filamentos gruesos.

Los estudios llevados a cabo en musculos almacenados 36 y 63 semanas revelan
una elevada regularidad en la disposicion de los filamentos gruesos en la red hexagonal.
Fusiones entre filamentos gruesos apenas son identificables en ambos estadios. Sin
embargo predominan fusiones entre filamentos finos que en muchas ocasiones aparecen
formando hileras alrededor de los filamentos gruesos y en otras se encuentran asociados
a ellos o interconectando varios filamentos gruesos entre si. Abundantes son también
fusiones entre filamentos finos y gruesos (figuras 45 y 46 ab). No se aprecian
diferencias significativas en la morfologia de los filamentos gruesos con respecto al
control, como ocurre en bacalao almacenado a -30°C, si bien en algunas micrografias los

filamentos en estadios avanzados de almacenamiento aparecen mas laxos.
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FIGURA 34. Seccién transversal en la banda A de misculo de bacalao control y almacenado a -20°C 5
semanas. La red muestra un elevado grado de regularidad. Barra 0.0%um.

FIGURAS 35, 36 Y 37. Micrografias correspondientes a secciones transversales de muscule de bacalao
almacenado a -20°C 36, 49 y 70 semanas respectivamente. El nimero de fusiones y acercamiento entre
filamentos gruesos incrementan de modo progresivo en funcién del tiempo. En un elevado namero de
miofibrillas las fusiones ocurren con una direccion preferente (—). Los filamentos gruesos muestran una
pérdida de cohesion por lo que aparecen mas laxos (W), Barras 0.09um.
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FIGURA 38. Seccion transversal de miisculo de bacalao almacenado a -20°C 70 semanas. Las fusiones
entre filamentos gruesos ocurren en algunas miofibrillas en distintas direcciones (=), Barra 75nm.

FIGURA 39 a y b. Secciones longitudinales de misculo de bacalao almacenado a -20°C 5 y 70 semanas
respectivamente. Los filamentos gruesos aparecen menos compactos en estadios avanzados de
almacenamiento lo que se traduce en un pérdida de definicién del filamento grueso y en ocasiones un
aumento de su diametro {—). Barra 0.09um.
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FIGURA 40. Seccién transversal en la banda A de midsculo de bacalao control y almacenado a -30°C 5
semanas. Filamentos gruesos y finos aparecen organizados en la red convencionalmente. Barra 75nm.

FIGURAS 41, 42. Micrografias obtenidas de misculo de bacalac almacenado a -30°C 36 y 49 semanas
respectivamente. El tiempo de almacenamiento se manifiesta en un mayor acercamiento entre filamentos
gruesos que se refleja en un aumento de excentricidad y aumento de fusiones entre dichos filamentos
(—). Barras 75nm,

FIGURA 43. Seccién de muiscule de bacalao almacenado a -30°C 70 semanas. El aspecto morfologico mas
significativo se refiere a un aumento del nimero de fusiones entre filamentos gruesos (—). Barra 75nm.
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FIGURA 44. Micrografias de masculo de merluza contrel y almacenado a -20°C 5 semanas. Barra 75nm.

FIGURA 45. Secci6n transversal obtenida de musculo de merluza almacenado a -20°C 36 semanas.
Obsérvese la elevada regularidad en Ia disposicion de los filamentos gruesos. Fusiones entre filamentos
finos son en cambio abundantes y entre éstos y filamentos gruesos. Barra 75nm.

FIGURA 46 a y b. Secciones de musculo de merlaza almacenado a -20°C 63 semanas. Fusiones entre

filamentos gruesos son escasas aun existiendo en las miofibrillas signos evidentes de compresidn. Apenas
se observan diferencias en la morfologia de los filamentos gruesos con respecto al control. Barras 75nm.
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4. ESTUDIO MORFOMETRICO.

El estudio morfométrico permite el seguimiento de la deformacién
experimentada por la red hexagonal durante el almacenamiento del musculo en
congelacién. Hay dos factores fundamentales que influyen a la hora de valorar los
parametros de la red. Por un lado en una seccién en la que el plano de corte no sea
normal al eje de la fibra el patrén hexagonal resulta distorsionado. En tal seccién la
distancia interfilamento medida a lo largo de los tres ejes principales del hexdgono
puede ser diferente y mas grande o igual del valor real ( revisado por Howgate 1979). l
Por otro lado es conocido que el volumen del sarcémero permanece constante durante la
contraccion y relajacidén del mismo por estudios llevados a cabo por Rayos X (Huxley,
1953, Elliot et al 1963, Brand et al 1967) v que la distancia interfilamento varia
inversamente con la raiz cuadrada de la longitud del sarcémero. Teniendo en cuenta este
principio y puesto que en musculo postrigor la longitud del sarcomero varia de unos a
otros, la distancia interfilamento variara en funcién del sarcdémero seleccionado. Por este
motivo la deformaciéon de la red hexagonal causada por el almacenamiento en
congelacion no puede ser estimada midiendo parametros de la red como por ejemplo el
didmetro maximo del hexagono o incluso la distancia interfilamento, puesto que el valor
de tal parametro variara de acuerdo con el grado de contraccion postrigor. La evolucion
de la deformacién en funcién del tiempo de almacenamiento en congelacidén seria

inconsistente.

Para evitar este inconveniente la deformacién de la red fue determinada
utilizando como parametro la excentricidad. El valor de la excentricidad indica el grado
de deformacion, es decir, cuanto mayor sea la deformacién mayor serd el cambio de
excentricidad. El valor de este parametro es calculado mediante la expresion (DMAX -
DMINZ/DMAX?')M, que corresponde a la excentricidad tedrica de una elipse cuyo eje
mayor es el didmetro méximo del hexdgono y el eje mas corto se corresponde con el
diametro minimo de dicho hexdgono. A continuacién se justificard el procedimiento
usado para medir el didmetro méximo y minimo del hexdgono en relacién con los ejes

de la elipse y por consiguiente el calculo del valor de la excentricidad.
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Un hexagono geométricamente perfecto puede inscribirse dentro de un circulo

siendo el valor de la excentricidad cero. figura A.

De manera andloga un hexdgono deformado por aproximacion de dos lados que

se mantienen paralelos se puede inscribir sobre una elipse como muestra la figura B.

En ¢l empaquetamiento del musculo, los hexdgonos formados por los filamentos
son cuasiperfectos. Cuando se produce la deformacién por la congelacién prolongada,
esta no es regular. En este caso, en el hexagono deformado de forma irregular se podrian
dibujar multiples elipses que ninguna inscribiria perfectamente al hexagono como

muestran las figuras C y D.

Para evitar este problema se defini6 una elipse de forma que su didmetro minimo
coincidiera con el didmetro minimo medido en el hexdgono y el diAmetro maximo de la
elipse se correspondiera con el didmetro maximo de dicho hexdgono. Utilizando esta
expresion solo es posible dibujar una elipse en cada hexdgono deformado aunque la
deformacién no sea geométricamente perfecta. Asi en el caso de un hexdgono perfecto

se dibujaria una elipse como la mostrada en la figura E cuyo valor de excentricidad seria

0.5.

Por muy deformado que esté un hexdgono (incluso irregularmente) solo se puede

dibujar una tinica elipse como la mostrada en la figura F.
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4.1. Estudio morfométrico en fibras musculares de bacalao (Gadus morhua) a -

20°C y -30°C.

Los valores medios de excentricidad calculados en secciones transversales bien
orientadas o en su defecto ligeramente oblicuas en musculos almacenados a -20°C y -
30°C en funcidén del tiempo de almacenamiento (0,5,36,49 y 70 semanas) aparecen
reflejados en las graficas IX y X. De ellas se deduce que en musculo de bacalao
almacenado a -20°C la excentricidad incrementa en funcién del tiempo hasta llegar a un
punto (49 semanas) mas alla del cual se registran incrementos insignificantes en los
valores de dicho pardmetro. En misculo almacenado a -30°C en cambio, los valores de
excentricidad incrementan en funcion del tiempo ajustdndose a una ecuacion polindmica
de primer orden. Estos datos ponen de manifiesto un incremento del diametro maximo

de los hexdgonos en la red en relacién al diametro minimo durante el almacenamiento

92



RESULTADOS.

del musculo de esta especie en congelacién, datos que pueden ser corroborados en las
tablas 1 y II donde se recogen los valores medios de los didmetros maximo , minimo y
de excentricidad. Sin embargo las diferencias en la distribucion de los valores de
excentricidad en el mismo intervalo de tiempo para las dos temperaturas ponen de

manifiesto una mas lenta evolucion del sistema en el musculo almacenado a -30°C.

El estudio estadistico (ANOVA) realizado en musculo de bacalao almacenado a
-20°C refleja diferencias significativas entre los valores de excentricidad al comparar
grupos de dos en dos en funcion del tiempo de almacenamiento (p<0.05) excepto entre
los musculos almacenados 49 y 70 semanas, asi como entre el musculo control y el
estadio inicial de almacenamiento (5 semanas). Para el misculo almacenado a -30°C se
encontraron diferencias significativas (p<0.05) entre pares de grupos con excepcion de
los grupos pertenecientes a musculos almacenados 36 y 49 semanas y del mismo modo
que en musculo almacenado a -20°C tampoco se encontraron diferencias significativas

entre el musculo control y el almacenado 5 semanas.

4.2. Estudio morfométrico en fibras musculares de merluza (Merluccius

merluccius) a -20°C,

En la figura XI se muestra los valores medios de excentricidad obtenidos en
misculo de merluza almacenado a -20°C durante 0, 5, 36 y 63 semanas. Tras las
medidas realizadas se observa que los valores de excentricidad no sufren variacion en
los Gltimos estadios de almacenamiento, hecho que también refleja el estudio estadistico
que no muestra diferencias significativas en los valores de dicho parimetro entre el
musculo almacenado 36 y 63 semanas. Diferencias significativas fueron encontradas al
comparar el resto de los grupos enire si. Los valores medios de los didmetros maximo y

minimo asi como los de excentricidad aparecen recogidos en la tabla HI.
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FIGURA IX. Valores de excentricidad de miisculo de bacalao a -20°C.
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FIGURA X. Valores de excentricidad de musculo de bacalao a -30°C. Coeficiente de
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FIGURA XI. Valores de excentricidad de musculo de merluza a -20°C.
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TABLA I. Estudio morfométrico en musculo de bacalao a -20°C.

Semanas Didmetro maximo Didametro minimo Excentricidad
0 66.4+4.9 nm 53.0+4.5 nm 0.60+0.07*
5 67.513.5 nm 53.3+2.8 nm 0.60+0.07
36 89.3+6.2 nm 57.5+4.2 nm 0.7610.06
49 88.5+£5.9 nm 50.3+5.7 nm 0.81+0.07
70 86.7+£5.0 nm 48.9+ 4.8nm 0.82+0.05

TAEBLA I1. Estudio morfométrico en misculo de bacalao a -30°C.

Semanas Diametro maximo Didmetro minimo Excentricidad
0 66.4+4.9 nm 53.0+4.5 nm 0.60+0.07
5 80.9+ 4.0 nm 64.31£3.6 nm 0.60+0.05
36 84.6+£5.0 nm 60.9+4.2 nm 0.6810.06
49 75.5+5.8 nm 54.1+4.6 nm 0.68+0.08
70 77.2+7.0 nm 47.5+7.3 nm 0.78+0.08

TAEBLA III. Estudio morfométrico en miisculo de merluza a -20°C.

Semanas Diametro maximo Diametro minimo Excentricidad
0 77.0+£5.4 nm 58.9+4.5 nm 0.65+0.09
5 72.915.4 nm 47.6+3.2 nm 0.75+0.06
36 75.4%£6.8 nm 53.0+4.4 nm 0.69+0.08
63 78.5+6.6 nm 54.8+5.5 nm 0.70:£0.09

*Valores de desviacion estandar

Los valores de excentricidad mostrados en estas tablas representan el valor medio de las
excentricidades individuales de cada hexdgono medido y no son el resultado de obtener la
excentricidad desde los valores medios de los didmetros maximos y minimos.
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5. ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO.

El estudio inmunohistoquimico se llevo a cabo en musculo de bacalao (Gadus
morhua) a -20°C en funcion del tiempo de almacenamiento utilizando un anticuerpo
monoclonal dirigido contra la cadena pesada de la molécula de miosina de fibras

musculares tipo II.

En las figuras XII y XIII se muestran los resultados correspondientes a dos

experimentos independientes en los que las condiciones de trabajo fueron idénticas.

En primer lugar cabe destacar diferencias cuantitativas en la densidad de marcaje
obtenido en ambos estudios. Asi el marcaje obtenido en la figura XII es superior en un
20-40% al observado en la figura XIII al comparar los resultados de cada especie y

estadio de almacenamiento individualmente.

El analisis de los datos permite observar dentro de cada grupo experimental una
correlacién en el marcaje obtenido entre las distintas especies y estadios. La estimacion
cuantitativa del marcaje indica que la densidad de particulas de oro (n° de particulas de
oro/ pmz) detectado en la banda A en fibras musculares de ratén utilizado como control
positivo es superior al encontrado en musculo de bacalao control (congelado sin

almacenar).

En musculo de bacalao durante los primeros estadios de almacenamiento (10
semanas) no se observan diferencias significativas en el porcentaje de marcaje obtenido
con respecto al musculo de bacalao control. Las figuras XII y XIII muestran que la
densidad de marcaje disminuye significativamente en periodos largos de
almacenamiento en congelacion (p<0.001) de modo que el porcentaje del epitopo
detectado por el anticuerpo en la banda A de musculo almacenado 49 semanas es
aproximadamente el 50% del obtenido en el musculo de bacalao control y en el
almacenado 10 semanas. Las figuras 47 y 48 muestran el marcaje obtenido en musculo

de bacalao utilizado como control.

Las diferencias en el numero de particulas de oro reflejadas en el estudio
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cuantitativo pueden observarse en las figuras 49 y 50 que muestran de forma

representativa la densidad de marcaje obtenido en musculo de bacalao almacenado a -

20°C durante 49 semanas.

30,

n° particulas oro/um?® banda A

FIGURA XII. Estudio inmunohistoquimico llevado a cabo en musculo de ratén y de
bacalao control y almacenado a -20°C 10 y 49 semanas. Las barras representan los
valores de desviacion estandar.

n° particulas orofum? banda A

FIGURA XIIL Estudio inmunohistoquimico equivalente al llevado a cabo en la figura
XIL
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FIGURAS 47 Y 48. Marcaje con oro coloidal (W) obtenido en masculo de bacalao control. Barras 0.25um.

FIGURAS 49 Y 50. Micrografias representativas de la densidad de particulas de oro observada en fibras
musculares de bacalao tras el almacenamiento del musculo a -20°C durante 49 semanas. El namero de
antigenos reconocidos por el anticuerpo dirigido contra la cadena pesada de la molécula de miosina
disminuye significativamente en estadios avanzados de almacenamiento. Barras 0.25pm.
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6. ESTUDIO AUTORRADIOGRAFICO SOBRE EL EFECTO DEL
FORMALDEHIDO EN MUSCULO IN SITU.

El estudio autorradiografico tiene por objeto localizar ¢l formaldehido marcado
con C"* que se inyect6 en musculo de bacalao. Tras la inyeccion del isétopo radiactivo y
su posterior almacenamiento durante 5 meses a -10°C el musculo fue tratado con CIK y
SDS, agentes que permitieron la extraccion de parte de las proteinas miofibrilares

quedando un residuo insoluble sobre el que se llevo a cabo la autorradiografia.

La ventaja de llevar a cabo el estudio autorradiografico sobre dicha fraccion
insoluble frente a filetes inyectados con el isétopo estriba en que de esta manera se
consigue reducir la cantidad de material objeto de estudio. De esta manera aumenta la
probabilidad de detectar el compuesto radiactivo, dado que el tamafio de las muestras a
procesar no supera los 2mm. Ademas de manera complementaria se realizo un contaje
de actividad para asegurar la presencia del material radiactivo en dicha fraccion
insoluble detectandose una actividad de 0.905 Kbg/g. La autorradiografia a microscopia
6ptica se realizd de manera preliminar con la finalidad de detectar el isétopo en las
secciones semifinas, condicién indispensable para poder abordar posteriormente el
estudio por microscopia electrénica. Morfologicamente los cortes semifinos de la
fraccion insoluble muestran fragmentos de fibras musculares en los que se detecta el
bandeo correspondiente a los restos sarcoméricos resistentes a la extraccién con los
agentes solubilizantes CIK y SDS. El 14COH, es detectado asociado a areas dentro de

algunos de estos fragmentos musculares formando acimulos de granos de plata. figuras

51y 52.

En otras zonas el marcaje radiactivo que aparece es muy similar al observado

fuera del tejido que es considerado ruido de fondo, tratandose por tanto de un marcaje

inespecifico.

La autorradiografia sobre las secciones ultrafinas permite observar con mayor
detalle el lugar donde el formaldehido es detectado por la emulsién fotografica dentro

de los residuos musculares. Este aparecia asociado a restos proteicos desorganizados en
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los que resulta imposible identificar alguna estructura sarcomeérica como se aprecia en
las micrografias mostradas en las figuras 53 y 54. A mayores aumentos se observa que
dichos restos proteicos aparecen formando agregados en los que es posible identificar
estructuras semejantes a fas encontradas en agregados observados en los estudios de
sobrenadantes como se observa en las figuras 55 y 56 que corresponden a fragmentos
pertenecientes a células musculares diferentes. Asimismo dentro de estas dreas marcadas
con el isotopo radiactivo es posible identificar zonas bandeadas que recuerdan restos de
banda A altamente desorganizadas como muestran las regiones seflaladas en las figuras
57 y 58. El formaldehido detectado en estas areas se encuentra asociado a proteinas que
han resultado resistentes a la extraccién llevada a cabo por el CIK y el SDS, agente que
actia rompiendo uniones secundarias y representa sélo un 0.1 % del formaldehido
inyectado inicialmente al masculo, por lo que se debe pensar que el resto del porcentaje
del formaldehido en parte no haya interaccionado con el muisculo y por otro lado haya
sido extraido por el SDS encontrandose asociado a las proteinas que han sido afectadas

por este agente.

En otras dreas donde los restos musculares no presentan marcaje alguno, éstos se
encuentran organizados formando estructuras sarcoméricas bien definidas donde se
identifican la banda A y la linea Z, todas ellas aparentemente como resultado de una

menos efectiva extraccion llevada a cabo por los agentes solubilizantes (figuras 59 y

60).
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FIGURAS 51 y 52. Autorradiografia realizada sobre secciones semifinas de la fraccion insoluble obtenida
tras el tratamiento con CIK y SDS de miisculo de bacalao inyectado con formaldehido marcado con “Cy
almacenado posteriormente a -10°C 5 meses. El marcaje se detecta en determinadas &reas del residuc en
forma de actimulos de granos de plata (—). x 5.000.
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FIGURAS 33 y 54. Micrografias obtenidas de la autorradiografia realizada sobre secciones ultrafinas de la
fraccion insoluble en CIK y SDS. Bl formaldehido (W) aparece asociado a restos proteicos
desorganizados en los que no se observan estructuras sarcoméricas definidas (~»). Barras 1.1pm.

FIGURAS 55 Y 56. Microscopia electrénica de transmision a mayores aumentos de 4reas de la fraccidn
insoluble en las que se detecta el isdtopo. Los restos proteicos con los que aparece interaccionando el
formaldehido se encuentran formando agregados de morfologia semejante a los encontrados en los
estudios de extractos solubles (—). Barras 0.6pum.
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FIGURA 57. Areas de la fraccion insoluble en las que se detecta el compuesto radiactivo tras la
autorradiografia por microscopia electrénica. En algunos restos de sarcémeros a los que se encuentra
asociado el isétopo se observan estructuras que recuerdan restos de banda A muy desorganizados (—).
Barra 0.6pum.

FIGURAS 58 y 39. Micrografias correspondientes a zonas de la fraceién insoluble en las que el

formaldehido no aparece interaccionando con las profeinas. En estas dreas los restos musculares
presentan estructuras sarcoméricas altamente organizadas (-»), Barras 0.6pm.
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DISCUSION.

Las alteraciones en las proteinas de musculo durante la congelacion y el
almacenamiento del mismo han sido atribuido por los investigadores a un fendmeno de
desnaturalizacion a pesar de la complejidad que entrafia el término por la globosidad de
conceptos que se asocian a él ya que los modelos propuestos al respecto incluyen
cambios de conformacién de las proteinas, disociacion de F-actomiosina a G-
actomiosina seguida por un mds bajo grado de disociacion de esta ultima dentro de sus
componentes y en relacion o independientemente con lo anteriormente descrito
fenémenos de agregacién proteica. Nuestros estudios por microscopia electronica
basados en el andlisis de extractos solubles y residuos insolubles en sal y agentes
reductores de distintos tipos de enlaces quimicos asi como los estudios morfologicos
llevados a cabo sobre musculo in situ permiten abordar distintos aspectos en relacion

con la problematica anteriormente planteada.

La agregacién aparece confirmada por la evolucién morfologica de las proteinas
presentes en los extractos solubles en sal de modo general independientemente de la

temperatura y especies consideradas.



DISCUSION.

Por un lado en dicha agregacion aparecen implicados los filamentos de actina
que en ambas especies no presentan la estructura en punta de flecha desde los primeros
estadios. El mds bajo contenido en miosina a lo largo de los filamentos de actomiosina
en funcién del tiempo de almacenamiento en congelacion es un fenémeno descrito por
Jarenbiick y Liljemark (1975b). Aun teniendo en cuenta la temperatura de
almacenamiento mdas desfavorable (-10°C), estos autores encontraron que a las 33
semanas podian identificarse moléculas de miosina ancladas a filamentos de actina
extraidos de musculo de bacalao, lo que refleja que en nuestro estudio tienen lugar
importantes cambios en las propiedades de la miosina en los que no se encuentra
implicado directamente el proceso de almacenamiento en congelacion. Los filamentos
de actina evolucionan en funcién del tiempo interaccionando en las fracciones solubles
en sal con dngulos entre 90-106° y formando parte de estructuras incipientes en forma
de anillo que evolucionan hacia la formacién de agregados de mayor tamafio que
contienen dichas estructuras en mayor nimero y con una mayor definicion morfolégica.
Por otro lado se detecta la presencia de actimulos proteicos constituidos por fragmentos
de morfologia equivalente a agregados de la molécula de miosina visualizados por
Sharp y Offer (1992). Ambos elementos aparecen interrelacionados y conjuntamente
contribuyen a formar parte de los agregados de gran tamafio en los que predominan las
estructuras en forma de anillo que se han descrito en los ultimos estadios de
congelacion, cuya organizacion resulta dificil de determinar por la complejidad del
sistema, pérdida de morfologia de las proteinas implicadas y densa apariencia de tales
agregados que sugiere una agregaciéon compleja de actina y miosina. La evolucion de los
extractos desde musculo fresco donde predominan filamentos de actomiosina
individuales hasta la formacién de agregados de alta densidad en musculo congelado
fueron asimismo descritos por Jarenbick y Liljemark (1975b). Una evolucioén similar
fue propuesta por Matsumoto (1980) a partir del analisis por microscopia electrénica de

preparaciones de actomiosina aislada de musculo.

La visualizacién por microscopia electronica de las proteinas extraidas con SDS
y ME en este estudio basicamente coinciden morfolégicamente independientemente de

la especie y temperatura de conservacion consideradas apareciendo en forma agregada
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DISCUSION.

mostrando estructuras en forma de anillo sin morfologia definida en el sentido de que
especie molecular alguna puede ser identificada en las que se observan acumulos
proteicos que en un elevado porcentaje pueden estar constituidos por agregados de
moléculas de miosina. La aparicién mas temprana con anterioridad a las 14 semanas de
dichas estructuras en los sobrenadantes S;, S, y S; en musculo de merluza permite

atribuir a esta especie una mayor velocidad en el fenémeno de agregacion.

El fenémeno de agregacion aparece asimismo confirmado en nuestros estudios
tal y como describié Jarenbiéick y Liljemark (1975b) por un mayor grado de integridad
de las estructuras sarcoméricas presentes en la fraccién insoluble en sal en funcion del
tiempo. La evolucion de dicho fenémeno es dependiente en primer lugar de la especie,
de modo que en merluza el fendmeno de agregacion aparece mas tempranamente con
respecto a bacalao por la aparicién desde el control de fracciones insolubles en sal,
mientras que la aparicién de dichas fracciones insolubles no ocurre de modo
significativo hasta la semana 22 en musculo de bacalao. La agregacion parece
ralentizarse en el musculo de merluza a partir de la semana 14 en ambas temperaturas
por la aparicién de estructuras sarcoméricas equivalentes en densidad y morfologia en
los agregados P, hecho a su vez corroborado por las cuantificaciones bioquimicas.
Ademas esta escasa diferencia en la morfologia de las fracciones insolubles en sal se
correlaciona con escasos cambios en los enlaces implicados en la agregacién como

posteriormente se justificara.

Por el contraric en musculo de bacalao existe una evolucién efectiva del
fendémeno de agregacion que en musculo picado se traduce en estructuras sarcoméricas
altamente organizadas en las fracciones insolubles P, en los ultimos estadios de
almacenamiento, mientras que en misculo almacenado a -20°C aunque no existen
diferencias significativas en la morfologia de la banda A delos residuos insolubles en
sal ni en los valores de extractabilidad a partir de la semana 36, si existen variaciones en
la naturaleza quimica de la agregacién como ponen de manifiesto las variaciones
morfolégicas de los residuos P, y P resultantes del tratamiento de la fraccién insoluble

en sal progresivamente con SDS y SDS+ME.
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Intraespecificamente debe tenerse en cuenta el grado de integridad del musculo y
temperatura como muestra el hecho de que el musculo almacenado a -20°C muestra una
menor organizacion de los sarcomeros encontrados en las fracciones Py con respecto al
musculo picado y el hecho de que en misculo almacenado a —30°C aun en la semana 63
el precipitado P; mostraba bandas A de escasa densidad y organizacion morfolégica con
respecto al musculo almacenado a-20°C. Por el contraric en musculo de merluza la
temperatura no ejerce un efecto tan marcado puesto que no se observan diferencias
significativas en relacién a la morfologia de las fracciones insolubles Py a -20°C y -

30°C.

Se ha realizado gran esfuerzo en establecer la naturaleza de las reacciones
quimicas en las que aparecen implicadas las proteinas miofibrilares. I.a mayoria de las
aproximaciones se basan en estudios bioquimicos de extractabilidad tras el tratamiento
progresivo con agentes que hidrolizan determinados tipos de enlaces quimicos. Uno de
los problemas asociados a dichos estudios radica en la imposibilidad de analizar desde
el punto de vista bioquimico las fracciones insolubles. Por ello la microscopia
electronica de transmision constituye una herramienta util que permite obtener
informacion directa sobre la evolucion quimica de la agregacién a través del estudio
comparativo de las fracciones insolubles obtenidas tras el tratamiento progresivo de la

fraccion insoluble P, con los agentes solubilizantes SDS y ME.

Los resultados obtenidos permiten establecer la importancia de la participacion
de enlaces de naturaleza secundaria asi como de naturaleza covalente disulfuro y otros
de naturaleza no disuifuro en la agregacién de ambas especies a excepcion del musculo
de bacalao almacenado a —30°C que muestra escasa participacion de enlaces de
naturaleza covalente en el intervalo de tiempo analizado (63 semanas). Un analisis mas
detallado muestra la importancia de considerar distintos parametros (grado de integridad
del musculo, temperatura y especie) que influyen de manera vital en la naturaleza

quimica de la agregacién y la evolucion de dicho proceso.

En musculo picado de bacalao asi como en el almacenado a —20°C los enlaces de

naturaleza secundaria juegan un papel fundamental en la agregacion en el primer
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periodo de almacenamiento, mientras que una contribucién mas importante de enlaces
de naturaleza - covalente aparece en estadios mas avanzados de congelacion.
Correlativamente en el tiempo los enlaces de naturaleza disulfuro aparecen previamente
hecho que se manifiesta en que a las 36 semanas el mercaptoetanol es capaz de
solubilizar los agregados P, en su totalidad en caso del misculo almacenado a —20°C. En
este periodo de tiempo el musculo picado muestra escasos restos proteicos en la banda
A en el residuo P; Posteriormente la presencia de bandas A de mayor densidad y
organizacién en las fracciones insolubles P; progresivamente a partir de la semana 36
como resultado de una inefectiva extraccion llevada a cabo por el mercaptoetanol hace
pensar en una mayor contribucion de otros enlaces de naturaleza covalente no disulfuro

en el proceso de agregacion en el ultimo periodo de almacenamiento.

La temperatura parece ser de vital importancia en musculo de bacalao sobre la
naturaleza de los enlaces implicados en la agregacién, puesto que el misculo de bacalao
almacenado a —30°C muestra participacion fundamental de enlaces de naturaleza
secundaria, manifestandose la presencia incipiente de enlaces covalentes disulfuro a las
49 y 63 semanas. Desde el punto de vista cualitativo la escasa densidad de material
presente en los sarcomeros de las fracciones P, y P, a las 49 semanas con ,respecto al

musculo almacenado a -20°C demuestra la participacién de un menor nimero de enlaces

de naturaleza secundaria y disulfuro en la agregacion.

En musculo de merluza los enlaces de naturaleza secundaria, covalentes
disulfuro y no disulfuro aparecen claramente implicados en la agregacion. La evolucion
paralela de las fracciones insolubles a las dos temperaturas hace pensar en una menor
influencia de este pardmetro en la naturaleza de los enlaces formados durante la
congelacién en esta especie aunque la aparicion de enlaces covalentes no disulfuro es

algo posterior en miisculo almacenado a -30°C (semana 22).

En este estudio aparecen diferencias interespecificas importantes reflejadas en el
diferente comportamiento de la merluza frente a los distintos agentes. Enlaces de
naturaleza secundaria se detectan en merluza desde el control. La aparicion de enlaces

covalentes se produce tempranamente con respecto al bacalao. En musculo de merluza
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almacenado a -20°C en la semana 14 se detecta la presencia de enlaces de naturaleza
covalente disulfuro y no disulfuro que permiten observar fracciones insolubles P, y P
equivalentes en morfologia y densidad a las encontradas en musculo de bacalao a esta
temperatura por encima de las 49 semanas. Sin embargo apenas se detecta modificacién
de los enlaces implicados en la agregacién como pone de manifiesto la semejanza
encontrada en las micrografias de las fracciones P, y P, a partir de la semana 14 de

almacenamiento.

Una de las dudas que se plante6 durante el trabajo experimental fue que las
condiciones de extraccion de las fracciones insolubles P; con SDS no fueran
suficientemente agresivas y que dichas fracciones insolubles residuales P, resultantes no
fuesen debidas a la presencia de enlaces covalentes sino a Ja incapacidad del SDS de
romper la totalidad de los enlaces de naturaleza secundaria. Para comprobar dicha
hipétesis se plantearon unos experimentos complementarios, no incluidos en nuestros
resultados, en los que las fracciones P, se trataban con agentes capaces de hidrolizar
enlaces de naturaleza secundaria mas agresivos (urea 8M y SDS 5%) obteniéndose
igualmente restos proteicos en la banda A resistentes a la extraccidén que demostraban la

presencia de enlaces covalentes.

I.a presencia de enlaces de naturaleza secundaria en la agregaciéon ha sido
ampliamente aceptada incluidas las especies objeto de estudio (Connell 1965, Tsuchiya
1980, Lim y Haard 1984). Mayor controversia reviste el aceptar la participacion de
enlaces de naturaleza covalente dada la variabilidad de los resultados obtenidos por los
distintos autores. La evidencia de que puentes disulfuro contribuyen a la agregacion se
obtuvo al encontrar que la adicidon de agentes que reducen los puentes disulfuro reducia
la insolubilizacidn de las proteinas durante la congelacion (Lim y Haard 1984) y por
medida directa de la cisteina libre en las proteinas agregadas (Mao y Sterling 1970, Lim

y Haard 1984).

Nuestros resultados parecen contradecir aquellos obtenidos por Connell (1965)
quien concluye que la mayoria de los enlaces intermoleculares que se forman entre

proteinas miofibrilares en musculo de bacalao son de naturaleza secundaria. No obstante
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sus estudios se extienden exclusivamente hasta la semana 29, mientras que en los
nuestros en musculo de bacalao a -20°C, hasta la semana 36 no es evidente la presencia
de enlaces covalentes. En estudios posteriores extensivos hasta la semana 52 llevados a
cabo por este autor se pone de manifiesto un incremento en la concentracion de proteina
no extraida con SDS. Ademas la solubilizacién en SDS no prueba la ausencia de enlaces
covalentes, puesto que agregados proteicos en los que existan enlaces covalentes pueden
ser solubles en este agente. Asi Matthews et al. (1980) encontraron agregados de alto
peso molecular en musculo picado de bacalao que no entraban en los geles de
poliacrilamida involucrando a la miosina en la agregacién a través de la formacion
inicial de puentes disulfuro, seguido en un estadio posterior por la formacion de otros
enlaces covalentes hasta que la miosina resultaba totalmente agregada por estos ultimos
enlaces. Owusu y Hultin (1987) encontraron asimismo que un 2% de la proteina total
estaba compuesta por agregados de alto peso molecular que estaban compuestos por

enlaces covalentes de naturaleza no disulfuro.

En otras especies Lim y Haard (1984) después de la solubilizacion en SDS y ME
encontraron agregados de alto peso molecular de entre aproximadamente 5.10°-10°
daltons que representaban un porcentaje significativo del residuo insoluble en sal,
resultados que indicaban la formacién de enlaces covalentes de naturaleza disulfuro con
una consiguiente disminucién de los grupos SH asi como la participacion de otros

enlaces covalentes como las bases de Schiff en la agregacion.

Tsuchiya et al., 1980 en un sistema modelo con actomiosina aislada concluye Ia
formacion de enlaces enlaces de naturaleza idnica, puentes de hidrogeno, hidrofébicos y

disulfuro.

En nuestro estudio se han detectado ademds la presencia de agregados de
naturaleza covalente no disulfuro tras el andlisis bioquimico de los sobrenadantes. Al
estudiar los perfiles electroforéticos de las fracciones S; S, y S; en ambas especies del
Mazo (1997) observé un incremento en la intensidad del pico 1 en funcién del tiempo
debido a un aumento de los agregados solubles de alto peso molecular en esta fraccion

formada por proteinas agregadas por enlaces de naturaleza covalente no disulfuro.
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Un segundo aspecto que puede ser abordado a partir de nuestro estudio de las
fracciones insolubles se refiere a las proteinas implicadas en el proceso de agregacion
asi como el nivel y mecanismo por el que tiene lugar dicho fenémeno a partir del

analisis morfologico de las proteinas resistentes a la extraccion con los distintos agentes.

En nuestro estudio la agregacion se manifiesta fundamentalmente en variaciones
morfoldgicas en la banda A en relacién a variaciones en la densidad de material proteico
retenido en dicha banda o en la morfologia de los filamentos gruesos, hechos que se
atribuyen a la formacion de enlaces en las que se encuentran implicadas moléculas de
miosina. La implicacién de la miosina en la agregacién habia sido descrita en estudios
ultraestructurales previos por Jarenbdck y Liljemark (1975b). Estos autores observaron
en sus estudios de residuos insolubles en sal una mayor retencion de la banda A que
atribuyeron a una progresiva agregacion de moléculas de miosina dentro de los
filamentos gruesos. Asimismo numerosos estudios bioquimicos confirman la agregacion
entre las moléculas de miosina Buttkus (1970, 1971, 1974), Matthews et al. (1980), Ang
y Hultin (1989), del Mazo (1997).

A pesar de ser un hecho que la miosina se agrega, el diferente aspecto
morfologico encontrado en la banda A de las fracciones insolubles en sal de los distintos
especimenes hace pensar que el mecanismo o nivel al que tiene lugar la agregacion entre

las moléculas de miosina sea distinto en funcion de una serie de parametros.

Las bandas A de los residuos insolubles en sal pertenecientes a musculo de
bacalao almacenado a -20°C durante 36 semanas muestra restos proteicos escasamente
organizados formando filamentos gruesos. Incluso en el estadio mdas avanzado de
almacenamiento tampoco se observa un predominio de tales filamentos. No ocurre asi
en musculo de merluza a -20°C que incluso a las 14 semanas muestra en las bandas A de
los residuos miofibrilares en sal un aspecto mas organizado debido a la presencia de
filamentos gruesos claramente identificables. Este hecho aparece también reflejado al
comparar las fracciones P, de musculo de merluza a -20°C que muestran asimismo
filamentos gruesos menos afectados en la banda A tras el tratamiento del precipitado P,

con SDS con respecto a la fraccion P, de musculo de bacalao a esta temperatura. Este
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fenémeno puede asimismo observarse al comparar las fracciones insolubles de ambas

especies almacenadas a -30°C.

)

Estos resultados permiten hipotetizar que en merluza exista un predominio de
agregacién intermolecular entre moléculas de miosina a nivel intrafilamento desde
estadios tempranos de almacenamiento, en los que ademds puede existir una notable
participacion de enlaces covalentes que se traduzca en un mayor empaquetamiento de
las moléculas de miosina en el filamento grueso que impidan su disolucion tras la
accién de los agentes solubilizantes. En musculo de bacalao aunque existe una mayor
contribuciéon de agregacion de miosina por la formacién de enlaces entre filamentos
gruesos como demuestran los estudios morfolégicos no se puede descartar la
participacién de enlaces entre moléculas de miosina intrafilamento. Las ‘diferencias
morfolégicas observadas en los residuos insolubles pueden ser explicadas por la
existencia de un mecanismo de desnaturalizaciéon diferente en ambas especies que
refleje asimismo el diferente ritmo de agregacion observado entre ellas. Si se supone
que en bacalao no existe un predominio en los primeros estadios de almacenamiento de
agregacion sino un predominio del fenémeno de desnaturalizacion entendiendo como tal
alteraciones de la conformacién, esto puede conducir a una desorganizacion o alteracion
del filamento paralela o previa a la agregaciéon de modo que la estructura del filamento
sea mas afectada y menos facilmente reconocible tras la accion de los agentes

desnaturalizantes.

En contrapartida, la temprana agregacion observada musculo de merluza
confirmada tanto bioquimicamente como por el estudio de las fracciones insolubles
entre las moléculas de miosina en los filamentos gruesos quizd sean responsables del
mantenimiento de la estructura y menor agresividad de los agentes para disolver los
filamentos gruesos lo que explica su deteccién en los agregados. Por otro lado, en
musculo picado de bacalao el fendmeno de agregacién aparece mas tempranamente y
ocurte de forma mas intensiva que en el musculo intacto, lo que podria ;i:xplicar la
presencia de filamentos gruesos mejor definidos que los observados en residuos

obtenidos a partir de musculo intacto @ la misma temperatura y mayor semejanza
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morfolégica observada entre las micrografias de musculo de merluza y musculo picado

de bacalao.

Asimismo la diferencia en el comportamiento observado en misculo de bacalao
a las dos temperaturas puede ser el reflejo de que el proceso de desnaturalizacion esta

ralentizado a temperaturas mas bajas.

Esta hipotesis sobre las diferencias en el mecanismo de desnaturalizacion de
ambas especies aparece corroborada por estudios bioquimicos complementarios que del
Mazo (1997) llevé a cabo paralelamente a los de extractabilidad en las mismas
fracciones solubles basados en la determinacion de la actividad Ca®* ATPisica,
parametro indicativo de la funcionalidad de la miosina que ha sido utilizado para
evaluar la desnaturalizacion de la misma por efecto de la congelacion. Estos estudios
demostraron un comportamiento distinto en lo referente a la evolucion de la
desnaturalizaciéon de la molécula de miosina en funcién del tiempo en las dos especies.
Este autor encontré una disminucion significativa de la actividad ATPésica en musculo
de bacalao que atribuyeron a una desnaturalizacién progresiva y especialmente
significativa de la miosina en los primeros estadios de almacenamiento, de modo que en
la semana 22 el valor descendia desde un valor obtenido en el musculo control de 0.15
hasta 0.025 de modo que a las 49 y 63 semanas el valor de la actividad ATPasica es cero
y no a la presencia de una menor cantidad de miosina en el extracto. Ademads se observéd
una desnaturalizacién mas acusada de la molécula de miosina a -20°C. Al comparar los
resultados obtenidos al medir la actividad Ca’” ATPé4sica en misculo de merluza
concluyeron que durante la conservacidn existian dos etapas en lo referente a este
parametro. En una etapa inicial apenas se modificaba la actividad de la miosina del
extracto S, indicativo de que en los estadios iniciales la desnaturalizacion era escasa (el
valor inicial de dicha actividad inicialmente era inferior a 0.04 y no se modificaba hasta
la semana 22). Al final del almacenamiento en cambio no se detectd actividad de la
misma. Sin embargo ¢l dato mas significativo es que la calidad inicial de la miosina era
inferior a la extraida de musculo de bacalao, que se manifiesta por unos valores mas

bajos de la actividad Ca*" ATPasica y unos valores mas elevados de hidrofobicidad lo
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que puede justificar que ¢l fenomeno de agregacion haya sido tan rapido desde el
comienzo, ya que en algunos estudios se ha demostrado que la desnaturalizacién previa
de las proteinas acelera el proceso de agregacion posterior y quizd demuestre que la
agregacién exija una desnaturalizacién previa de las proteinas como habian sugerido
Ang y Hultin (1989) en un modelo que disefié para explicar los resultados en miosina
aislada y Sotelo y Mackie (1993), lo que lleva a plantearse la importancia de la calidad
inicial de la proteina, para su comportamiento posterior durante el almacenamiento en

congelacion.

Las mismas conclusiones sobre la evolucién de la desnaturalizacion de la
molécula de miosina pueden ser extraidas a partir de experimentos paralcloé llevados a
cabo por este autor basados en la medida de la hidrofobicidad superficial de la molécula
de miosina. La medida de este parAmetro se basa en el hecho de que la desnaturalizacién
asociada a la congelacién se traduce en la exposici’én de los grupos hidrofdbicos
detectandose como un incremento de la hidrofobicidad superficial. El analisis en
musculo de bacalao muestra un incremento de la exposicion de los grupos hidrofobicos
en los primeros estadios de congelacion superior a los observados en merluza y.una
tendencia mas clara a la disminucién de los valores de hidrofobicidad superficial a partir
de la semana 14 que pueden ser explicados por un aumento del fenémeno de agregacion
que reduce el nimero de grupos hidrofébicos expuestos. En merluza los valores de
hidrofobicidad superficial eran superiores a los obtenidos en musculo de bacalao, pero

el valor de este parametro no sufria modificaciones significativas a lo largo de la

congelacion.

No puede descartarse que las diferencias observadas en el comportamiento de las
proteinas puedan ser atribuidas total o parcialmente a otros factores no estrictamente
relacionados con la especie como factores intrinsccos relacionados con la fecha de
captura, estado nutricional, madurez sexual) que puedan influir en el estado inicial de la

proteina.

La desnaturalizacién de la molécula de miosina quedd asimismo patente en los

estudios de extractos solubles. Las moléculas de miosina polimerizan de modo
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convencional lado a lado para la formacién de filamentos sintéticos a PH 6-8 y una
fuerza i6nica baja 0.1-0.3 (Huxley, 1963, Kaminer y Bell, 1966). Estas moléculas
aparecen en los extractos solubles obtenidos con soluciones salinas de fuerza idnica
(0.6M y PH 7 asociada a la actina en forma de actomiosina o como moléculas
individuales que no pueden ser visualizadas por tincidon negativa ya que son destruidas
por dicha técnica de modo que es s6lo visualizaba combinada con la actina, agregada en
forma de filamentos gruesos o mediante modificaciones en la técnica de tincion negativa

consistentes en irradiar el soporte con luz ultravioleta.

En nuestro estudio se demuestra la existencia en los extractos solubles en sal de
elementos proteicos agregados de morfologia semejante a filamentos formados en los
extractos solubles en sal a partir de moléculas de miosina en condiciones muy
especificas. Existe enorme similitud entre los agregados constituidos por particulas
proteicas globulares observados en nuestro estudio y estructuras descritas por
Matsumoto et al.,, 1977 en micrografias obtenidas cuando soluciones de miosina
almacenadas en congelacion eran tratadas en soluciones de baja fuerza idnica para
reconstituir filamentos. Este caso en el que se imposibilita la agregacién de las
moléculas de miosina para formar filamentos se justifica por desnaturalizacién de dichas
moléculas durante su almacenamiento en congelacion. En nuestro estudio el significado
de la aparicion de estas estructuras en los extractos solubles que no deberian encontrarse

a esta fuerza idnica son signos de agregacion entre moléculas de miosina.

Estos agregados proteicos descritos en las tinciones negativas se correlacionan
con las encontradas por otros autores en relacion con la desnaturalizacién-agregacion de
la molécula de miosina por efecto del calor y PH y el mecanismo de formacién de geles
a partir de estas moléculas. Sharp y Offer (1992) examinaron a nivel molecular por
microscopia electronica de transmisiéon aplicando la técnica de tincién negativa los
agregados formados cuando soluciones de miosina en elevadas concentraciones de sal
0.6M CIK PH 6.5 se calientan entre 30 y 60°C. Estos autores encontraron estados
intermedios de agregacion en funcion de la temperatura. Después de calentar a 30°C

durante 30 minutos no detectaron ningiin cambio en la estructura. Después de calentar a
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35°C durante 30 minutos las dos cabezas de algunas moléculas de miosina se unen y se
forman algunos dimeros por agregacion a través de las cabezas. Después de calentar a
40°C 30 minutos se produce la agregacion a través de la cabeza de 13 moléculas.de
miosina o més para formar masas globulares de 60nm con las colas irradiando hacia
fuera. A temperaturas mas altas estos oligémeros ligados por la cabeza se agregan para
formar otros de mayor tamafio (oligomeros compuestos) y las colas apenas pueden
distinguirse. A 60°C la agregacion es masiva y los oligdmeros compuestos formados
contienen un elevado niimero de masas globulares de 100-200 nm hasta 1 pm mientras

ninguna traza de cola puede ser identificada a esta temperatura.

Estos actimulos proteicos u oligémeros visualizados a 60°C por tincidn negativa
son de morfologia equivalente a los encontrados en las fracciones solubles S; S; y S;
obtenidas en nuestro estudio que habiamos sugerido estaban compuestas
fundamentalmente por moléculas de miosina. Ha sido propuesto por estos autores que
estos globulos estén formados por interacciones de las moléculas de miosina cabeza-
cabeza, aunque no descartan que las interacciones cola-cola puedan ser importantes a la

hora de formar las ramas y enlaces de la red del gel.

Por medidas de calorimetria diferencial de barrido realizadas por Fretheim et al.,
1985 ha sido demostrado que se produce desnaturalizacién de las moléculas de miosina
por la presencia de un PH 4cido inferior a 5 que afecta a la forma molecular y las
interacciones de la miosina, manifestindose en que en geles formados en estas
condiciones se detectan agregados similares a aquellos que han sido observados a PH 6
y 0.6M en un rango de temperatura entre 40-45°C y asimismo lo atribuyeron a
interacciones fundamentalmente cabeza-cabeza y otras interacciones cola-cola distintas
de las convencionales a baja fuerza iénica. Estos autores asimismo encontraron que los
filamentos formados a partir de moléculas de miosina en estas condiciones a menudo
interaccionan formando éngulos aproximadamente rectos en los que la longitud de los
filamentos entre las zonas de unién variaban en un rango entre 200-600um. Las
estructuras descritas en estas condiciones presentan analogia con estructuras observadas

en los sobrenadantes, formando parte en ocasiones de las estructuras en forma de anillo.
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No se puede descartar que 1a agregacion de las moléculas de miosina pueda tener
lugar parcialmente en la solucion salina una vez que la proteina ha sido extraida de una
manera equivalente al mecanismo de formacién de geles, aun asi se puede concluir que
las moléculas de miosina durante la congelacion se desnaturalizan formandose
agregados en los que puedan estar ampliamente implicadas interacciones entre las
cabezas de las moléculas de miosina dando lugar a estructuras proteicas como las
descritas, fendémeno que ademas ocurre de manera més significativa y tempranamente

en musculo de merluza.

El estudio inmunochistoquimico asimismo ha permitido constatar una alteracion
de la estructura de la cadena pesada de la molécula de miosina por efecto de la
congelacion que queda patente en la disminucién significativa en la densidad de
particulas de oro detectadas en funcion del tiempo de almacenamiento. El
desconocimiento del epitopo exacto reconocido por el anticuerpo monoclonal impide
obtener exacta informacion sobre el fragmento de la molécula alterada. Estos resultados
preliminares revelan que la inmunohistoquimica puede ser utilizada como una
herramienta util mediante el empleo de anticuerpos especificos contra secuencias
concretas de la molécula de miosina que podrian aportar informacién mdas exacta sobre
su posible mecanismo de desnaturalizacidon. La inmunoelectromicroscopia ha
constituido la mejor fuente para obtener informacion sobre localizaciones espaciales de
sitios funcionales sobre la cabeza de miosina mediante mapeos realizados sobre la
molécula que han permitido un conocimiento mas exhaustivo de la misma. Sutch et al.,
1989 desarrollaron anticuerpos especificos contra péptidos sintéticos cuyas secuencias
correspondian a una regién alrededor del residuo de lisina reactivo y dos regiones
sensibles a proteasas llamadas unién J1 y J2. El examen de los complejos miosina-
anticuerpo por técnicas de réplica reveld la posicion exacta de estas regiones en la

molécula,

Tras el estudio inmunochistoquimico cabe destacar los bajos valores obtenidos en
densidad de particulas de oro por pmz de banda A en el control con respecto al nimero

de moléculas que pueden resultar accesibles al anticuerpo en la regiéon mas superficial
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de la seccion. Esta pérdida de antigenicidad puede ser justificada en parte por una serie
de condicionantes relacionados con la accesibilidad del anticuerpo al tejido y el
mantenimiento de los determinantes antigénicos (el proceso de fijacion y posterior
deshidratacién con un solvente organico conlleva a la pérdida de antigenicidad en un
40-65% a lo que se debe aiadir la accion de los monémeros de la resina y de esta dltima
que supone una pérdida de antigenicidad en el caso del Lowicryl de un 60-70%).
Factores de esta naturaleza junto con Ja utilizacién de diferentes lotes de anticuerpos

pueden justificar las diferencias obtenidas en el marcaje en los dos experimentos.

En relacién con la actina resulta méas complicado extraer conclusiones sobre su
alteracion a partir de estos estudios. No se puede descartar que la actina esté implicada
en la agregacion como demuestra la presencia de interacciones entre st de filamentos de
actina observados en las tinciones negativas, filamentos que ademds participan en la
formacion de agregados de gran tamafio interaccionando incluso con la miosina.
Ademas desde el punto de vista morfolégico la actina participa en la formacién de
fusiones con todo tipo de filamentos, fendmeno especialmente constatable en
miofibrillas de merluza donde son incluso distinguibles hileras constituidas por fusiones
de filamentos finos. Las fracciones insolubles ponen de manifiesto una mayor presencia
de filamentos de actina en el agregado P; de musculo picado de bacalao y musculo
almacenado a -20°C, mientras que en merluza son escasamente identificados en los
ultimos estadios de almacenamiento. Sin embargo la contribucién a la agregacion de la
actina parece inferior a la miosina, hecho confirmado por los estudios electroforéticos
que pusieron de manifiesto una disminucion de la cantidad de esta proteina en ambas

temperaturas pero significativamente inferior a la observada para la miosina.

La estabilidad de la actina frente a la miosina ha sido demostrada en los trabajos
de Connell (1962) en musculo de bacalao a lo largo de 30 semanas a -14°C. Resultados
opuestos fueron obtenidos por Matsumoto (1980) a partir de estudios llevados a cabo en
sistemas modelo con actina aislada de carpa congelada y almacenada a -20°C donde se

observo desnaturalizacién de actina.
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La agregacion constatada desde el punto de vista bioquimico y ultraestructural
por los estudios sobre extractos solubles e insolubles aparece reflejada en los estudios

morfologicos realizados sobre musculo in situ.

El fenémeno mas destacable desde el punto de vista ultraestructural encontrado
en musculo de bacalao es la presencia de un elevado nimero de fusiones interfilamento

en avanzados estadios de congelacion.

Se ha prestado especial atencidn a los filamentos gruesos dado que el aumento
del namero de fusiones entre este tipo de filamentos es mds patente. Por otro lado la
mayoria de los estudios ultraestructurales preliminares se han basado en este tipo de
filamentos, en parte porque los filamentos finos se desorganizan perdiendo su
disposicién mas tempranamente. Ademas desde el punto de vista bioquimico como se
ha mencionado anteriormente la miosina es la proteina mas afectada en el proceso de
congelacion. Los estudios por microscopia electrénica convencional realizados hasta la
fecha en condiciones equivalentes no habian descrito este fenémeno que nosotros hemos
encontrado de forma extensiva en muasculo de bacalao a ambas temperaturas -20°C y -
30°C en estadios avanzados de almacenamiento. Unicamente se habia enunciado que la
congelacién podia inducir la alteracion del patron hexagonal sin especificar en que
manera se producia dicha alteracién (Jarenbdck y Liljemark, 1975a, Aitken y Connell,
1977). La direccionalidad en las fusiones patente en la mayoria de las micrografias en
musculo de bacalao parece mostrar el efecto de algin tipo de fuerza fisica que opera
empujando y desplazando los filamentos de su posicion original en lé red. La
importancia de la transicion de la fase acuosa a hielo parece estar presente en estos
cambios morfoldgicos ya que ésta conlleva cambios fisicos importantes, como se

detallara a continuacién.

La cantidad de agua congelada representa el 75% del agua a -5°C y un 86% a -
15°C, aproximéandose a un 92% por debajo de -20°C. El 8% restante lo constituye el
agua de hidratacién de las proteinas y permanece no congelada a -35°C. Los solutos se
concentran en el agua no congelada alcanzandose una fuerza idnica de 1M a -5°C y 2M

a -15°C. Este incremento de la fuerza idnica cambia los coeficientes de actividad de las
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sales que tamponan el PH causando ¢l cambio de PH. Como puede observarse los
cambios asociados al agua modifican asimismo alguno de los parémctrds que se han
propuesto como responsables de la desnaturalizacion experimentada por las proteinas

durante el almacenamiento del musculo en congelacion.

Un aspecto a tener en cuenta es la influencia del modo de congelacién. Si la
congelacién es muy rapida por inmersién de una muestra pequefia en nieve de CO, o
nitrégeno liquido o por enfriamiento contra una superficie metalica se forman cristales
de hielo muy pequefios, dentro y fuera de las células musculares. En la practica
comercial, el enfriamiento ocurre mas lentamente especialmente en tejidos mads
profundos de modo que se forman menos y més grandes cristales de hielo. Estos
cristales de hielo se sitian fundamentalmente fuera de las células, debido al mas bajo
punto de congelacion del espacio intracelular y parecen crecer a expensas del volumen
de las fibras musculares formando una red columnar anastomosada alrededor de las
fibras entrando incluso en ellas. Las dimensiones transversales de las columnas de hielo
pueden ser 400 pm, que es mayor que €l tamafio de las fibras musculares o los espacios
llenos de fluido presentes en muisculo en rigor alrededor de los paquetes de fibras. La
deshidratacién de las fibras musculares es seguida por una contraccién transversal
sustancial de las fibras, sobre un 40% del area inicial transversal. Esta contraccion de las
fibras durante la congelacion y su posterior “rehinchamiento” durante la descongelacion
puede justificarse por ¢l hecho de que cuando los cristales de hielo crecen en fluidos
extracelulares, los solutos incluidos proteinas solubles estin mds concentrados en la fase
liquida. El potencial quimico del agua en esta fase caerd para igualar el del hielo y la
presion osmotica aumentard. Ademas si la concentracion de sal aumenta
suficientemente se puede producir la despolimerizacién de los filamentos gruésos lo que
supone una contribucién osmoética importante para producir una presién de
hinchamiento. Asi la presién osmética generada por la formacion del hielo estara en
contra de la oposicién establecida por una presion entrépica de hinchamiento (Offer y
Knight,1988). Al descongelar, la presién osmética externa disminuye cuando los solutos
llegan a estar diluidos por el hiclo que se descongela y las miofibrillas se rehincharan en

funcién de las presiones de hinchamiento electrostaticas, mecanicas y entropicas.
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Aunque se intuye que una considerable alteracion de la estructura miofibrilar
debe ocurrir asociada al proceso de congelacion, sin embargo la ultraestructura en el
estado congelado incluyendo los estudios basados en el grado de contraccién de la red
de filamentos y su regularidad no han sido muy abundantes y los existentes resultan

contradictorios.

Estudios por microscopia electronica revisados por Offer y Knight (1988)
mostraron que cuando fibras musculares aisladas se congelan lentamente a -2.5°C la
estriacion regular desaparecia mientras que éstas recuperaban su apariencia normal tras
la descongelacion. Aproximaciones en musculo de pescado por microscopia electronica
y difraccion de rayos X llevados a cabo por Liljemark (1969) y Aitken y Connell (1977)
sugerian que después de la descongelacion el patron regular de filamentos gruesos y

finos presenta el mismo espaciamiento en la red que las muestras descongeladas.

Por otro lado se deben tener en cuenta los experimentos revisados por Connell
(1968) en los que se lleva a cabo la fijacién de musculo de bacalao directamente desde
¢l estado congelado. Las secciones obtenidas muestran que en el estado congelado el
rebrdenamiento hexagonal regular de los filamentos puede ser distorsionado en un
reordenamiento mas alargado como resultado de una contraccion debida a la migracién
del agua en la cara mas cercana al cristal de hielo y/o la compresion a la que se ve
sometida la red a lo largo de una linea aproximadamente normal a la cara del cristal de
hielo. Como resultado los filamentos cortados transversalmente aparecen como lineas
continuas dispuestas normales a la cara del hielo en lugar de la red regular de puntos
visibles que se observan en el musculo descongelado. La implicacion de este
reordenamiento es que pueden tener lugar interacciones entre as moléculas de proteina
sobre la superficie de los filamentos situados en el plano 10-10 en el musculo congelado
que no ocurra en musculo no congelado (Figura XIV) debido a que la distancia entre
filamentos gruesos o entre filamentos finos entre si en el estado congelado es menor que
la distancia entre filamentos gruesos y finos, mientras que en el estado no congelado la
distancia entre filamentos gruesos y finos es siempre menor que la distancia entre los

dos tipos de filamentos.
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FIGURA XIV. Diagrama que muestra la direccion de la contraccién en el plano 10-10
por efecto de los cristales de hielo

Este fenomeno recogido por Connell se corresponde morfolégicamente con
muchas de las micrografias obtenidas en nuestro estudio en musculo de bacalao,
justificando las hileras de filamentos gruesos fusionados en la misma direccion. Por otro
lado hay que tener en cuenta que no es el Unico mecanismo de alteracién detectado
puesto que también se observan miofibrillas en estadios avanzados de congelacién en
los que aparecen miofilamentos gruesos fusionados en distintas direcciones asi como
miofibrillas en las que fusiones apenas pueden ser identificadas. Es remarcable el hecho
de que los estudios de Connell se llevaron a cabo en misculo en estado congelado.
Teniendo en cuenta que nuestro estudio se ha llevado a cabo una vez que el musculo
habia sido descongelado y la deformacién descrita durante la congelacién basada en la
fusién extensiva de filamentos gruesos se mantiene después del proceso de
descongelacion se corrobora la hipétesis de formacion de enlaces entre moléculas de
proteina en los filamentos gruesos que impiden la recuperacion de la disposicion
original de los filamentos en la red hexagonal, fenémeno que aunque hipotetizado no

habia sido aceptado.
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El analisis de las micrografias de musculo de merluza ponen de manifiesto la
diferencia en el comportamiento del misculo en las dos especies en relaciéon a la
tendencia de los distintos tipos de filamentos a fusionarse ya que en merluza las
fusiones entre filamentos gruesos son escasas en estadios avanzados de congelacién a
pesar de tratarse de especies que pertenecen al orden gadiformes y formadoras de

formaldehido.

Sin embargo se observa un predominio de hileras entre filamentos finos
fusionados en el plano 10-10 y entre éstos y filamentos gruesos, fenémeno que quiza no
esté reflejando en si un hecho de deformacion significativo. Fusiones en hileras de
filamentos finos vy otro tipo de fusiones en las que se encuentran implicados filamentos
finos también se observan en musculo de bacalao y quizad el mayor numero de éstas
detectado en las fibras musculares de merluza pueda explicarse como resultado de un
fenomeno de hipercontraccion que parece haber tenido lugar en musculo de merluza por
el que el niimero de filamentos finos presentes en la banda A es superior al del musculo
postrigor normal pudiendo ademas contribuir el hecho de que los filamentos finos

tienden a desorganizarse desde un principio.

Paralelamente a los estudios morfologicos se pretendié realizar un estudio
encaminado al conocimiento de la deformacién experimentada por la red hexagonal en
las miofibrillas en funcion del tiempo de almacenamiento en congelacién. Como se ha
descrito anteriormente la deformacién fue valorada utilizando como pardmetro la
excentricidad evitando asi la medida de la distancia interfilamento ya que este pardmetro
puede depender de una serie de factores entre los que cabe destacar la longitud del
sarcomero en el muisculo postrigor como se justificd anteriormente, PH como se
demostrd en estudios por difraccién de Rayos X (revisado por Offer y Knight 1988) de
modo que la red de filamentos se expande lateralmente cuando el PH de las fibras de
musculo en rigor glicerinadas es superior a 5 y de la fuerza idnica de manera que el
tamafio minimo ocurre a fuerza i6nica aproximadamente fisiologica y si la fuerza idnica
aumenta o disminuye de este valor la red se expande. Esta expansion de la red se explica

por la presencia de fuerzas repulsivas entre los filamentos. Alrededor de. PH 5 los
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filamentos gruesos y delgados tienen carga neta cero. Aumentando ¢l PH de 5 los
filamentos se cargan negativamente. Asimismo bajando la concentracién de sal desde
niveles fisiologicos decrece el efecto tampén de los iones entre los filamentos cargados
incrementdndose en ambos casos las fuerzas repulsivas. No obstante la estructura es
mantenida gracias a la existencia de los elementos estructurales transversos como la

linea M, disco Z y proyecciones entre filamentos gruesos y finos en estado postrigor.

El segundo de los aspectos que puede afectar a las medidas puesto que influye
distorsionando los hexadgonos es la oblicuidad de las secciones. El procedimiento
utilizado para seleccionar las miofibrillas en las que posteriomente se realizaba el
estudio morfométrico justifica de modo preliminar la perpendicularidad de las
secciones. Asi se tienen en cuenta al ser fotografiadas dreas que contengan al menos una
miofibrilla cortada a nivel de la banda M de modo que la tipica organizacién de dicha
banda apareciera a lo largo de la miofibrilla. Dado que la dimensién de la banda M es de
600-750A (aproximadamente el tamafio de una seccion ultrafina), la presencia de la
banda M a lo largo de toda la miofibrilla garantizaba la perpendicularidad de la seccion
en tal miofibrilla. Si se tiene en cuenta la morfologia del musculo, en el que las
miofibrillas aparecen empaquetadas paralelamente en la fibra muscular separadas por el
reticulo endoplésmico, las miofibrillas cortadas a nivel de la banda A contiguas a la
miofibrilla cortada a nivel de la banda M como anteriormente se justificoO se
encontrarian cortadas aproximadamente perpendiculares al eje de la fibra. Ademas, los
resultados obtenidos corroboran con su coherencia que las secciones objeto de estudio

estuvieran bien orientadas como se justifica a continuacién.

En el caso de que la seccién fuera oblicua la variacién que experimenta el
didmetro maximo y el didmetro minimo es proporcional a 1/cosa. donde w es el angulo
de inclinacion de la seccion. Si el dngulo de inclinacién es aproximadamente 20° la
longitud de los didmetros incrementara en un 6% ¢ incluso si o es de 30° la longitud
incrementard en un 15%. En nuestro estudio el incremento en los valores de
excentricidad en funcién del tiempo es superior al 15%, por lo que parece practicamente

imposible que el dngulo de desviacion durante el seccionamiento supere los 30°C. Por
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tanto los datos obtenidos tras el estudio morfométrico pueden ser fundamentaimente
atribuidos a la alteracion de la red hexagonal durante el almacenamiento en congelacion.

En este estudio encontramos que los hexagonos de la red se deforman en
musculo de bacalao de modo que el didmetro maximo incrementa con respecto al
diametro minimo en funcion del tiempo de almacenamiento, reflejado en un aumento de
los valores de excentricidad. Sin embargo esta aproximacion es sdlo vélida cuando el
miusculo no estd en un estado avanzado de degradacién puesto que en periodos de

almacenamiento largos la red hexagonal puede desorganizarse completamente.

Esta deformacion y también desorganizacion observada en los hexagonos de la
red de musculo de bacalao durante la congelacion esta correlacionada con la agregacién
y fusiones anteriormente descritas en el estudio morfoldgico. La figura XVa muestra la
seccidn transversal a través de la banda A, siguiendo el medelo propuesto por Huxley y
Brown (1967). Como resultado de la formacion de enlaces entre los filamentos gruesos
situados en el lado a de la celda unidad de Ia red de filamentos del musculo, el hexdgono
central se deforma llegando a ser mas excénirico Figura XVb. Si este modelo fuera
extensivo significaria una deformacién general de la red con una orientacion
preferencial. El grado maximo de dicha deformacton corresponderia a miofibrillas en las
que existiera un elevado porcentaje de fusiones entre filamentos gruesos como muestra
la figura XVc. Por otro lado hay que tener en cuenta que aunque es el mecanismo
mayoritario observado en las miofibrillas objeto de estudio, en algunas miofibrillas en
las que la fusion tiene lugar en diferentes direcciones, muestran la orientacion de la

deformacién en diferentes direcciones.

La prueba mds clara de la presencia de enlaces proteicos entre filamentos es la
presencia de fusiones entre €stos como anteriormente se ha justificado. La existencia de
una correlacion entre la formacion de enlaces interfilamento y el aumento de los valores
de excentricidad en la red aun en las miofibrillas en las que las fusiones no son tan
evidentes puede ser corroborada por los estudios de Aitken y Connell (1977). En sus
estudios por Rayos X, estos autores encontraron una ausencia de reflexiones después de

15 meses a -10°C que indicaba un progresivo incremento del desorden con el tiempo ¢
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incrementada temperatura de almacenamiento que afectaba a los filamentos sugiriendo
desorden al azar de dichos filamentos de sus posiciones originales, hallazgo que
consideraron no es inconsistente con la hipdtesis de la formacién de puentes
“crosslinkings” entre filamentos cuando éstos estan aproximados en el estado
congelado. Incluso un pequefio numero de enlaces podrian distorsionar la red

significativamente sin que tenga que manifestarse en una reduccién de la distancia

interfilamento.
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FIGURA XV. Representacién hipotética de la deformacion experimentada por la red miofibrilar en células
musculares de bacalao durante su almacenamiento prolongado en congelacién. a) Red hexagonal que
muestra la organizacién de los miofilamentos caracteristica de musculo fresco. b y ¢) Deformaciones
observadas en estadios avanzados de almacenamiento. En algunas miofibrillas (b) los filamentos gruesos
se aproximan en el plano 10-10 lo que se traduce en un aumento de la excentricidad. En un amplio
niimero de ellas (c) se observan fusiones extensivas entre filamentos gruesos.
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Un aspecto a destacar es la diferencia de la evolucién de la excentricidad a las
dos temperaturas de congelacion en musculo de bacalao, de modo que los valores de
excentricidad a las 70 semanas en musculo a -30°C son equivalentes a los encontrados a
las 36 semanas lo que implica una evolucién mds lenta del sistema a la temperatura méis
baja de conservacion en correlacion con un mas lento nivel de agregacion observado por

los estudios de extractabilidad.

Un razonamiento aportado por Aitken y Connell (1977} que puede justificar
parcialmente el hecho de que la microscopia electronica de transmision en algunos
estudios ultraestructurales previos no mostrara la distorsidén del patrén hexagonal de
modo que el misculo recuperaba su posicién original después de descongelarse es la
selectividad que conllevan los estudios por microscopia electronica, de modo que el
muestreo de las dreas objeto de estudio es bastante restringido teniendo en cuenta que
pequefias partes de ese area pueden exhibir diferencias estructurales y que en ocasiones
zonas desordenadas pueden ser rechazadas al considerarlas un artefacto de Ia

preparacion de la muestra.

Las diferencias morfologicas observadas en miofibrillas de muasculo de merluza
asimismo se manifestaron en un patrén de deformacién diferente tras el estudio
morfométrico. La red hexagonal no parece experimentar una deformacion significativa
en funcion del tiempo de almacenamiento. El elevado valor de excentricidad obtenido a
las 6 semanas podria ser explicado como consecuencia de algin artefacto de corte. No
obstante parece improbable que sea resultado de la oblicuidad introducida por el
seccionamiento porque como se explicd anteriormente un aumento de los valores de
excentricidad en este rango significaria un angulo de corte superior a 30°C. Por otro lado
aparece alguna fusion entre filamentos gruesos que indica que ha cxi‘stido una
compresion efectiva de la miofibrilla. Estas fusiones tempranas y elevado valor de
excentricidad obtenido a las 6 semanas no es inconsistente con el hecho de que la
agregacién entre proteinas miofibrilares ha sido confirmada por los estudios
bioquimicos desde los primeros estadios de almacenamiento. El estudio comparativo de

los valores de excentricidad con respecto al miisculo de bacalao es demostrativo de un
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escaso desplazamiento y un menor nivel de interaccion entre los filamentos gruesos-en

esta especie en el estado congelado.

Los estudios por microscopié electfém'ca mas relévantes sobre la deformacién
experimentada por la red son los llevados a cabo por Liljemark (1969) y Jarenbick y
Liljemark (1975a). Liljemark llevé- a cabo medidas de la distancia entre filamentos
gruesos en musculo de bacalao seleccionando la distancia menor entre €stos, para asi
evitar los errores de inclinacién, encontrando que la distancia media podia decrecer
ligeramente cuando se instaura en el musculo el rigor, pero no detectd decrecimiento
después de la congelacién postrigor del misculo y su almacenamiento posterior. Estos
autores encontraron amplia variabilidad en lds valores medios de la distancié
interfilamento antes y después de la congelacién. Antes de establecerse el rigor la
distancia mds corta encontrada fue 365 A. Después del almacenamiento en congelacion
las distancias mas cortas eran del orden de 265 A, pero algunos de los especimenes que
presentaban mayor grado de dureza mostraban el mismo rango que aquel presente en los

estudiados en prerigor.

' Nuestros resultados parecen estar mds de acuerdo con trabajos posteriores de
Jarenbick y Liljemark (1975a) en criofractura. Estos autores demostraron que el valor
del espacio minimo interfilamento en mediciones equivalentes a las realizadas pdr
Liljemark disminuia significativamente desde 42+2.7 nm en mﬁsculo‘ de bacalao control

a 37.312.2 nm en musculo congelado durante 2 afios a -20°C.

Aitken y Connell (1977) en sus estudios por Rayos X no encontraron variacion
significativa tras el estudio estadistico en los valores de distancia interfilamento después
de 15 meses de almacenamiento en congelacién de musculo de bacalao. Estos autores
no justifican que las variaciones en los resultados obtenidos con respecto a otros
estudios se deban al método de preparacion de muestras porque aunque el
procesamiento para microscopia electronica de transmisién y criofractura puede alterar
el espaciamiento entre filamentos, se debe pensar que la extensién de estos cambios
durante la congelacién debe incrementar con el aumento del deterioro del musculo

durante el almacenamiento suponiendo el proceso lineal. Asi un cambio en la magnitud
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observada por Jarenbidck y Liljemark de al menos un 10% deberia haber sido detectada
por Connell en sus estudios. Quiza la explicacién mas plausible a la enorme variabilidad
encontrada en los estudios morfométricos previos se encuentre en el pardmetro objeto de
estudio y cémo el valor de la distancia interfilamento como anteriormente se justificé

depende de un elevado niimero de factores no controlables en estos estudios. -

En suma las diferencias observadas en la deformaciéon experimentada por las
redes en el misculo de ambas especies parecen razonablemente explicadas en funcion

de:

1) Factores fisicos fundamentalmente relacionados con la forma de redistribucion del

agua.

El musculo es un sistema de multicomponentes constituido por un espacio
extracelular e intracelular por lo que los cristales de hielo pueden formarse en ambos
compartimentos confiriendo distintas configuraciones al tejido. Se acepta de modo
general que ¢l superenfriamiento alcanzado en el espacio intracelular es siempre mads
bajo que en el espacio extracelular (Meryman, 1966). Este efecto es debido a la mayor
concentraciéon de soluto existente en el fluido intracelular o la existencia de una
diferencia de temperatura entre el exterior y el interior de las fibras, lo que conduce a
que ¢l comienzo de la nucleacion del cristal de hielo siempre se produzca en el espacio
extracelular. Sin embargo si el grado de extraccion de calor es suficientemente alto para
eliminar el calor de cristalizacion del nucleo extracelular y producir un-grado de
superenfriamiento en el interior de las células se puede producir la nucleacion de
cristales de hielo en el espacio intracelular. De acuerdo con este concepto, el hielo
intracelular se formara cuando se empleen métodos de eliminacién del calor rapidos.
Este efecto ha sido verificado histologicamente y cuantificado en términos del tiempo
caracteristico (tc). Tc es definido como el tiempo que el punto analizado invierte en
decrecer su temperatura desde -1°C (comienzo de la congelacion) a -7°C (congelacion
del 80% del agua presente) y supone una medida del grado de congelaciéon local.
Calvelo (1981) ha demostrado en musculo de ternera que con un valor de tc=0.5

minutos se forman cristales intracelulares y extracelulares con varios cristales por fibra.
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Para t¢=20 minutos €l tamafio de los cristales de hiclo es mas grande detectandose la
presencia de cristales extracelulares ¢ intracelulares, detectindose un cristal por fibra.
Para valores de tc>23 minutos la presencia de hielo solamente fue registrada en los
espacios extracelulares. Posteriormente el hiclo extracelular crece a expensas del agua
del interior de la célula como consecuencia de que el fluido interfibras se ha
concentrado como consecuencia de la congelacion por lo que las fibras llegan a
distorsionarse y contraerse adoptando formas irregulares. La morfologia de distribucién
del hielo para los tiempos anteriormente considerados es valida cuando la congelacion
ocurre paralelamente a las fibras. En caso de congelarse en una direccién transversal a
las fibras el comportamiento es diferente puesto que sélo se pueden formar cristales de
hielo intracelulares para tc<5 minutos mientras que en longitudinal esto ocurre también
a tc=20 minutos. Como se ha justificado anteriormente en condiciones ideales en los
métodos de congelacion lenta el drea ocupada por cristales intracelulares es escasa pero
hay que tener en cuenta que se pueden establecer gradientes de temperatura durante la
éongelaci(’)n del musculo que conduzca a la distribucion de grados de congelacién
locales. Esta distribucién es funcién de condiciones asociadas a la congélaci()n
(temperatura inicial, temperatura del agente empleado en la congelacion, resistencia al

calor interfacial, grosor del espécimen).

Fn este sentido deben tenerse en cuenta los trabajos de Tanaka (1965). Este autor
encontrd que utilizando el mismo método de congelacion en dos especies distintas en el
que tc era aproximadamente 2.5 horas el porcentaje de hielo detectado en el espacio
extra e intracelular encontrado diferia en ambas especies manifestandose en diferencias
morfolégicas importantes. Tanaka establecié una correlacion entre la alteracién de la
distancia interfilamento y el porcentaje de hielo extracelular que se formaba en el tejido
muscular tras la congelacion de modo que en mwisculo de abadejo (Theragra
chalcogramma) almacenado a -20°C durante 12 meses detect6é una disminucién de la
distancia interfilamento relacionado con un predominio de la congelacién extracelular
(60% de cristales en forma de hielo extracelular, porcentaje que se mantenia constante
desde un mes hasta los doce meses) mientras que en jurel (Seriola guiingeradistd) este

fenomeno, al que dio el nombre de fibrilacion, no se observé durante dicho periodo de
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almacenamiento donde el porcentaje de hielo extracelular no superaba el 20%. Estos
autores ademas establecieron una correlacion entre la disminucidon en la distancia
interfilamento y los valores de solubilidad, de modo que en musculo de abadejo la
disminucién progresiva de la distancia interfilamento se correspondia con una
disminucién del porcentaje de actomiosina extraida, mientras que en jurel el porcentaje
de actomiosina extraida no variaba a lo largo del almacenamiento en relacién con el
hecho de que no se observa una disminucién de la distancia interfilamento. El efecto
preventivo de la congelacién intracelular quedo asimismo puesto de manifiesto en un
experimento paralelo llevado a cabo por estos autores, en el cual soluciones de
actomiosina extraida de musculo fresco fueron congeladas y almacenadas durante varios
dias a -20°C. El grado de desnaturalizacion de la actomiosina de jurel fue tan rapida
como la de abadejo lo cual demuestra que la congelacion intracelular tenia el efecto de

prevenir la desnaturalizacion de la actomiosina.

La presencia de grandes cristales de hielo entre miofibrillas en métodos de
congelacion lentos ha sido descrita en numerosos estudios por microscopia electronica.
Bello et al. (1982) utilizando métodos de congelacion lenta describen el inicio de
formacion de cristales de hielo en el interior del sarcoplasma. El agua de zonas
sarcoplasmicas y miofibrillas contiguas migran por difusion al area mas concentrada

donde los cristales de hielo se forman, cuyo crecimiento empuja las miofibrillas.

Se puede pensar que las diferencias morfologicas observadas en nuestro estudio
en ambas especies se puedan atribuir a una diferencia interespecifica en el porcentaje de
hiclo extra e intracelular o la selectividad que conllevan los estudios por microscopia
clectrénica de modo que las miofibrillas seleccionadas en merluza no hubiesen sufrido
una presion efectiva por efecto de la congelacion en funcién por ejemplo de la posicion
que ocupan dichas miofibrillas con respecto al nicleo de formacioén del cristal de hielo.
Asi Bello et al. (1982) observaron que las miofibrillas situadas en la periferié de largos
espacios ocupados por cristales de hiclo presentaban un aspecto mas deshidratado y
compacto que en tejidos no congelados o aquellos congelados utilizando métodos

rapidos.
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2) El segundo de los aspectos por €l que se podria justificar las diferencias observadas
en la red en ambas especies son factores intrinsecos relacionados con las caracteristicas
o susceptibilidad de las proteinas miofibrilares a la desnaturalizacién en relacion con
diferencias interespecificas. Es conocido que complejos de actomiosina aislados de
diferentes especies difieren en la estabilidad frente al calor y las miosinas aisladas de

distintos peces se agregan a distintas velocidades cuando se almacenan en soluciones

con una fuerza iénica de 0.5M (Connell 1968).

Asimismo es conocido que la estabilidad a la congelacion puede variar en
funcidn de factores intraespecificos como la estacion de captura , estado nutricional,
madurez sexual, estado migratorio (Love 1988). Se encontraron diferencias
significativas en la solubilidad de las proteinas durante la congelacion a -18°C en
merluza capturada en distintos meses del afio (Colmenero et al., 1988) pero no en otras
especies, si bien algunos autores achacaron estas diferencias en la solubilidad proteica
en funcién de la estacion a cambios en el colageno mas que en las proteinas
miofibrilares (Montero y Borderias, 1990). Incluso la temperatura del agua previa a la
captura puede influir en las reacciones quimicas que puedan tener lugar durante el
almacenamiento en congelacién. Simpson y Haard (1987) observaron que bacalao del
Atlantico aclimatado en agua de mar a 0°C o 10°C previo el sacrificio diferia enel punto
de congelacién del musculo debido a la formacion de proteinas anticoagulantes
enddgenas a 0°C. El grado de reacciones bioquimicas y pérdida de calidad sensorial
durante el almacenamiento en congelacién era mas bajo en el misculo del espécimen
aclimatado al frio. Ademas hay que tener en cuenta la influencia del procesamiento
postcaptura sobre cambios posteriores durante el almacenamiento en congelacion que
varia en funci6n de la especie y otros factores. Algunos estudios han demostrado que el
deterioro de la calidad incrementa si el pescado se ha mantenido en hielo antes de la
congelacion. Jiang et al. (1987) han descrito que en algunas especies los nucleétidos de
adenosina (ADP, AMP, IMP) que se producen en pescado fresco retardan la
desnaturalizacion de la actomiosina durante el almacenamiento a -20°C, mientras que
los nucledtidos que se producen en pescado mas envejeéido aceleran esta reaccion. Por

otro lado otras especies entre las que se incluyen bacalao del atlantico y merluza roja
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muestran un menor grado de deterioro en textura cuando éstos se mantienen en hielo
durante varios dias antes del almacenamiento en congelacién, hecho éste que se ha
relacionado con el agotamiento del oxido de trimetil amina y cofactores para la reaccion

de la TMAO demetilasa {(Ragnarsson y Regenstein, 1989).

Por otro lado se ha demostrado que el espaciamiento de la red hexagonal
depende ademis de otros factores expuestos anteriormente de la desnaturalizacion de la
miosina. E]l mecanismo por el cual la desnaturalizacién de la miosina puede causar la
contraccion de las miofibrillas podria ser una reduccién de la carga de los filamentos
gruesos pero mas probablemente se deba a un cambio en la forma de la molécula de
miosina. Por ejemplo un cambio en la forma de las proyecciones como consecuencia de
un acortamiento de la region del subfragmento 2 de la cola de la miosina o por una
reduccioén en la longitud de las cabezas de miosina (Walker y Trinick 1986). Asi se ha
demostrado que una contraccion de las cabezas de 2nm resulta en un decrecimiento en
la separacion entre filamentos gruesos y finos de 1.2nm lo que produce un fenémeno de
contraccion en la red. Cuando las cadenas ligeras reguladoras son eliminadas de la
miosina de moluscos, las cabezas de miosina se acortan 3 nm como se visualizd por
tinciéon negativa (Walker y Trinick en una comunicacion personal). En cambio en
miosina cardiaca la eliminacion de las cadenas ligeras reguladoras causa que las cabezas

sean mas redondeadas pero no se detectaron cambios en longitud.

Asimismo en el mecanismo de agregacion de las moléculas de miosina puede ser
de vital importancia el mecanismo previo de desnaturalizacion. Ejemplo de ésto lo
constituyen experimentos en los qué la selectividad a la hora de eliminar cadenas ligeras
por distintos medios se traduce en distintos mecanismos de agregacion de la molécula
de miosina. Cuando las cadenas ligeras LC, son eliminadas se produce agregacion a
través de la regidn del cuello de las cabezas, fenémeno que es revertido cuando las
cadenas ligeras I.C, son afiadidas (Pastra-Landis y Lowey, 1986). En condiciones en las
que las cadenas ligeras LC, y LC; fueron selectivamente eliminadas, la agregacion de
las cabezas parecia ser diferente en el sentido de que se producian contactos mds

extensivos entre las cabezas con la posibilidad incluso de agregaciones intramoleculares
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(Sharp y Offer 1992). Ha sido sugerido que la pérdida de cadenas ligeras causa
agregacion cabeza-cabeza por la exposicion de areas hidrofébicas sobre la superficie de
la cadena pesada (Bagshaw, 1980). Hay que tener en cuenta que las cadenas ligeras se
extienden desde Ia unidn cabeza-cola hasta aproximadamente la mitad de la cabeza. Una
posible explicacién a los diferentes tipos de agregacion es que cuando las cadenas
ligeras del tipo LC, se pierden, se expone un 4rea hidrofébica en la base de las cabezas
pero como consecuencia de la curvatura de la cabeza las dos areas hidrofébicas de una
molécula no se pueden asociar. Sin embargo, cuando las cadenas ligeras LC; o LC; se
pierden el parche hidrofébico expuesto puede ser mas extenso y ademas la posicion del
parche con respecto a la curvatura de la cabeza puede permitir ambas asociaciones intra

¢ intermoleculares entre las cabezas.

De las dos hipdtesis anteriormente expuestas existen varios argumentos a favor
de que ¢l origen de la deformacién observada en nuestro estudio pueda estar felacionado
con el propio mecanismo de desnaturalizacion/agregacion de la molécula de miosina. En
primer lugar si se tiene en cuenta el primer supuesto descrito anteriormente sobre el
efecto preventivo de una menor deshidratacién intracelular tal y como describié Tanaka
(1965) deberiamos esperar que en musculo de bacalao a ambas temperaturas donde el
numero de fusiones interfilamento identificadas y valores de excentricidad son mas
clevados los valores de extractabilidad de actomiosina fueran inferiores a los detectados
en merluza. Por el contrario los niveles de extractabilidad en merluza son
considerablemente inferiores a los encontrados en bacalao a lo largo de todo'el periodo
de almacenamiento, lo que confirma que la agregacion en merluza pueda tener lugar de
forma mads extensiva a nivel intrafilamento como ya se habia demostrado por las

micrografias electronicas obtenidas de las fracciones insolubles.

Por otro lado el analisis morfologico de las miofibrillas de musculo de merluza
pone de manifiesto indicios de compresion que tienden a disponer los filamentos en
hileras de manera equivalente a la deformacion observada en miusculo de bacalao.
Evidencia de que la aproximacion de los filamentos es efectiva es la presencia de

algunas fusiones entre filamentos gruesos. Sin embargo el mimero de fusiones entre
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estas fusiones son escasas y los valores de excentricidad no se modifican
sustancialmente aunque el efecto de la presion parece ejercer un acercamiento de éstos

en el plano 10-10 del mismo modo que se observa en misculo de bacalao.

La morfologia de los filamentos gruesos aparece también afectada por la
congelacion. El efecto que se produce es una pérdida de cohesion entre las moléculas de
miosina con lo que los filamentos gruesos aparecen mas laxos, hecho que es
especialmente constatado en musculo de bacalao almacenado a -20°C. Las estructuras
encontradas recuerdan morfolégicamente a aquellas formadas por despolimerizacion de
las moléculas de miosina en los filamentos gruesos por efecto de una elevada fuerza
iénica como consecuencia de la presencia de una elevada concentraciéon de sal que
gjerce su accion debilitando las uniones de tipo secundario entre las colas de las
moléculas de miosina. En el esquema representado por Offer y Knight (1988) se
observan puntos que representan las colas de las moléculas de miosina después de la
despolimerizacién de los filamentos gruesos. Si bien la accion de una elevada
concentracion de sal no tiene porqué ser la responsable del cambio morfologico
experimentado por los filamentos gruesos, se puede concluir de manera similar a la
justificacién de las micrografias obtenidas en fracciones insolubles que el mecanismo de
desnaturalizacion consiga una alteracion de la estructura en musculo de bacalao
independientemente de la contribucidén de la agregacion intrafilamento, fenémeno este
ultimo que por la informacion obtenida por distintas fuentes predomina en merluza
donde la agregacion detectada incluso desde el comienzo haya permitido mantener la

estructura inicial de los filamentos gruesos en estadios avanzados de congelacion.
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FIGURA XVI1. Esquema que representa parte del mecanismo de hinchamiento de
miofibrillas en sal representado por Offer y Knight (1988). a) Seccion transversal en la
banda A de fibra muscular esquelética. b) Estructura formada por despolimerizacion de
los filamentos gruesos por accién del CINa. Los puntos representan las colas de las
moléculas de miosina.
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implicacién de los estudios ultraestructurales en musculo de pescado durante el
almacenamiento en congelacion se ha basado en una correlacion entre éstos y los efectos
indeseables que tienen lugar en dichos musculos, especialmente la dureza y pérdida de
la capacidad de retener agua después de la descongelacion. Liljemark (1969) establecid
como conclusién de su trabajo que un empaquetamiento de los filamentos gruesos no
era un prerequisito para el endurecimiento de las fibras musculares, cuya causa quiza
debia buscarse dentro de los propios filamentos o en sus relaciones independientemente

de las distancias entre ellos.

Aitken y Connell (1977) asimismo concluyeron que ambos fen6menos, dureza y

pérdida de agua pueden ocurrir sin una disminucién de la distancia interfilamento.

Tanaka (1965) estableci6é una correlacién entre la disminucién de la distancia
interfilamento, disminucién de los valores de extractabilidad de actomiosina y dureza en

musculo de abadejo.

A partir de nuestro estudio se puede intuir que haya una relacién entre nuestros
hallazgos morfoldgicos y los efectos adversos anteriormente descritos. Asi en
mediciones de textura (resistencia a la cizalladura con la célula de Kramer) llevadas a
cabo por del Mazo (1997) en estas muestras, el miisculo de bacalao almacenado a -20°C
presentaba un incremento de la resistencia a la cizalladura desde las 8 semanas con un
valor de 15N/g hasta un valor maximo entre las 22 y 36 semanas de 28 N/g, a partir de
este momento se producia una ligera disminucion que puede explicarse por pérdida de
cohesividad de la muestra, que permite un mas facil acceso de las ranuras de la célula de
Kramer. Este estudio llevado a cabo en musculo de merluza a -20°C no revelo
diferencias en cuanto al valor de la resistencia a la cizalladura en funcién del. tiempo de

almacenamiento (12N/g).

Estas variaciones observadas en textura en musculo de bacalao fueron
correlacionadas en los estudios bioquimicos con el tipo de agregado insoluble en CINa
formado, de modo que en musculo de bacalac almacenado a -20°C el periodo de tiempo

en el que se detecta un aumento de la dureza se correlaciona con una mayor presencia de
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enlaces covalentes interprotéicos en avanzados estadios de almacenamiento, mientras
que en merluza donde no se observan variaciones muy significativas en la naturaleza de
los agregados tampoco existen variaciones en los valores de textura. No obstante debe
tenerse en cuenta que en musculo de merluza a las 14 semanas se pueden detectar
agregados insolubles en SDS y ME que darian idea de un aumento del nimero de
enlaces covalentes desde el control hasta las 14 semanas y sin embargo los valores de

resistencia a la cizalladura apenas se modifican en esta especie en funcion del tiempo.

En el estudio morfolégico se observa una correspondencia entre los datos
ultraestructurales y texturales de modo que en los periodos en los que aumenta el
endurecimiento en musculo de bacalao se detecta un aumento de las fusiones
interfilamento, mientras que en merluza donde no existen diferencias en los valores de
textura tampoco existian diferencias significativas en la disposiciéon de los filamentos

gruesos en la miofibrilla.

Estos resultados permiten hipotetizar que quizd estas diferencias en textura
tengan su correspondencia con las diferencias morfologicas observadas en las que
puedan incluso estar involucradas las variaciones en la naturaleza quimica de los enlaces
implicados en la agregacién, corroborando el supuesto planteado por varios
investigadores sobre la influencia de la reduccion de la distancia interfilamento por

medio de la formacién de enlaces entre ellos en el endurecimiento de las fibras.

En relacion con el proceso de desnaturalizacion-agregacion se pretendid
establecer la importancia de la contribucién en dicho proceso del formaldehido que es
uno de los agentes propuestos como fundamentales en el proceso de agregacion de las
proteinas miofibrilares dentro de especies que pertenecen al orden gadiformes. La
aplicacién de técnicas autorradiogréficas realizadas sobre musculo inyectado con “con
permite una aproximacion mas cercana sobre el lugar y posible mecanismo de accién de
dicho agente en condiciones fisioldgicas que los sistema modelo basados en la adiciéon

de formaldehido a extractos proteicos.
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En nuestro estudio se pone de manifiesto que el formaldehido interacciona con
proteinas de naturaleza miofibrilar aun después del tratamiento del musculo con CINa y
SDS lo que permite sugerir que pueda estar asociado a dichas proteinas fuertemente a
traves de enlaces covalentes. No obstante y aunque el formaldehido que permanece
asociado al residuo insoluble representa un bajo porcentaje del total inyectado
(aproximadamente un 0.1%), esto no significa que por ello no tenga incidencia
modificando las proteinas miofibrilares. Asi estudios llevados a cabo por Ang y Hultin
(1989) han demostrado que tras la incubacion de proteinas con formaldehido tenia lugar
un pequefio decrecimiento del nimero de grupos amino reactivos, hecho que ademas se
correlacionaba con un cambio significativo en las propiedades fisicoquimicas. Asi
cuando miosina de bacalao fue congelada a -80°C en presencia de una concentracion
ImM de formaldehido se producia una pérdida en un 1.6% de los grupos amino
reactivos que se traducia en una pérdida de solubilidad de un 25-30% después de una
hora de incubacién, lo que significa que un pequefio ndmero de modificaciones de los
grupos de cadena mds laterales pueden afectar la estabilidad de algunas proteinas

cuando estan sometidas a condiciones de estres.

Uno de los aspectos a destacar es la selectividad en la interaccién del
formaldehido con determinados restos musculares observada en nuestros estudios.
Podria pensarse que el efecto del formaldehido sea consecuencia de una interaccion
masiva de dicho compuesto en el area cercana al punto de inyeccion y que un exceso de
dicho agente haya influido en desorganizar la estructura completamente. A este respecto
se debe tener en cuenta que las dreas sarcoméricas desorganizadas distan en escasas
micras de otras mas organizadas que presentan estructuras sarcomericas reconocibles
para pensar que este aspecto haya influido significativamente en la selectividad patente

en la unién del formaldehido a determinadas areas.

Esta selectividad podria ser explicada en funcién del estado de las proteinas a
nivel local. La congelacion lleva implicita el cambio en la conformacién de las proteinas
a causa de la retirada del agua; aspecto que favorece la interaccién y accion

desnaturalizante del formaldehido segun han demostrado estudios recientes (Singh y
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Wangh 1977, Ang y Hultin 1989, Sotelo y Mackie, 1993). Probablemente una
diferencia de condiciones incluso localmente pueda influir en la interaccién del

formaldehido destacando aspectos como:

1) La concentracion de moléculas de soluto en el microambiente de la proteina en el

proceso de congelacion.

2) Retencion de suficiente agua liquida alrededor de la proteina para permitir el ataque a

los sitios de la proteina blanco.

La importancia de las condiciones presentes en el musculo en relacion a la
accion del formaldehido qued6 puesta de manifiesto por Ang y Hultin (1989). Estos
autores encontraron que en extractos de miosina de musculo de bacalao a los que se
habia afiadido formaldehido y posteriormente congelado a -25°C durante una hora no
mostraban pérdida de solubilidad y una escasa disminucion en los valores de la
actividad ATPasica. Al comparar estos datos con muestras almacenadas a -80°C durante
el mismo tiempo a las que se habia afiadido una concentracion de formaldehido
equivalente, éstas habian perdido la solubilidad; hecho éste atribuido a que el proceso de
congelacion descongelacion en si mismo conducia a dicha pérdida de solubilidad. Estos
resultados se explicaron en términos de que en el musculo almacenado a -25°C
realmente no se alcanzé dicha temperatura por lo que permanecia en la muestra una
mayor cantidad de agua no congelada que en la muestra congelada a -80°C o durante
periodos de almacenamiento mas largos a -25°C, con lo que la concentracion de sal en la

solucién de miosina no era tan elevada causando menor desnaturalizacién proteica.

En este sentido nuestros estudios ultraestructurales muestran heterogeneidad en
el comportamiento de miofibrillas proximas entre si en lo referente a la deformacion
experimentada por la red y presencia de fusiones en dichas miofibrillas. Asimismo ya se
discutio la mayor influencia de accién de los cristales de hielo en la deshidratacion de
las miofibrillas que se encuentran mas proximas a la cara de dicho cristal Bello et al.

(1982)
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El primer aspeéto a destacar se reﬁt;re a las proteinas afectadas por este agente.
El analisis morfolégico de los residuos proteicos pone de manifiesto que los restos
musculares a los que se encuentra asociado el formaldehido pueden corresponderse con
restos de banda A. El hecho de que el formaldehido afecte fundamentalmente a miosina
ha sido ampliamente aceptado. Childs (1973) demostrdé que tropomiosina y cadena
pesada de miosina eran las proteina mas susceptibles a la insolubilizacion. Oshini y
Rodger (1979a) encontraron que la cadena pesada de miosina, cadenas ligeras y
tropononinas desaparecian con concentraciones crecientes de formaldehido. Matthwes et
al. (1980) responsabilizaron a la interaccion del formaldehido con cadenas pesadas de
miosina en la formacién agregados de alto peso molecular constituidos por estas

moléculas.

Ang y Hultin (1989) demostraron en sistema modelo la influencia del

formaldehido en la agregacion e insolubilizacién de la molécula de miosina.

Respecto al mecanismo de accién del formaldehido, uno de los aspectos mds
controvertidos se refiere a la participacién de este agente en la formacién de enlaces

interprotéicos.

La naturaleza agregadora del formaldehido participando en la formacién de
enlaces de naturaleza covalente debia esperar manifestarse en la aparicion de estructuras
sarcoméricas definidas y altamente resistentes a la extraccién consecutiva llevada a cabo
con el CINa y SDS de modo comparativo con nuestros estudios de fracciones insolubles
en los que una mayor resistencia a la extraccion atribuida a una medificacién en el tipo
y/o nimero de enlaces se manifiesta de modo general en una mayor organizacion de la
estructura sarcomérica. Por el contrario en el musculo tratado con formaldehido y
almacenado a -10°C durante 22 semanas los restos miofibrilares que no presentan
marcaje muestran una integridad superior a aquellos en los que se detecta el
formaldehido interaccionando con restos proteicos e incluso a la encontrada en musculo
de bacalao tras el tratamiento de P; con SDS a las 36 semanas de almacenamiento a -

20°C. Esto significa que existe un proceso efectivo de agregacion por efecto de la
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congelacién en el que no se descarta la participacion de enlaces de naturaleza covalente.
Sin embargo en las micrografias el formaldehido no parece tener efecto como agente
agregante sobre las proteinas miofibrilares. El efecto sobre las fracciones musculares
sobre las que aparece interaccionando parece ser desorganizando la estructura, lo que
presenta mayor correspondencia con las teorias mds recientes que otorgan un papel

desnaturalizador al formaldehido (Ang y Hultin 1989).

Aunque se habia establecido una estrecha correlacién entre la hidrolisis de
TMAQ y cambios fisicos en las proteinas, sin embargo existe poca evidencia sobre la

participacion del formaldehido en la agregacion de proteinas.

En 1975 Connell reconfirmé que las proteinas en musculo de bacalao en
condiciones extremas de dureza no estdn agregadas fundamentalmente por la
participacion de enlaces covalentes; y que los enlaces de tipo metileno que se habian
propuesto como fundamentales tras la interaccién del formaldehido con proteinas no son

abundantes.

Por el contrario, Dingle et al., (1977) sugirié que la formaciéon de enlaces
covalentes de tipo metileno como consecuencia de la reaccién de proteinas con el
formaldehido tenia un papel importante en la desnaturalizacion de proteinas y

endurecimiento del musculo en esta especie.

Gill et al. (1979) concluyeron que los cambios asociados al endurecimiento de
musculo de merluza durante el almacenamiento en congelacion son escasamente
debidos a la formacién de enlaces entre las proteinas estructurales por la accién del

formaldehido.

Resultados similares a los de Connell fueron obtenidos por Owusu-Anshay y
Hultin (1987). Estos autores no creen en la formacién masiva de agregados de alto peso
molecular en musculo picado de merluza en el que se encuentran implicados enlaces
covalentes de tipo metileno, ya que de un 84% de proteinas miofibrilares que son
inextraidas un 2% de las proteinas formaban agregados de peso molecular superior a

200kDa en presencia de mercaptoetanol, ¢ incluso en otras muestras donde se produce la
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insolubilizacién de un 74% de proteinas miofibrilares no se detectaba fracciones de
elevado masa molecular. Parece segun estos estudios que los cambios fisicos en las
proteinas y los consiguientes deterioros en la textura no requieren la formacién de

enlaces de naturaleza covalente por accion del formaldehido.

Ha sido sugerido por Connell (1975) que el formaldehido puede reaccionar con
las proteinas formando nuevos grupos que podrian participar en la formacién de enlaces
no covalentes que puedan estar implicados en los cambios observados en el tejido

muscular de pescado.

Uno de los puntos en los que nuestras micrografias podrian presentar
controversia con la mayoria de los estudios bioquimicos es que se ha establecido de
modo general que el decrecimiento en el porcentaje de proteina extraido estaba
relacionado con el porcentaje de formacién de formaldehido, DMA y endurecimiento
del musculo congelado en especies gadiformes. Sin embargo estudios de Gill et al.
(1979) mostraron que no existe siempre este tipo de relacion entre dichos parametros, de
modo que en merluza de las tres variables, dimetil amina y formaldehido fueron utiles a
la hora de establecer una correlacion con los cambios texturales, frente al porcentaje de
proteina extraible que resulté un pardmetro menos fiable. Estos datos tienden a sugerir

que ¢l mecanismo de endurecimiento en misculo puede ser muy complicado.

Ang y Hultin (1989) encontraron que la presencia de formaldehido en soluciones
de miosina causaba alguna agregacion de dichas moléculas por la presencia de
fracciones de Pm superior a 200kDa en presencia de agentes que reducen los puentes
disulfuro. Sin embargo la cantidad de fracciones de elevada masa molecular que se
formaban no incre;mentaban significativamente cuando la concentracién de
'forrgaldeh_idcu): aumentaba de 1 a 30 mM. Puesto que la pérdida de solubilidad
inc.rejmentaba_ en un 70% a niveles de formaldehido de 20mM concluyé que la
formacion de enlaces no era un prerequisito para la pérdida de solubilidad, e incluso
alguna de estas fracciones de elevado Pm eran detectadas en muestras congeladas en
ausencia de formaldehido mientras que ninguna fracciéon de alto Pm se formaba cuando

las soluciones de miosina no se congelaban. Por tanto la pérdida de solubilidad
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detectada en muchos estudios en los que se ha afiadido formaldehido no tienen porqué
estar asociados necesariamente a la formacion de enlaces entre proteinas. Por medio de
interacciones con grupos laterales de cadena de las proteinas, el formaldehido puede
incrementar la tasa de desnaturalizaciéon de proteinas durante el almacenamiento en
congelacion. Este incremento en la desnaturalizacion podria conducir a la agregacion de
proteinas a traves de interacciones no covalentes. Estos cambios no estan restringidos a
aquellos causados por formaldehido sino que cualquier mecanismo por el que se
modifiquen las cadenas laterales de las proteinas tendrian efectos similares, de modo
que aunque los cambios que se producen en las proteinas durante el almacenamiento en
congelacion ocurran mas rapidamente ante la presencia de formaldehido, el musculo de
pescado que carezca de esta capacidad puede sufrir cambios similares aunque
probablemente mds lentamente por diferentes mecanismos Ang y Hultin (1989). Prueba
de ello es que el endurecimiento y pérdida de solubilidad tiene lugar en algunas especies
en las que la produccion de formaldehido es escasa (Laird y Mackie, 1981, Lim y

Haard, 1984).

El efecto desnaturalizante obtenido por Ang y Hultin (1989) de la molécula de
miosina durante el almacenamiento en congelacion en presencia de formaldehido
puedan ser explicados por la existencia de diferentes estados de desnaturalizacion que

podrian ser justificados por diferencias en la estructura terciaria de la molécula.

Sotelo y Mackie (1993) propusieron un modelo segiin el cual la molécula de
miosina desplegada por efecto de la congelacion puede interaccionar con el
formaldehido en la zona interna impidiendo la recuperacion de su estructura
tridimensional tras la descongelacion. El efecto desnaturalizante fue asimismo
confirmado por estudios por microscopia electrénica llevados a cabo por Oshini y
Rodger (1980). Estos autores observaron cambios en la forma de las proteinas a nivel
molecular de filamentosas (actomiosina) a particulas granulares al incrementar la

concentracion de formaldehido afiadido.

Por otro lado se debe tener en cuenta que la mayoria de las condiciones en las

que se ha estudiado el efecto del formaldehido son distintas a las que ocurren durante el
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almacenamiento del musculo en congelacién. Babbit et al. (1972) encontraron que s¢
producia un decrecimiento en el 75% de la extractabilidad de proteinas en musculo in
situ a concentraciones de formaldehido de 0.003%. Estudios realizados por Childs
(1973) demostraron que un 75% de miofibrillas resultaban insolubilizadas tras su
incubacién con una concentracién de formaldehido del 0.05%, mientras que se
necesitaba un 0.2% de formaldehido afiadido a extractos proteicos para conseguir una

pérdida de extractabilidad equivalente a la obtenida en misculo o miofibrillas.
Los resultados obtenidos por estos autores permiten sugerir dos hipétesis:
a) El formaldehido tiene poco efecto sobre la extractabilidad in situ.

b) El formaldehido es un desnaturalizante més efectivo en un musculo que en un

extracto de proteinas.

Nuestros resultados ponen de manifiesto escasa participacion del formaldehido
en la insolubilizacién de las proteinas, actuando mas bien como modificador de la
estructura de las mismas en las zonas sarcoméricas en las que este agente aparece

interaccionando.
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o Existen diferencias sustanciales entre especies en el fendmeno de agregacion proteica
durante el almacenamiento del musculo en congelacién. En musculo de merluza la
aparicion de la agregacion es mdas temprana y el fenémeno apenas depende de la
temperatura de almacenamiento. Por el contrario en musculo de bacalao la temperatura
tiene gran influencia como muestra ¢l escaso nivel de agregacion del musculo
almacenado a -30°C en estadios avanzados de almacenamiento frente al almacenado a-
20°C. La influencia de la integridad muscular es tal que a menor integridad mayor

velocidad e incidencia en el fenémeno de agregacion de esta especie.

e Respecto a la naturaleza quimica de la agregacion entre proteinas miofibrilares se
pone de manifiesto la importancia de la participacién de enlaces de naturaleza
secundaria (puentes de hidrégeno e interacciones hidrofébicas) asi como de enlaces de
naturaleza covalente disulfuro y no disulfuro, siendo una excepcidén el musculo de

bacalao almacenado a -30°C que muestra escasa participacion de enlaces covalentes.

e La temperatura es un pardmetro que afecta de modo diferente a la evolucion quimica
de la agregacién dentro de cada especie. En musculo picado de bacalao y misculo
integro almacenados a -20°C, los enlaces de naturaleza secundaria aparecen antes que
los de naturaleza covalente. A -30°C la agregacion es atribuida a la presencia de enlaces
de naturaleza secundaria, pudiendo dctectarse de forma incipiente la presencia de
enlaces covalentes disulfuro en los ultimos estadios de almacenamiento. En musculo de
merluza la temperatura no ejerce practicamente influencia en la naturaleza quimica de la
agregaciéon. En ambas temperaturas los enlaces covalentes aparecen tempranamente, no
existiendo modificaciones significativas en la naturaleza de los enlaces implicados en la

agregacion en funcion del tiempo.



e En la agregacion entre moléculas de miosina parecen ampliamente implicadas
interacciones de tipo cabeza-cabeza que explicarian la presencia de los oligomeros
constituidos por particulas proteicas de naturaleza globular presentes en los extractos

solubles.

e El estudio inmunohistoquimico ha demostrado la existencia de desnaturalizacion
como resultado de un cambio conformacional de la cadena pesada de miosina en

musculo de bacalao por efecto de la congelacion.

e En musculo de bacalao el fenémeno de agregacion se manifiesta en la formacion de
enlaces entre moléculas de proteina que se traducen en fusiones entre filamentos gruesos
o deformaciones que modifican la distancia entre dichos filamentos en determinados
planos cristalograficos. En musculo de merluza la agregacion no se manifiesta en un
aumento de las fusiones o alteraciones significativas de la disposicién de los filamentos

gruesos durante el almacenamiento de esta especie en congelacidn.

¢ El origen de la deformacion en la red constituida por filamentos gruesos en las dos
especies parece estar mas relacionada con el mecanismo de desnaturalizacion
/agregacion de la miosina que con las fuerzas producidas por la redistribucion del agua

durante la congelacion.

e Pueden establecerse diferencias en el mecanismo de desnaturalizacién-agregacion de
la molécula de miosina para las diferentes especies. En musculo de merluza se observa
un predominio de agregacién intermolecular dentro de un mismo filamento desde
tempranos estadios de almacenamiento. En musculo de bacalao parece existir un
fenémeno de desnaturalizacion en dichos estadios iniciales que puede contribuir a
desorganizar la estructura del filamento grueso. Este hecho no descarta una agregacién
intrafilamento paralela o posterior a dicha desnaturalizacion a pesar de que la
agregacion entre filamentos gruesos es un fenémeno ampliamente extendido en musculo

de bacalao en estadios avanzados de almacenamiento a -20°C y -30°C.
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o Las diferencias morfolégicas entre especies en la disposicién de los filamentos
gruesos en las miofibrillas se correlacionan con las modificaciones en los datos de
textura observados en el musculo durante el almacenamiento del musculo en
congelacion, corroborando la hipotesis sobre la influencia del acortamiento de la
distancia entre filamentos gruesos y el endurecimiento de las fibras musculares. Si bien
no es descartable que pueda establecerse una correlacién entre modificaciones quimicas

de los enlaces y variaciones en la ultraestructura en funcion del tiempo con cambios en

la textura del masculo.

o El formaldehido interacciona con proteinas de naturaleza miofibrilar por medio de
enlaces resistentes a la accién de agentes que hidrolizan enlaces de tipo secundario. Este
agente no seria responsable, en gran medida, de la insolubilizacién de dichas proteinas
por la agregacion debida a la formacién de enlaces covalentes asignandole un papel
como agente que participe o haga a las proteina mas susceptibles a la desnaturalizacion

durante el almacenamiento del musculo en congelacion.
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