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ABREVIATURAS

A: actina

u-A: a-actinina

Act: actividad

Act. esp: actividad específica

BAEE:a-N-benzoíl-L-arginina etil éster
BTEE:N-benzoíl-L-tirosina etil éster

DEAE:dietilaminoetíl

D0335: densidad óptica a 335 nm
EDTA:etilendíaminotetraacetato sódico

Z-MCE:Z-mercaptoetanol

MP: cadena pesada de miosina

N: nebulina

N.D.: no determinado

p-OHMB:p-hidroximercuribenzoato

PM: peso molecular

Prot.: proteína
SBTI: inhibidor de tripsina de semilla de soja
SDS: dodecil sulfato de sodio

T: titina

TAME:p-tosil-L-arginína metil éster
TCA:ácido tricloroacético

Temp.: temperatura

TLCK:N-a-p-tosil-L-lisina clorometil cetona

TPCK:L-1-tosi1amida-2:feníl-etilclorometil cetona



Tris: tris (hidroximetil) aminometano
UA: unidad de actividad enzimática

UI: unidad de actividad inhibitoria de tripsina
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I.1. DEGRADACION DE PROTEINAS EN CELULAS VIVAS

Las proteínas desempeñanpapeles clave en los procesos

biológicos que ocurren en todo organismo viviente, cumpliendo

una enorme variedad de funciones, tales comola catálisis de

reacciones químicas celulares, el transporte y acumulación de

sustancias, la protección inmunedel organismo contra agentes

extraños, el mantenimientode estructuras celulares y tisula

res, el control del crecimiento y 1a diferenciación celular

y 1a intervención en procesos contráctiles.

Las proteínas, al igual que la mayoría de los componentes

celulares, sufren un permanente recambio en la célula viva,

de modotal que los niveles de proteínas intracelulares están

determinados por el balance entre las velocidades de síntesis

y degradación. Si bien la síntesis proteica es un proceso ex

tremadamente complejo y que requiere de una gran precisión y

fidelidad, en la actualidad se conoce con bastante detalle la

maquinaria que sintetiza proteínas. En cambio, muchomenos es

lo que se conoce de los procesos de degradación proteica, y

hay numerosas evidencias de la existencia de múltiples vías

degradativas.

Desde el punto de vista fisiológico, el recambio continuo

de proteinas provee a los tejidos de gran flexibilidad para

el ejercicio de sus funciones metabólicas, ya que permite la

rápida fluctuación de los niveles intracelulares de enzimas
clave en distintos procesos comorespuesta a estímulos nutri



cionales u hormonales. En un sentido más amplio, la degrada

ción de proteínas posibilita la adaptación de los organismos

a situaciones ambientales adversas, tales comoel ayuno de

aminoácidos, durante el cual se produce un incremento en 1a

degradación proteica, proveyendo así a las células de amino

ácidos necesarios para sintetizar enzimas adecuadas a 1a sí
tuación.

Otra función importante de 1a degradación es la destruc

ción rápida de proteínas anormales, que aparecen ya sea por

errores de síntesis, desnaturalización o modificación quími

ca, y que pueden ser nocivas para la célula.

Siempre que se hacen consideraciones acerca de cuáles

son los mecanismosque tienen las células para degradar pro

teínas parece necesario hacer mención a los lisosomas,ya que

a estas organelas, debido a sus altas concentraciones de pro

teasas ácidas, se les ha atribuido desde hace bastante tiem

po una función central en el catabolismo proteico. Los liso

'somas son responsables de la digestión de la mayoría de las

proteinas endocitadas por la célula (1,2), pero también in

tervienen en la degradación de proteínas celulares en situa
ciones en las cuales la velocidad total de proteólisis está

aumentada, tales como las que se producen en la perfusión

de hígados con medios que carecen de insulina (3) o aminoá

cidos (4). En estas condiciones, el aumento en la degradación

proteica va acompañadopor una rápida aparición de vacuolas

autofágicas conteniendo constituyentes celulares reconocibles



en aproximadamente 1a misma proporción que en el citoplasma

(5-8), las que posteriormente se fusionan con lisosomas pri

marios para formar vacuolas degradativas (8), en las cuales

ocurre la rápida digestión del material autofagocitado. Es

te proceso, denominadomacroautofagia, fue estudiado en de

talle en hígado (5-8) y músculo cardíaco (9), pero hay evi

dencias que hacen suponer que es un mecanismo común a la ma

yoría de las células eucarióticas (10).

Esta vía proteolítica lisosomal es esencialmente no se

lectiva (11), ya que es una herramienta de la célula para

responder ante situaciones de emergencia desde el punto de

vista hormonaly nutricional. En cambio, la proteólisis ba

sal, que ocurre en condiciones normales de aporte de nutrien

tes, hormonasy factores de crecimiento, es un proceso alta

mente selectivo, lo cual se refleja en las grandes diferen

cias en la velocidad de degradación de distintas proteínas

en un mismo órgano. Por tomar un ejemplo, podemos mencionar

que en hígado de rata hay proteínas cuyos tiempos de vida

media varían entre 12 minutos (12) y 25 dias (13).

Se han realizado numerosos estudios con el objeto de

elucídar las bases bioquímicas de esa selectividad, y hay

bastante evidencia de que la gran variación en los tiempos

de vida media de diferentes proteínas podría explicarse, en

parte, por diferencias inherentes de las mismasen la suscep

tibilidad al ataque proteolítico. En efecto, se encontró bue

na correlación entre las velocidades de degradación de pro



teínas in vivo y su sensibilidad a proteasas en sistemas in

vitro (14-19). Es interesante señalar que se obtuvieron re

sultados similares utilizando proteasas con diferente espe

cificidad (tripsína, quimotripsina, subtilisina, papaína,
proteasas lisosomales), lo cual sugiere que las velocidades

degradativas deben estar determinadas por ciertos rasgos con

formacionales generales de las proteínas sustrato (plegamien

to, compactación, etc.) más que por diferencias localizadas

en sus secuencias de aminoácidos. Por ese motivo, se reali
zaron distintos estudios tendientes a correlacionar la velo

cidad de catabolismo de ciertas proteínas con sus caracteris

ticas físico-químicas (hidrofobicidad, carga, tamaño, etc.).

Así, se encontró que las proteinas con más residuos hidrofó

bicos en su superficie son las que se degradan más rápidamen

te in vivo (20), que los polipéptidos de mayor peso molecu

lar tienden a degradarse a mayor velocidad que los más peque

ños (16,21), y que las proteínas con bajo pH isoeléctrico

tienen mayor tendencia a degradarse que aquellas con pH iso

eléctrico neutro o alcalino (ZZ).

De todas maneras, sean cuales fueren los aspectos de

1a estructura de una proteína que determinan la velocidad

con que se degrada en condiciones normales de estado estacio

nario, esa heterogeneidad en los tiempos de vida media hace

difícil explicar la proteólísis basal por una vía lisosomal.
Sin embargo, la información sobre este punto es bastante con

trovertida. Por una parte, hay trabajos que muestran que la



inhibición de 1a proteólisis lisosomal por efecto de agentes

lísosomotrópicos (23-27), de inhibidores microbianos de pro

teasas lisosomales (25,26,28) o inhibidores del sistema mi

crotubular que perturban el funcionamiento del sistema liso

somal-vacuolar (29), afectan muchomás a la degradación de

proteínas endocitadas o a 1a proteólisis aumentada por ayu

no que a 1a proteólisis basal, lo cual sugeriría que ésta

ocurre esencialmente por una vía no lisosomal. Esta idea es

tá reforzada por el hallazgo de que proteínas microinyecta

das en células en cultivo se degradan preferiblemente en el

citoplasma (30), aunque no se pueda descartar que fragmentos

de proteólisis sean captados por lisosomas en una segunda

etapa, completándose así la degradación (30). De este modo,

la selectividad de la proteólisis estaria determinada por

la capacidad de sistemas proteolíticos solubles para degra

dar distintas proteínas. Por otro lado, hay trabajos en los
cuales se concluye lo contrario, ya que se describe que va

rios inhibidores de proteasas lisosomales afectan tanto a

la proteólisis basal comoa 1a aumentada por ayuno (31-33),

y la selectividad de 1a proteólisis basal podria explicarse
por una adsorción selectiva de proteínas a 1a membranali

sosomal (34-37), seguida de una invaginación de 1a misma (37),

o bien por interacción selectiva de proteínas con membranas

del reticulo endoplásmico (38), con formación de pequeñas

vesículas que posteriormente se fusionarían con lisosomas

(8).



Ademásde las proteInas cuya velocidad de recambio me

tabólico es relativamente baja, y que en hígado constituyen

alrededor del 99%de 1a proteína celular total (8), existe

otra clase de proteínas, cuyos tiempos de vida media son mu

cho más cortos, y que por lo general son enzimas que desem

peñan funciones clave en la regulación de distintas vías me

tabólicas; el hecho de tener velocidades de recambio eleva

das permite que sus niveles fluctúen con gran rapidez, pro

veyendo a 1a célula de una gran flexibilidad en 1a respues

ta a factores ambientales (39). Existen numerosas evidencias

que indican que la degradación de esta clase de proteínas,

así comotambién 1a de las proteínas anormales, cuyos tiem

pos de vida media son muy cortos, es un proceso de naturale

za no lisosomal. En efecto, su degradación no se ve afecta

da prácticamente por ayuno ni hormonas (40-42), asi como tam

poco por inhibidores de la proteólisis lisosomal (33,42-45).

De todas estas consideraciones surge que, a pesar de

'los significativos avances realizados en 1a elucidacíón de

los mecanismos de degradación de proteínas, todavía hay mu
chos interrogantes por responder, y uno de los puntos centra

les de interés continúa siendo el porqué de 1a selectividad
de la proteólisis intracelular. En los últimos años se des

cribieron dos sistemas a los cuales se les atribuyó 1a fun

ción de "marcar" a la proteína que va a ser degradada, aumen

tando asi su susceptibilidad a la proteólisis. En uno de e

llos, 1a marca consiste en 1a oxidación de determinados re



siduos histidina y/o lisina (46,47), lo cual da comoresul

tado una enzima inactiva, que es degradada en una segunda

etapa por proteasas capaces de discriminar entre la enzima

modificada y la nativa (46,48-50). Este mecanismofue des

cripto inicialmente para la inactivación de glutamina sin

tetasa bacteriana (46), pero posteriormente se demostró su

efectividad sobre veinte enzimas purificadas de distintas

fuentes (bacterias, levaduras, higado de rata y músculo de

conejo) (51,52). El mecanismode 1a inactivación consiste
3+

en las reducciones enzimáticas de 02 a HZO2y de Fe a Fe
a expensas de diversos dadores de electrones (NADH,NADPH,

2+

xantina, acetaldehído, glucosa), seguidas de una reacción

no enzimática entre HZOZy Fe2+ con producción de "oxígeno
activado", el cual oxida ciertos aminoácidos de 1a enzima

a marcar, provocándole cambios conformacionales que la ha

cen susceptible al ataque proteolítico (51). Hansido des

criptos ya siete sistemas enzimáticos diferentes en bacte

rias e hígado de mamíferos capaces de catalizar la oxidación

(53). Un punto importante de este mecanismo es el hecho que

los sustratos protegen a las enzimas de la inactivación o

xidativa (46,48-51), lo cual garantiza una regulación espe

cífica del proceso y permite explicar las variaciones en

1a velocidad de degradación de enzimas individuales en res

puesta a fluctuaciones en 1a concentración de sus sustratos

producidas en distintos status nutricionales.
El otro sistema capaz de seleccionar específicamente



a una determinada proteína para su degradación es el de la

ubiquítina, sistema proteolítico dependiente de ATPque fue

descripto en reticulocitos (56-62). La ubiquítina es un pe

queño polipéptido (PM=9kDa)que se conjuga con las proteínas

"sustrato" provocándoles cambios conformacionales que las

hacen susceptibles a proteasas específicas para degradar a

esos conjugados. En una primera etapa, se produce una acti

vación del aminoácido C-terminal (glicina) de la ubiquítina

por formación de un enlace tioéster con una enzima activan

te, en reacción dependiente de 1a hidrólisis de ATP. Poste

riormente, esos tioésteres reaccionan con grupos e-amino de

lisinas presentes en la proteína sustrato, dando los conju

gados que, en una tercera etapa son degradados por proteasas

especificas con liberación de péptidos unidos a ubiquítina.

Finalmente, una amidasa separa esos péptidos de las molécu

las de ubiquítina, que puedenser reutilizadas. Este siste

ma parece ser responsable de la degradación selectiva de pro

teínas anormales y de la eliminación de muchas proteinas que

dejan de ser necesarias al producirse la maduración de reti

culocito en eritrocito. Sin embargo, a pesar de que la ubi

quítina fue encontrada en una gran variedad de tejidos de

mamíferos (60), el sistema degradativo sólo pudo detectarse

en reticulocitos, por lo que no se puede generalizar acerca

de su verdadera función biológica.

Hayotras modificaciones post-traduccionales que también

han sido propuestas comoposibles mecanismos de regulación



de la vida media de ciertas enzimas, tales comola fosfori

lación de residuos serina o treonina, la glicosilación, la

carbamilación de grupos e-amino de residuos lisina, 1a dea

midación de residuos glutamina o asparagina, la oxidación

de residuos metionina, etc. (53,63). Además,otro factor que

influye en la velocidad de degradación de ciertas enzimas

es la presencia o ausencia de sus sustratos, productos o co

factores. En efecto, hay numerosos ejemplos en los cuales

la presencia de sustratos aumenta la vida media de determi

nadas enzimas in vivo y disminuye su vulnerabilidad a prote

asas in vitro (63,64). Contrariamente, la presencia de pro

ductos finales o la ausencia de cofactores pueden promover

1a degradación de ciertas enzimas (63-65).

A la luz de todos estos estudios queda claro que las

células tienen múltiples vías para degradar sus proteínas.

A pesar de que estos mecanismos han sido estudiados en mayor

detalle en tejidos no musculares, parece bastante probable

'que tengan muchos puntos en comúnen distintos tejidos, in

cluyendo el músculo.

1.2. DEGRADACION DE PROTEINAS MUSCULARES

El músculo esquelético constituye el 40-45%del peso

corporal de los vertebrados, y es considerado como su mayor

reserva de proteínas, ya que, en situaciones de ayuno, los

aminoácidos provenientes de la degradación de proteinas mus
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culares sirven directamente comofuente de energía, actúan

comoprecursores para 1a gluconeogénesís hepática y partici

pan en la síntesis de proteinas esenciales para la adaptación

a1 ayuno (66,67).

La velocidad de degradación de proteínas musculares tam

bién se modifica comorespuesta a otras situaciones que re

quieren una adaptación del organismo, tales comovariaciones

en el nivel de actividad muscular (68), tratamientos hormo

nales (69,70), procesos infecciosos, febriles o traumáticos

(71-73), distrofia muscular (74), atrofia por denervación

(69), etc.,y está precisamente regulada por 1a disponibili

dad de una gran variedad de factores hormonales y nutricio

nales tales comoinsulina, glucocorticoides, prostaglandinas,

hormonastiroideas, aminoácidos, sustratos oxidables y 02
(69,75-79). Aunque e1 músculo contiene todos los elementos

del sistema lisosomal (80) y es capaz de realizar autofagía,

el funcionamiento de los mecanismoscelulares responsables

de la degradación proteica in vivo y sus modificaciones en

diferentes condiciones no está claro hasta el presente.
Entre las distintas clases de proteínas presentes en

el músculo, las miofibrilares, que constituyen más del 50%

de su proteína total, han recibido especial atención de par

te de fisiólogos y bioquímicos por ser las responsables de

la característica distintiva de 1a célula muscular, que es

la transformación de la energía química en mecánica para la

contracción, pero también han sido extensivamente estudiadas



por tecnólogos alimentarios, ya que son responsables en gran

parte de 1a capacidad de retención de agua, de la capacidad

emulsificante y de la terneza de las carnes (81). Además,

son de interés desde el punto de vista nutricional, porque

contienen proporciones relativamente altas de aminoácidos

esenciales (81).

Hay varias evidencias que sugieren que al menos las pri

meras etapas en la degradación de proteínas miofibrilares

son eventos extralisosomales. Por un lado, existe heteroge

neidad en los tiempos de Vida media de distintas proteínas

miofibrilares (82), lo cual hace pensar en un mecanismose

lectivo, presumiblemente no lisosomal. Por otra parte, en

músculos tratados con inhibidores de la proteólisis lisoso

mal, tales comoleupeptin y cloroquina, la degradación de

miosina previamente marcada con isótopos radiactivos, y pro

bablemente de otras proteínas miofibrilares, no se ve afec

tada a pesar de inhibirse la proteólisis celular general (83,
84). Además,en estudios realizados sobre la involución del

músculo intersegmental de insectos en metamorfosis, que es

un excelente modelode proteólisis acelerada, se observa u

na primera etapa de disolución de miofilamentos no afectada

por inhibidores de la proteólisis lisosomal, seguida de una

segunda etapa sensible a dichos inhibidores, en la cual se

produce 1a involución y la rápida destrucción de las fibras,

paralelamente al aumento del número y tamaño de los lisoso

mas y a la aparición de vacuolas autofágicas que contienen



organelas y estructuras membranosas, pero no elementos mio

fibrilares (85-87). Estos resultados sugieren que 1a degra

dación de miofibrillas probablemente se iniciaría por 1a ac

ción de proteasas solubles que desarmarían su estructura,

para, luego, en una segunda etapa, completarse su degradación

en el interior de los lisosomas. Por el contrario, estudios

recientes realizados con músculo de rata perfundido con in

hibidores de la proteólisis lisosomal, en los cuales se uti
liza 1a liberación de S-metil histidína comomedida de la

degradación de proteínas miofibrilares, sugieren que dicho

proceso ocurre total y exclusivamente por un mecanismo no

lisosomal, tanto en condiciones basales comode ayuno (88),

De todas maneras, para llegar a la elucidación de los

mecanismosdegradativos se hace necesario el conocimiento

de las enzimas proteolíticas presentes en el tejido muscular,
las cuales han sido extensivamente estudiadas en mamíferos

y aves.

I.3. SISTEMAS PROTEOLITICOS MUSCULARES

De las trece peptidasas lisosomales conocidas, sólo sie

te han sido encontradas en tejido muscular (89). Tres de e

llas son exopeptidasas (catepsina A o carboxípeptidasa A,

catepsina B2 o carboxipeptidasa B y catepsina C o dipeptidil
aminopeptidasa I), una es tanto aminopeptidasa comoendopep

tidasa (catepsina H),-y las tres restantes son endopeptida



sas (catepsinas B, D y L). Debido a esta combinación de exo

y endopeptidasas, a la amplia especificidad de varias de e

llas, a su alta concentración en el interior de los lisoso

mas y a que el pH intralisosomal, de alrededor de 4,5 (23),

es cercano al pH en el cual la mayoría muestra máxima acti

vidad (89), parece muyprobable que una vez que las proteí

nas son internalizadas en los lisosomas sean rápidamente con

vertidas en aminoácidos y pequeños péptidos (90). Estudios

realizados con las catepsinas B (91), D (91,92) y L (93) pu

rificadas demostraron que dichas enzimas tienen gran capaci

dad para degradar proteínas miofibrilares, tanto aisladas

comoformando parte de 1a estructura de las miofibrillas.

Sin embargo, por lo expuesto anteriormente, su participación

en las etapas iniciales de la degradación de miofibrillas

es poco probable.

Por eso, y a pesar de que los primeros trabajos sobre

proteasas de músculo indicaban que la actividad de extractos

musculares a pHneutro y alcalino era despreciable (94), nu

merosos estudios posteriores llevaron a1 conocimiento de pro

teasas capaces de actuar a esos pHs, a las cuales se atribu

yó la función de iniciar el catabolismo de miofibrillas. En
2+tre ellas, las proteasas dependientes de Ca o calpaínas

han sido las más detalladamente estudiadas, desde que Reddy

y colaboradores encontraron que una fracción post-mitocondrial

de músculo de conejo era capaz de remover las líneas Z de
2+miofibrillas aisladas, en un proceso dependiente de Ca (95).



Estudíos posteriores realizados con la calpaína purificada

de músculo porcino mostraron que esa proteasa ejercía una

acción muyespecífica y limitada sobre algunas proteínas con

tráctiles: las cadenas T e I de la troponina, 1a tropomiosi

na y la proteína C. Además, provocaba la remoción de las

líneas Z, la degradación de las líneas My 1a solubilización

de a-actinina intacta de miofíbrillas aisladas (96-98).

Muchostrabajos posteriores (referencias en (99,100))

mostraron que 1a calpaína estaba presente en músculo de dis

tintas fuentes (rata, pollo, conejo, ser humano,etc.) y tam

bién en tejidos no musculares (cerebro, riñón, plaquetas,

eritrocitos, etc.), y que en todos ellos presentaba algunas

características comunes:era una endopeptidasa citosólica,

requería concentraciones milimolares de Ca2+y un agente re

ductor de grupos tiol para su máximaactividad, su rango de

pH óptimo estaba entre 7,0 y 8,5, su componente activo era

un polipéptido de 80 kDa de peso molecular, que en algunos

casos estaba acompañado por otra cadena de 30 kDa en relación

equimolar, y tenía una gran especificidad de sustrato, ya

que no actuaba sobre la mayoría de los péptidos cortos que

se utilizan habitualmente comosustratos de proteasas.

Unode los principales obstáculos para considerar las

funciones fisiológicas de 1a calpaína fue su requerimiento
. +de concentrac1ones de Ca2 tan altas como 1-S'mM, las cuales

son de tres a cinco órdenes de magnitud superiores a las concen

traciones intracelulares (101), hasta que estudios realiza



dos con músculo cardíaco canino demostraron la existencia

de una segunda calpaína, que requería concentraciones micro

molares de Ca2+para expresar su actividad (102). Posterior

mente, la presencia de las dos formas enzimáticas fue detec

tada en numerosos tejidos (99,100), y se denominó calpaínas

I y II a las activadas por concentraciones micro- y milimo
lares de Ca2+ respectivamente. Hasta el presente se descono

ce la significación fisiológica de la coexistencia de ambas

proteasas en una misma célula, y el hecho de sí una de ellas

es precursora o no de la otra in vivo sigue siendo materia

de discusión. De todos modos, a pesar de estos interrogantes

y de las diversas funciones que se han atribuido a las cal

paínas en distintos tejidos (activación de C-quinasas, degra

dación de neurofilamentos, transformación de proteínas recep

toras de hormonasesteroides, etc.) (99,100), en músculo es

tas enzimas siguen siendo consideradas por algunos autores

comocandidatos para iniciar el catabolismo de proteínas mio

fibrilares. Por el contrario, los estudios mencionadosante

riormente (83,88) en los cuales se inhibe la proteólisis li
sosomal con leupeptïn sin interferir la degradación de pro

teínas miofibrilares cuestionan la participación de la cal
paína en este proceso, ya que dicha enzima también es fuer

temente inhibida por leupeptín (97).

Ademásde estas proteasas neutras dependientes de Caz+,

varias serín-proteasas de tipo quimotripsina han sido puri

ficadas a partir de homogenatos de músculo en distintas con



diciones. Sus denominacionesfueron serín-proteasa alcalina

(103), proteasa miofibrilar alcalina (104), proteasa miofi

brilar de rata (105), proteasa alcalina muscular (106) y pro

teasa hidrolizante de miosina (107). Todas estas enzimas se

dimentan con la fracción de proteínas miofibrilares, tienen

su pH óptimo en el rango alcalino, muestran gran capacidad

de degradar distintas proteínas miofibrilares, y tienen otras

propiedades bioquímicas muysimilares, lo cual hace pensar

que se trata de una misma enzima. A pesar de que mucho se

especuló respecto de su función en el catabolismo de prote

ínas miofibrilares, todas las especulaciones fueron echadas

por tierra al demostrarse por procedimientos inmunohistoquí

micos que la enzima no pertenecía a la célula muscular sino

que estaba localizada en los mastocitos presentes en el mús

culo esquelético (108,109), y que era idéntica a la quimasa

I de dichas células (110).

Otras dos proteasas no lisosomales fueron aisladas de

músculo de rata. Una de ellas es una serïn-proteasa de tipo

tripsina encontrada en músculo intestinal(111), que presen

ta una capacidad de degradar proteínas miofibrilares mucho

mayor que las calpaínas (112,113), y a la que también se a

tribuyó una función iniciadora en el catabolismo de miofibri

llas. Sin embargo, estudios inmunoquímicosposteriores demos

traron que esta enzima tampoco es muscular, sino que está

localizada en otro tipo de células (89). La otra enzima es

una proteasa multicatalítica de alto peso molecular que fue



recientemente aislada de músculo esquelético de rata (114).

Esta enzima, que sí está localizada en 1a célula muscular

(114), es capaz de actuar apHneutro y alcalino sobre dife

rentes sustratos, y tiene la interesante propiedad de ser

activada por ácidos grasos y SDS (115), lo cual permite ha

cer numerosas especulaciones acerca de sus funciones y su

regulación in vivo, aunque aún no se conoce de que manera

participa en el catabolismo proteico.

Si bien es bastante lo que se conoce acerca de las di

ferentes enzimas proteolíticas presentes en músculo de mamí

feros y aves, los estudios orientados a la caracterización

de proteasas de tejido muscular de pescado son mucho más in

completos. Con respecto a las proteasas lisosomales, sólo

han sido identificadas en músculo de pescado las catepsinas

A (116), B (116), C (116) y D (117), algunas de las cuales

(catepsina B (118), catepsina D (117-120)) fueron purifica

das y caracterizadas, mostrando propiedades similares a las

correspondientes enzimas aisladas de músculo de mamíferos

(118).

Sólo tres proteasas no lisosomales han sido descriptas

en músculo de pescado. Dos de ellas son neutras, una depen
2+diente de Ca con propiedades similares a las de la calpaí

na II de músculo de mamíferos (121) y la otra independiente

de Ca2+ (122,123), mientras que la tercera es una proteasa

alcalina que fue encontrada en músculo de más de 20 especies

de peces de agua dulce y salada (124), y es la que ha sido



estudiada en mayordetalle. El interés por el estudio de es

ta enzima surgió de un problema tecnológico que aparecía en

la elaboración del "kamaboko", producto pesquero consumido

en el Japón que consiste en una pasta obtenida moliendo pes

cado con sal y sometiéndolo a cocción hasta obtener una de

terminada dureza y elasticidad. En la preparación de dicha

pasta se observó que cuando la cocción se efectuaba a tempe

raturas por encima o por debajo de 60-65°C se obtenía un pro

ducto con propiedades reológicas adecuadas, mientras que cuan

do la cocción se realizaba a 60-65°C la pasta perdía elasti

cidad, en un fenómeno denominado "himodori" (125). Estudios

realizados para explicar este inconveniente llevaron a la

detección de una proteasa alcalina cuya temperatura óptima

es de 60-65°C y cuyo pH óptimo es de alrededor de 8 (126-128),

a la cual se atribuyó la responsabilidad de producir el "hi

modori" del "kamaboko" (129). Posteriormente, 1a enzima fue

purificada y caracterizada (130-134), mostrando algunas pro

piedades interesantes: es una enzima tiólica de alto peso

molecular que posee cuatro tipos de subunidades distintas,

es termoestable, y no tiene actividad detectable por debajo

de 55°C a menos que se agreguen altas concentraciones de a

gentes desnaturalizantes tales comourea en el medio de in

cubación, lo cual hizo imposible determinar cuáles pueden

ser sus funciones en el tejido in vivo.



1.4. MECANISMOS DE CONTROL DE LAS ENZIMAS PROTEOLITICAS

Es importante destacar que las enzimas proteolíticas

no sólo intervienen en el catabolismo de proteinas, sino que

también cumplen funciones más o menos especializadas en dis

tintas células y tejidos, actuando en procesos tan diversos

como maduración de hormonas, respuestas inmune e inflamato

ria, coagulación sanguínea y fibrinólisis, control de la pre

sión sanguínea, fertilización, esporulación, germinación,

transformaciones oncogénicas, etc. Por tal motivo, es eviden

te que las proteasas deben estar sometidas a mecanismos muy

precisos de control in vivo, ya que, de lo contrario, provo

carían daños irreversibles a las células y tejidos en los
cuales se encuentran.

Las células vivas tienen diversas maneras de controlar

la actividad de sus proteasas. Por ejemplo, hay proteasas

tan específicas para un determinado sustrato que son capaces

de seleccionarlo entre distintas proteínas sin mecanismos

de control adicionales (63). Otras proteasas, en cambio, se

regulan a través de 1a modulación de sus proteínas sustrato,

las cuales pueden variar su susceptibilidad al ataque proteo

litico por modificaciones covalentes, oxidaciones, interac

ción con otras proteínas, metabolitos, coenzimas o efectores

alostéricos, tal comose mencionóanteriormente. La activi

dad de otras enzimas proteolïticas puede controlarse por u

na adecuada compartamentalización intracelular, comoes el
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caso de las proteasas lisosomales, que están restíngidas a

actuar dentro de un determinado ambiente. Por otra parte,

hay proteasas cuyo control se ejerce al ser sintetizadas co

mo zimógenos o precursores inactivos, que se convierten en

1a forma activa por eventos proteoliticos limitados cuando

las circunstancias así lo requieren. Un ejemplo típico de

este mecanismoes la activación en cascada de las proteasas

que intervienen en 1a coagulación sanguínea (135). Otra for

ma de control de 1a actividad de proteasas es a través de

la inducción o represión de su síntesis en respuesta a dife

rentes situaciones nutricionales o ambientales. Un ejemplo

clásico de este mecanismoes la inducción de 1a proteasa co

dificada por el gen rec A en E. coli para poner en marcha

el sistema de reparación del DNAcuando éste sufre daños por

radiaciones (63). Por otro lado, la actividad de muchaspro

teasas puede estar controlada por la presencia de activado
4.res, tales como el Ca2 para el caso de las calpainas, o in

hibidores específicos que forman complejos estables con las

enzimas correspondientes.

El estudio de los inhibidores de proteasas tuvo gran

impulso en los últimos años, no sólo por el interés por co

nocer su intervención en el catabolismo proteico sino también

por los potenciales usos terapéuticos de algunos de ellos

(136,137), asi comopor su influencia en el valor nutritivo

de algunos alimentos (138,139). Numerosos inhibidores han

sido descriptos en animales, plantas y microorganismos; al
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gunos son altamente específicos para una determinada prote

asa, otros para distintas proteasas dentro de un mismotipo,

y hay algunos que son capaces de actuar sobre más de un ti

po de proteasas (140). En animales, las principales fuentes

de inhibidores de proteasas son el plasma sanguíneo, el pán

creas, el calostro y la clara de huevo, mientras que en ve

getales los inhibidores de papa y granos de leguminosas han

recibido muchaatención (140). En algunos casos, sus funcio

nes parecen bastante claras. Por ejemplo, los inhibidores

pancreáticos protegen al tejido de la activación prematura
de los zimógenosde proteasas, los del tracto respiratorio

lo protegen contra proteasas que puedan liberarse de granu

locitos y macrófagos en condiciones patológicas, y los san

guíneos actúan evitando la activación prematura de zimógenos

de proteasas y comomecanismo de regulación de la coagulación

y la fibrinólisis. En cambio, en muchosotros casos su fun

ción se desconoce, y ni siquiera pudo encontrarse una enzi

ma sobre 1a cual ejerzan su acción dentro del mismotejido.

Bastante poco es lo que se conoce acerca de inhibidores

de proteasas en músculo. De ellos, el que ha sido estudiado

en mayordetalle es el calpastatín, proteína de extraordina

ria termoestabilidad que actúa específicamente sobre la cal

paína en presencia de Ca2+ (141-145). También han sido ais

lados y parcialmente caracterizados inhibidores de las catep

sinas B (146-148), H (147,148) y L (148). Tanto estos inhi

bidores comoel calpastatín han sido encontrados también en



numerosos tejidos no musculares, en los cuales presentan pro

piedades muysimilares a aquellos aislados de músculo, aun

que sus concentraciones son muyvariables (99,100,147).

También fue detectada en músculos de mamíferos la pre

sencia de inhibidores de serín-proteasas. A uno de ellos,

aislado de músculo esquelético de rata (149), se le atribu

yó 1a función de regular la actividad de la proteasa alcali

na aislada del mismo músculo (106), pero más tarde se demos

tró que la enzima no pertenecía a la célula muscular, inva

lidándose esa suposición (108,109). Lo mismoocurrió con un

inhibidor de bajo peso molecular (9kDa) aislado de músculo

intestinal de rata (150), ya que 1a serín-proteasa neutra

presente en los extractos de dicho músculo (111) tampoco per

tenece a la célula muscular (89). También fue aislado un in

hibidor de tripsina de músculo cardíaco bovino (141), resul

tando ser una proteína de 70 kDa cuya función se desconoce.

Pero además de estos inhibidores, que probablemente sean pro

pios de la célula muscular, recientemente se demostró la pre

sencia de inhibidores de tripsina provenientes del plasma

sanguíneo en el interior de células de músculo esquelético

de rata (151,152), lo cual probablemente lleve a un replan

teo de sus posibles funciones fisiológicas.

La presencia de inhibidores de proteasas en músculo de

pescado se desconocía hasta 1983, en que Toyohara y colabo

radores detectaron el calpastatín y un inhibidor de tripsi

na en músculo de carpa (153). Posteriormente, este último
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fue purificado y caracterizado: es una glícoproteína termo

lábil con un peso molecular de 50-58 kDa, capaz de formar

complejos equimolares de alta estabilidad con tripsina, qui

motripsina y elastasa, inhibiendo no competitivamente a 1a

primera y competitivamente a las otras dos (154,155). Estas

propiedades lo hacen muysemejante al inhibidor a1 del plas
ma sanguíneo, lo cual coincidiría con un trabajo previo de

Hjelmeland (156), que encontró el mismoinhibidor de trípsi

na en músculo y suero de bacalao. Sin embargo, ninguno de

estos autores pudo encontrar en músculo una serín-proteasa

sobre 1a cual el inhibidor pueda actuar, razón por 1a cual

su función no pudo aún ser establecida.

1.5. CAMBIOS EN EL MUSCULO POST-MORTEM

Más allá de cuales sean los mecanismos por los que una

célula viva regula 1a acción de sus proteasas, está claro

que todos los procesos metabólicos deben estar cuidadosamen

te controlados in vivo para permitir un correcto funcionamien

to del organismo. Pero al sobrevenir 1a muerte del animal

se paraliza la circulación sanguínea, con lo cual cesa el

aporte de nutrientes, hormonas y oxígeno, perdiéndose esos

mecanismos de control y ocurriendo una serie de cambios irre

versibles que tienden a llevar a1 organismo a una situación

de equilibrio. Estos fenómenosson de particular interés en

el tejido muscular, ya.que a través de ellos se produce la
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transformación del músculo en carne, por lo cual han sido

profundamente estudiados en sus distintos aspectos desde ha

ce bastante tiempo. Para resumirlos brevemente (156,157),

podemosdecir que a1 cesar el suministro de oxígeno se para

liza la respiración celular y el glucógeno se transforma a

naeróbicamente en ácido láctico, lo cual provoca un descenso

del pH. Después de un tiempo la glucogenólisis se detiene,

ya sea por agotamiento de 1a reserva de glucógeno o por in

hibición de la fosforilasa provocada por el descenso del pH,

lo cual ocasiona un rápido agotamiento del contenido de en

laces fosfato de alta energía que lleva a la unión irrever

sible de actina y miosina, en lo que se conoce como rigor

mortis o rigidez cadavérica. La intensidad de estos fenóme

nos depende, especialmente, del estado nutricional del ani

mal en el momento de su muerte y de la temperatura a 1a cual

se lo almacena, y se reflejan en 1a calidad final del produc

to. Posteriormente, a medida que transcurre el tiempo de al

macenamiento, la carne sufre un proceso de maduración en el

cual ocurren diversas reacciones químicas que contribuyen a

su aroma y sabor, y la dureza desarrollada durante el rigor

mortis va disminuyendo progresivamente. Muchosestudios han

sido emprendidos con el objeto de conocer el proceso de tier

nización, y ya en 1917 Hoagland y colaboradores propusieron

que la proteólisis debia ser un importante factor de contri

bución en los cambios post-mortem del músculo, incluyendo

su aumento de terneza (158). Sin embargo, en los 50 años sub
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siguientes varios autores intentaron correlacionar medicio
nes químicas de la proteólisis post-mortem con 1a tierniza

ción de la‘carne, pero no obtuvieron resultados aceptables,

ya que la fracción proteica en la cual ocurre el mayor gra

do de autólisis es 1a sarcoplasmática, que no está directa

mente involucrada en la textura (89). Pero a fines de la dé

cada del '60 se cambió el enfoque del problema, y se emplea

ron técnicas electroforéticas y microscópicas que permitie

ron visualizar algunos cambios post-mortem. A nivel ultraes

tructural se observó que las miofibrillas no sufren cambios

muydrásticos durante el almacenamiento de la carne, pero

ocurre una degradación de las líneas Z que les provoca una

fragmentación en segmentos más pequeños, y, en menor medida,
1

una alteración de las líneas M (159-164). Por otro lado, se

observaron cambios en las interacciones entre miosina y ac

tina, que se reflejan en variaciones de las actividades ATPasa

de 1a actomiosina y en las menores concentraciones de ATP

necesarias para disociar la actomiosina (165-167). Desde el

punto de vista de 1a proteólisis ocurre muypoca alteración

en las proteínas contráctiles y regulatorias, siendo sólo
evidente 1a desaparición de la troponina T con la aparición

concomitante de un producto de degradación de.30kDa (168-170).

Ademásde 1a conocida ultraestructura de fibras gruesas

(miosina) y delgadas (actina), el músculo estriado presenta

una extensa red de filamentos transversales y longitudinales

que fue descubierta recientemente, a la cual se atribuye un
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papel muy importante en el mantenimiento de la integridad

muscular. Los tres componentesproteícos principales de di

cha red son la titína, la nebulina y la desmina. La titína

es una proteína larga y flexible de muyalto peso molecular

(1000 kDa), que aparentemente constituye una serie de fila

mentos longitudinales que se extienden de una línea Z a la

otra dentro de un mismo sarcómero (171-174). La nebulina es

otra proteína de alto peso molecular (500 kDa) localizada

principalmente en la línea N2, que es una estructura trans
versal ubicada dentro de la banda I (171,173-175). Y por Gl

timo, la desmina es una proteína minoritaria de la miofibri

lla, con un peso molecular de 55 kDa, localizada en las in

mediaciones de 1a línea Z, capaz de formar filamentos de diá

metro intermedio (10 nm), que servirían de conexión entre
líneas Z de miofibrillas adyacentes (173,174,176,177). La

función individual de estas tres proteínas, que constituyen

el citoesqueleto de 1a fibra muscular, no se conoce con exac

titud, pero parece claro que están relacionadas con la elas

ticidad, la integridad y la continuidad estructural del müs
culo.

En algunos trabajos se mostró que la titína (178), 1a

nebulina (178) y la desmina (174,179) de músculo bovino su

fren proteólisis post-mortem, lo cual podria estar relacio
nado muchomás directamente con la tiernización de la carne

que la degradación de troponina T con producción del polipép

tido de 30 kDa, cuya correlación con 1a terneza (169,180)
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parece más una coincidencia temporal que una relación de cau

sa a efecto, ya que a esa proteína no se le conocen funcio

nes estructurales. De todas maneras, la incerteza respecto
de cuáles son los eventos degradativos que causan la tierni

zación post-mortem sigue sin resolverse, y además de la pro

teólisis de componentesmiofibrilares también merecería es

tudiarse en mayor detalle la acción de proteínas tales como

1a gelsolina (181), capaces de fragmentar filamentos de ac

tina, así comolos cambios que sufren los componentes protei

cos extracelulares que actúan comonexo entre células adya

centes, de los cuales prácticamente lo único que se sabe es

que el colágeno no sufre proteólisis post-mortem, ni aún en

un año de almacenamiento de músculo estéril a 37°C (157).

Con respecto a cuáles son las proteasas responsables

de los cambios post-mortem, algunas características de la

acción de las calpaínas sobre miofibríllas aisladas, tales

como su capacidad de degradar las líneas Z y M (96-98), tro

'ponina T con producción del polípéptido de 30 kDa (169,170)

y nebulina (182,183), y la modificación de las actividades

ATPasamiofibrilares (89) sugieren la intervención de dichas

enzimas en la tiernización de la carne, por su similitud con

los cambios post-mortem. La desmina purificada también es

muy buen sustrato de la calpaína (184), y en cuanto a 1a pro

teólisis de titina hay algunas controversias, ya que dicha

proteína es susceptible a calpaína bovina (182) pero resis

tente a calpaína de pollo (183). Sin embargo, las condicio
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nes de pH y concentración de Ca2+ en el músculo post-mortem,

así comola presencia del calpastatín, no son compatibles

con una actividad significativa de la calpaína, por lo cual

no puede asegurarse que actúe durante el almacenamiento de

la carne, así comotampoco puede descartarse la intervención

de otras proteasas, tales comolas catepsinas L y D, cuya

acción sobre miofibríllas aisladas también muestra algunos

aspectos similares a los de 1a calpaína (93, 185,186).

Si bien el músculo de pescado es similar en estructura

y funcionamiento a los de los animales de sangre caliente,

hay algunas diferencias que es importante remarcar. Por un

lado, su composición proteica es distinta, ya que tiene una

mayor proporción de proteínas miofibrilares (65-75%frente

a 52-56%) y una menor proporción de tejido conectivo (3-10%

frente a 10-20%) que el músculo de mamíferos, lo cual, suma

do a la menor temperatura necesaria para gelatinizar el co

lágeno (SO-45°C frente a los 63-65°C del colágeno bovino)

explica al mismotiempo la relativa blandura y el alto valor

nutritivo de la carne de pescado (156). Por otra parte, las

proteínas miofibrilares de pescado son más susceptibles a

1a agregación y desnaturalización y a la digestión tríptica

que las de mamíferos (187). El desarrollo y la desaparición

de la rigidez cadavérica son mucho más rápidos que en mamí

feros (30 horas frente a 15 días a 0°C), y el descenso de

pH post-mortem es mucho menor (pH 6,2-6,6 frente a S,4-S,5

en rigor mortis), lo cual contribuye a su alterabilidad des
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pués de 1a muerte al no inhibirse la proliferación microbia

na (156). Por estos motivos, los procesos que ocurren en el

músculo durante su almacenamiento en hielo, que es la forma

habitual de conservación desde su captura hasta su procesa

miento o consumo, son de interés no por su aspecto beneficio

so, tal como sucede en la maduración de las carnes bovinas,

sino por su acción perjudicial para la calidad del producto
final.

Hay en la literatura una gran cantidad de trabajos en

los cuales se describen los cambios en aspectos físicos (fir

meza de la carne, propiedades eléctricas de la piel y múscu

los adyacentes, índice de refracción y opacidad de las len

tes oculares, viscosidad de extractos de músculo, etc.), quí

micos (pH, bases volátiles totales, trimetilamina, ácidos

grasos libres, hipoxantina, histamina, peróxidos, aminoáci

dos libres, etc.), enzimáticos (actividad de ATPasasmiofi

brilares y actomíosínicas) y organolépticos que sufre el pes
cado almacenado en distintas condiciones (entero o descabe

zado y eviscerado, en hielo o agua de mar refrigerada, irra

diado, con el agregado de conservadores, etc.). Sin embargo,

1a mayoría de estos estudios han sido encarados desde un as

pecto fenomenológico, pero muy poco es lo que se sabe respec

to de cuáles son los factores que los producen, y hay una

hipótesis ampliamente aceptada que es que las primeras eta

pas del deterioro del pescado consisten en reacciones hidro

líticas catalizadas por enzimas endógenas, con formación de
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nutrientes que permiten 1a penetración y proliferación bac

teriana (188). Entre esas hidrolasas endógenas parece obvio

que las proteasas deben ser consideradas con especial aten

ción, debido a su muyprobable influencia en los evidentes

cambios texturales que ocurren durante el almacenamiento del

pescado en hielo, aún en períodos de tiempo más cortos que

los necesarios para la proliferación bacteriana y la apari

ción de compuestos indicadores de 1a misma, tales como tri

metilamina (189,190).

Es muy poco lo que se conoce respecto de los cambios

proteolíticos post-mortemque sufren las proteínas miofibri

lares de pescado refrigerado, y los escasos resultados publi

cados son dispares en distintas especies. Por ejemplo, las

proteínas contráctiles del granadero no sufren proteólisis

post-mortem en 15 días de almacenamiento (191), mientras que

en sardina se observa una degradación de miosina en 6 días

de conservación (192). En cuanto a los cambios sufridos por

las proteínas del citoesqueleto, los resultados de los dos
únicos trabajos publicados son contradictorios a pesar de

haber sido realizados sobre la mismaespecie (carpa): en uno

de ellos se muestra que tanto la títina comola nebulina se

degradan en un día de almacenamiento post-mortem (193), mien

tras que en el otro 1a titina permanece intacta después de

10 días a 0°C (194).

Con respecto a la acción de proteasas de músculo de pes

cado sobre proteínas miofibrilares lo único que se conoce
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es que la calpaína de carpa es capaz de producir fragmenta

ción de miofibrillas, degradación de las subunidades T e I

de la troponina y solubilización de a-actinina (121), al i

gual que su par de mamíferos y aves. En cuanto a las prote

asas ácidas y alcalina, su acción sobre miofibrillas no ha

sido descripta, y su participación en 1a proteólisis in vi

vo o post-mortem se desconoce por completo.

1.6. OBJETIVOS DEL TRABAJO

El objetivo central de este trabajo fue aislar y curac

terizar proteasas alcalinas presentes en músculo de corvina

y estudiar su acción sobre sustratos endógenos, poniendo es

pecial atención en las proteínas miofibrilares por todo lo

expuesto anteriormente. Además, se investigó la presencia

de inhibidores endógenos de dichas proteasas, por su impor

tancia comoelementos de control de la degradación proteica.
'También se estudiaron los niveles de dichas enzimas a 10 lar

go del tiempo de conservación del pescado en hielo, con el

objeto de poder evaluar su posible participación en el dete
rioro.

Se utilizó a la corvina comomaterial de estudio a pe

sar de no ser una especie de gran importancia comercial en

la Argentina, porque se la captura en condiciones biológicas

y nutricionales bastante constantes durante todo el año, de

bido a que en el área de operaciones de la flota pesquera
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comercial del puerto de Mar del Platano aparecen en ningún

momento ejemplares maduros sexualmente, ya que 1a zona de

puesta es en aguas de baja salinidad del Río de la Plata,

desde donde los ejemplares ya desovados migran hacia el sur

(195-197). Además, 1a posibilidad de obtener ejemplares cap

turados por embarcaciones costeras y de media altura garan
tiza las condiciones adecuadas de frescura de las muestras.
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M.1. PESCADO

Se utilizó corvina rubia (Mo/mpogonopa/LcuLa/uló)captura

da en la plataforma continental argentina durante todo el

año por la flota pesquera comercial del puerto de Har del

Plata. Los ejemplares fueron almacenados en cajones con hie

lo hasta su arribo al laboratorio, el cual se produjo entre

2 y 48 horas después de su captura, para luego ser procesa

dos inmediatamente.

M.2. REACTIVOS

El DEAE-Sephacel y el Sephadex 6-200 fueron adquiridos

a Pharmacia Fine Chemicals, la azocaseína, el EDTA,el Z-MCE,

el pepstatín, el SBTI, el p-OHMB,el TLCK, el TPCK, el BAEE,

el TAME,el BTÉEy los patrones de peso molecular a Sigma

Chemical Co. y la trípsína a Dífco Laboratories. Todos los

demás reactivos fueron de grado analítico.

“.3. PREPARACION DE EXTRACTOS DE MUSCULO

Se extrajeron los filetes del pescado, se los lavó y

se los raspó con una espátula para separar el músculo del

tejido conectivo.Se separó manualmenteel músculo rojo del

blanco, y a este último se lo homogeneizó durante 1 minuto

con 2 volúmenes de KCl 2% en un homogeneizador Virtis. Se
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dejó reposar el homogenato durante 30 minutos y luego se lo

centrifugó a 10.000 x g por espacio de 20 minutos. El sobre

nadante se dializó durante Una noche contra NaCl 0,1 Men

buffer borato S mMpH 7,S (buffer A) y la solución así obte

nida se denominóextracto crudo. El extracto calentado se

obtuvo sometiendo una porción del sobrenadante de la centri

fugación anterior a un calentamiento a 60°C durante S minu

tos, tras lo cual se separó el material insoluble mediante

una centrifugación de 20 minutos a 10.000 x g y la solución
resultante se dializó durante 1a noche contra buffer A. To

das las operaciones se efectuaron a 0-4°C.

M.4. CROMATOGRAFIA DE EXTRACTOS CRUDOS DE MUSCULO EN COLUM

NA DE DEAE-SEPHACEL

Se empleó una columna de 1,7 x 25 cm previamente equi

librada con buffer A. Se sembraron 150 m1 (2 g de proteínas)

de extracto crudo, se lavó la columna con buffer A hasta que

la densidad óptica a 280 nmdel eluato alcanzó la línea de

base y luego se conectó un gradiente lineal de NaCl entre

0,1 y 0,5 M en borato 5 mHpH 7,5, cuyo volumen total fue

de 400 ml. Se recogieron fracciones de 3 ml, en las cuales

se midió actividad proteolítica y actividad inhibitoria de

tripsina. La velocidad de flujo fue de 20-30 ml/hora a lo

largo de toda la corrida, la cual se realizó a 0-4°C.
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M.5. MEDICION DE ACTIVIDADES PROTEOLITICA E lNHIBITORIA DE

TRIPSINA

La actividad proteolítica se midió en mezclas de incu

bación de 1 ml que contenían azocaseína 1%, la cantidad de

solución enzimática que se detalla en cada experimento y buf

fer en concentración 0,1 M. Los buffers utilizados fueron:

fosfato para pH menor que 8,1, Tris-ClH para pH entre 8,1

y 9,1 y carbonato para pH mayor que 9,1. Las mezclas se in

cubaron durante 3 horas a la temperatura indicada en cada

caso, tras lo cual se les agregó 1 ml de TCA10%, se centri

fugó y se midió densidad óptica a 335 nm en el sobrenadante.

Una unidad de actividad se define como la cantidad de enzi

ma que produce un AD0335=1 cuando se la incuba a 60°C por

espacio de 1 hora en 1a mezcla estándar de reacción.

La actividad inhibitoria se ensayó en una mezcla de re

acción similar, empleando azocaseína 1%, buffer Tris ClH 0,1

M pH 8,1 (salvo en el experimento descripto en 1a Fig. 3,

en el que se estudió la dependencia de la inhibición con el

pH), 1 unidad de trípsina y la cantidad de solución inhibi

dora que se detalla en cada caso, incubando a 37°C durante

1 hora. Una unidad de trípsina se define como la cantidad

de trípsina que produce un AD0335=1cuando se la incuba a
37°C durante 1 hora en la mezcla estándar de reacción. Una

unidad de inhibidor se define comola cantidad que inhibe

en un 50%a una unidad de trípsina en las condiciones están
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dar de ensayo.

M.6. MEDICION DE ACTIVIDAD ESTERASICA DE LA PROTEASA I.

La actividad esterásica de la proteasa I se determinó

frente a dos sustratos de tripsina (BAEEy TAME)y uno de

quimotripsina (BTEE). Los medios de incubación contenían ca

da sustrato en concentración 0,5 mM,buffer Tris-ClH 50 mM

pH 8,5 y 0,02 UA/ml de proteasa I, en un volumen de 0,5 m1.

Las mezclas se incubaron a 60°C y cada 10 minutos se regis

traron variaciones de densidad óptica a 253 nm pare el BAEE,

247 nm para el TAMEy 256 nm para el BTEE. Las velocidades

de reacción se calcularon a partir de los siguientes valores

de coeficientes de absortividad molar: 1150 lxl'1cm-1para el

BAEE (193) y 409 m‘Ïcm" para el TAME(199).

M.7. DETERMINACION DE PESOS MOLECULARES POR CROMATOGRAFIA

EN COLUMNA DE SEPHADEX G-200

Se empleó una columna de 1,2 x 74 cm previamente equi

brada con buffer A. Se sembraron muestras obtenidas a partir

de las fracciones activas de la cromatografía en columna de

DEAE-Sephacel, y la elución se efectuó con buffer A a una

velocidad de flujo de 7-8 ml/hora. Se recogieron fracciones

de 0,75 ml, en las cuales se midió actividad proteolítica

y actividad inhibitoria de tripsina. La temperatura de corri
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da fue 0-4°C. Los pesos moleculares de las muestras analiza

das se calcularon por interpolación en una curva de calibra

ción construida con los siguientes patrones: tiroglobulina

(PM=650 kDa), ureasa (PM=120 kDa) y seroalbümina bovina (PM=

66 kDa). E1 volumen de exclusión (Vo) de la columna se deter

minó con Azul de Dextrano 2000.

M.8. PREPARACION DE MIOSINA, ACTOMIOSINA Y MIOFIBRILLAS

La miosina se preparó por un método diseñado en este

laboratorio (200). La actomíosina se preparó según 1a técni

ca de Tsuchiya y col. (201), y las miofibrillas siguiendo

el método de Gill y col. (202).

H.9. TRATAMIENTO ENZIMATICO DE MIOSINA Y ACTOMIOSINA

Las proteínas sustrato (1,6 mg/ml de miosina 6 2,5 mg/ml

de actomíosina) fueron incubadas con 0,1 UA/ml de cada pro

teasa (salvo en el experimento descripto en la Fig. 16) en

buffer Tris-ClH 0,1 M (pH 8,5 para la proteasa I y 9,1 para

la proteasa II) en un volumen final de 0,5 m1, a 1a tempera

tura indicada en cada caso. En los controles se reemplazó

el agregado de enzima por el de igual volumen de buffer A.

Después de los tiempos de incubación que se señalan para ca

da experimento, las reacciones se detuvieron por el agrega

do de 2 volúmenes de urea 8 M, SDS 2,5%, EDTA 5 mM, Z-MCE
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1%, buffer Tris-glicina 0,1 H pH 8,8, y las mezclas se calen

taron a 100°C durante S minutos. Alicuotas conteniendo 50 ug

de miosina o 100 ug de actomiosina originales se analizaron

por electroforesis comose describirá más adelante.

M.10. TRATAMIENTO DE MIOFIBRILLAS CON PROTEASA I.

Las miofibrillas fueron incubadas con 0,08 UA/mlde pro

teasa I en buffer Tris-ClH 0,1 MpH 7,5 (salvo en el experi

mento descripto en 1a Fig. 24 en que se estudia el efecto

del pH sobre la proteólisis), conteniendo EDTA0,5 mMpor

distintos tiempos, en un volumen final de 125 ul. Esta con

centración de EDTAno afecta la proteólisis de miofibrillas

por la proteasa I, pero se agregó rutinariamente a los medios

de incubación para evitar la acción de metalo-proteasas que

pudieran contaminar las preparaciones de enzima o de miofi

brillas. La temperatura de incubación fue de 37°C en todos

los casos excepto en el experimento descripto en 1a Fig. 29,

que se realizó a 0°C. Las digestiones (salvo las que se des

criben en la Fig. 26) fueron detenidas por el agregado de

10 ul de SBTI 20 mg/ml y las mezclas se prepararon para el

análisis electroforético comose describió en la sección M.9,

o bien se examinaron directamente al microscopio óptico en

contraste de fase o se prepararon para su examenal micros

copio electrónico comose describirá más adelante. En los

experimentos control el SBTI fue agregado al comienzo de las
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incubncíones. Los análisis clectroforóticos se efectuaron

empleandoalícuotas de 100 ug de proteína miofibrilar origi
nal.

Cuando se estudió la acción del inhibidor endógeno so

bre la degradación de miofibrillas por la proteasa I (Fig.

27), las miofibrillas fueron incubadas durante 2 horas con

1a enzima en presencia de cantidades crecientes de inhibidor,

en condiciones similares a las descriptas anteriormente. Las

reacciones se detuvieron por enfriamiento rápido a 0°C y las

mezclas se prepararon inmediatamente para el análisis elec
troforético tal comose describió en la sección M.9.

Cuandose estudió el material solubilizado por acción

de 1a proteasa I sobre miofibrillas (Fig. 23), las incubacio

nes se efectuaron en las mismas condiciones que se describió

anteriormente, pero duplicando el volumen de todos los com

ponentes del medio. Después de incubadas, las mezclas se en

friaron a 0°C, se centrifugaron a 5.000 x g durante 30 minu

tos y 100 ul de los sobrenadantes se trataron para su análi
'sis electroforético comose describió en 1a sección M.9.

M.11. INCUBACION DE HOHOGENATOS TOTALES DE MUSCULO

El músculo fue homogeneizado con S volúmenes de NaCl

0,1 M fosfato 20 mMpH 7,0, y 8 mg de proteínas de ese homo

genato se incubaron durante 2 horas a 37°C en buffer Tris

ClH 0,1 M (pH 7,5 y 8,5) en un volumen final de 0,5 m1, tras
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lo cual las mezclas de reacción se prepararon para el análi
sis electroforético comose describió en la sección M.9. Pa

ra dichos análisis se emplearon alícuotas conteniendo 150

ug de proteínas del homogenatooriginal.

“.12. ELECTROFORESIS

Los análisis electroforéticos se efectuaron según el

método de Portzio y Pearson (203), empleando geles de SDS

poliacrilamida a1 10% (salvo en donde se indique otra concen

tración), con una relación acrilamida-bisacrilamida de 100:]

(p/p). La intensidad de corriente aplicada fue de 3 mA/gel

y el tiempo de corrida fue de alrededor de 4 horas, hasta

que el marcador del frente (azul de bromofenol) llegó a 1

cm del extremo inferior del gel.

Los pesos moleculares de los polipéptidos de interés

se calcularon por medio de una curva de calibración constru

ída con los siguientes patrones: seroalbümina bovina políme

rizada (PM=264, 198, 132 y 66 kDa), ovalbúmina (PM=4SkDa),

pepsina (PM=34,7 kDa), tripsinógeno (PM=24 kDa), SBTI (PM=

21,5 kDa) y lisozima (PM=14,3 kDa).

M.13. MICROSCOPIA ELECTRONICA

Las muestras para ser examinadas al microscopio electró

nico fueron fijadas en glutaraldehído al 3%seguido de OsO4
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1,5%, teñidas en bloque con citrato de plomo de acuerdo a

1a técnica de Reynolds (204) y observadas en un microscopio

de transmisión JEH 100 C.

M.14. DETERMINACION DE PROTEINAS.

La concentración de proteínas se determinó por el méto

do de Lowry (205), utilizando seroalbúmina bovina como están

dar.
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R.1. DETECCION DE ACTIVIDADES PROTEOLITICA ALCALINA E INHI

BITORIA DE TRIPSINA EN EXTRACTOS DE MUSCULO

En una etapa preliminar de este trabajo se investigó

1a presencia de actividad proteolítica alcalina y actividad

inhibitoria de tripsina en extractos de músculode corvina.

En el método de preparación de proteasa alcalina de múscu

10 de carpa (130) se incluye un paso de calentamiento de

S minutos a 60°C que resulta bastante efectivo para la pu

rificación de la enzima. Por tal motivo, se midió actividad

proteolítica en extractos crudos y calentados en esas con

diciones. Comopuede observarse en la Tabla I, ambos extrac

tos mostraron actividad detectable tanto a 37 comoa 65°C,

y los valores obtenidos a esta última temperatura fueron

de aproximadamente el doble que a la primera. Además, las

actividades específicas del extracto calentado fueron S a

7 veces superiores a las del extracto crudo, por lo que el

empleo de este sistema pareció adecuado para una primera
caracterización de la actividad.

En la Tabla II puede observarse que el extracto crudo

tambiénmostró apreciable actividad inhibitoria de trípsina,
parte de la cual se perdió en el extracto calentado.
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Tabla I. Detección de actividad proteolítica alcalina en ex
tractos de músculo

Extracto crudo Extracto calentado
Temp. ———-——————————

Act. Act.esp. Act. Act.esp.

37°C 0,116 0,008 0,130 0,053

65°C 0,260 0,018 0,231 0,094

La actividad (pH 8,0) se determinó como se describió en la

sección “.5, empleando alícuotas de 0,7 m1de los extractos

correspondientes comofuente de enzima. Concentración de pro

teínas de los extractos: crudo, 20,4 mg/ml; calentado, 3,5

mg/ml. La actividad se expresa como AD0335/3h, y la activi

dad específica como ADOSSS/Sh-mgprot.
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Tabla II. Detección de actividad inhibitoria de tripsina en
extractos de músculo.

Act. tripsina %inhibición

Control 1,480 -—

+ Extracto
0,192 87crudo

+ Extracto
0,860 42calentado

La actividad inhibitoria de tripsina se nidió comose descri

bió en 1a sección M.S, empleando alícuotas de 0,65 m1 de los

extractos correspondientes comofuente de inhibidor. Concen

tración de proteínas de los extractos: crudo, 19,0 mg/ml;

calentado, 3,7 mg/ml. La actividad de tripsina se expresa

como ADO /h.335
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R.2. CARACTERIZACION DE LA ACTIVIDAD PROTEOLITICA ALCALINA

PRESENTE EN EXTRACTOS CALENTADOS DE MUSCULO

Empleando el extracto calentado de músculo como fuente

de proteasas alcalinas, se estudió la dependencia de la ac

tividad con 1a temperatura y el pH, obteniéndose valores

máximos a 60°C y pH 8,0-8,7, tal como puede observarse en

las Figs. 1 y 2 respectivamente. En 1a curva de actividad

en función del pH apareció también un pico menor con un má

ximo a pH 6,0-6,S, que probablemente corresponda a algún o

tro tipo de proteasa presente en el extracto, y que está fue
ra del interés de este estudio.

R.3. CARACTERIZACION DE LA ACTIVIDAD INHIBITORIA DE TRIPSI

NA PRESENTE EN EXTRACTOS CRUDOS DE MUSCULO

La Fig. 3 muestra la dependencia de la actividad inhi

bitoria de tripsina del extracto crudo con el pH, pudiendo

observarse que su acción fue efectiva en todo el rango de

pH ensayado (6,0-8,7).

Se estudió también 1a dependencia de la actividad inhi

bitoria con 1a concentración de proteínas del extracto cru

do (Fig. 4), obteniéndose mayor grado de inhibición de trip

sina a medida que aumenta 1a cantidad de extracto agregado

a1 medio de incubación. La curva inferior de la Fig. 4 se

construyó efectuando las mediciones con cantidades crecien
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Fig. 1. Dependencia de la actividad proteolítica de ex
tractos calentados de músculo con la temperatura. La
actividad proteolítica (pH 8,0) se determinó comose
describió en 1a sección M.5, empleando alícuotas de
0,70 m1 de extracto calentado como fuente de enzima.
Concentración de proteínas del extracto: 3,5 mg/ml.
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Fíg. 2. QQPendencíade la actividad proteolítica de ex
tractos calentados de músculo con el pH. La actividad
proteolítica (60°C) se determinó comose describió en
la sección M.S, empleando alícuotas de 0,70 m1 de extrac
to calentado como fuente de enzima. Concentración de
proteínas del extracto: 4,4 mg/ml.
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Fig. 3. Dependencia de 1a actividad inhibitoria de trip
sina de extractos crudos de músculo con el pH. Se deter
minó actividad de tripsina a distintos valores de pH
como se describió en 1a sección M.S, en ausencia(o-o)
o en presencia (o-o) de 0,65 m1 de extracto crudo como
fuente de inhibidor. Concentración de proteinas del ex
tracto: 19,0 mg/ml.
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Actividadtrípsina(AD0335/h)

mgprot. extracto crudo

Fíg. 4. Dependenciade la actividad inhibitoria de trip
sinade extractos crudos de músculo con 1a concentración
de proteínas. La actividad de trípsina se determinó co
mo se describió en la sección M.5, en presencia de con
centraciones crecientes de proteínas del extracto cru
do (o-o) o de las mismas concentraciones más el agrega
do de cantidad suficiente de albúmina bovina para uní
formar 1a concentración total de proteínas en 7,5 mg/ml
en todos los puntos (0-0).
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Fig. S. Efecto del precalentamiento sobre la actividad
inhibitoria de tripsina de extractos crudos de músculo.
Alícuotas de 0,60 m1del extracto crudo se precalenta
ron a 70°C durante los tiempos indicados en abscisas,
tras 10 cual se enfríaron a 0°C y se midió actividad
inhibitoria de tripsina remanente comose describió en
la sección M.S. Concentración de proteínas del extracto:
19,0 mg/ml.
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tes de proteínas del extracto crudo, pero uníformando las

concentraciones totales de proteínas en los medios de incu

bación con el agregado de albúmina, e indica que la inhibi

ción de tripsina se debe a algún componente de dicho extrac

to y no a un efecto inespecífico por 1a cantidad de proteí

na presente en el medio.

La Fig. S muestra el resultado de calentar el extracto

crudo a 70°C por distintos períodos de tiempo previamente

a 1a medición de su capacidad inhibitoria de tripsina. Pue

de observarse que el extracto pierde su potencia inhibitoria

aún a tiempos cortos de calentamiento, lo cual indica que

el componenteresponsable del efecto es termolábil.

R.4. AISLAMIENTO DE PROTEASAS ALCALINAS E INHIBIDOR DE TRIP

SINA POR CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO

Una vez estudiadas algunas propiedades de las activida

des proteolítica e inhibitoria del extracto crudo, se proce

dió a su aislamiento por cromatografía en columna de DEAE

Sephacel. Comopuede observarse en la Fig. 6, al eluir el

material unido a 1a columna con un gradiente lineal de NaCl

se obtuvieron dos picos de actividad proteolítica, a los cua

les se denominó proteasas I y II, y un pico de actividad in

hibitoria de tripsina. Es interesante señalar que 1a posición
de las dos proteasas fue reproducible en las distintas pre

paraciones realizadas, pero la del inhibidor mostró algunas
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Fig. 6. Aislamiento de proteasas alcalinas e inhibidor de trip
sina por cromatografía en columna de DEAE-Sephacel. Las condi
ciones de preparación de extracto y corrida cromatográfica quese
emplearon se detallaron en la sección M.4. Las actividades pro
teolítica (60°C, pH 8,5) (o-o) e inhibitoria de tripsina (o-o)
se midieron como se describió en 1a sección “.5, empleando alí
cuotas de 0,30 m1 de cada fracción como fuente de enzima e in
hibidor respectivamente. Se agruparon las fracciones 55-63, 66

76 y 89-100, y a estas tres mezclas se las utilizó en los expe
rimentos subsiguientes comofuente de inhibidor, proteasa l y
proteasa II respectivamente.
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variaciones, ya que si bien en 1a mayoría de los experimen

tos eluyó de la columna en la posición indicada en la Fig.

6, en otros, y por causas que se desconocen, su máximo se

superpuso con el de la proteasa I.

R.5. DEPENDENCIA DE LAS ACTIVIDADES PROTEOLITICAS CON LA TEM

PERATURA Y EL EH

En la Fig. 7 puede observarse que la actividad de ambas

proteasas toma valores máximos a 60°C, pero su comportamien

to es diferente a temperaturas menores: la proteasa II es

prácticamente inactiva por debajo de 50°C, mientras que la

proteasa I tiene a 37°C un 25%de su actividad a 60°C.

La Fig. 8 muestra las curvas de actividad en función

del pH. Se obtuvieron valores máximos a pH 8,5 y 9,1 para

las proteasas I y II respectivamente.

R.6. EFECTO DE LA UREA SOBRE LA DEPENDENCIA DE LAS ACTIVIDA

DES PROTEOLITICAS CON LA TEMPERATURA

La proteasa alcalina de músculo de carpa, cuya dependen

cia con la temperatura es similar a la de la proteasa II de

músculo de corvina (Fig. 7), tiene 1a inusual propiedad de

disminuir su óptimo de temperatura en presencia de altas con

centraciones de urea (133). Se investigó el efecto de la u

rea sobre la dependencia de las proteasas I y II con la tem
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Fig. 7. Dependenciade las actividades proteolíticas con la
tgmgeratura. La actividad proteolítica se midió comose des
cribió en la sección M.S, empleando alícuotas de 0,3 m1 de
las proteasas l (o-o) y II (0-0) como fuente de enzima, a
pH 8,5 para la protcasa I y pH 9,1 para la proteasn ll.
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Fig. 8. quendencia de las actividades proteolíticas con
el pH. La actividad proteolïtica (60°C) se midió como se
describió en la sección M.5, empleando alícuotas de 0,3 m1
de las proteasas I (o-o) y II (0-0) como fuente de enzima.
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Fíg. 9. Efecto de la urea sobre la dependencia de las activi
dades proteolïticas con la temperatura. La actividad proteolí
tica (pH 8,5) se midió a distintas temperaturas comose descri
bió en la sección M.S, empleando alícuotas de 0,30 m1 de las
proteasas I y II como fuente de enzima, en presencia de las
siguientes concentraciones de urea: 0,95M (o-o), 1,9M (A-A),
3,8M (A-Á) y el control, sin el agregado de urea (o-o).
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peratura, observándose un comportamiento similar en ambas:

con una concentración de 1,9 M el óptimo se desplaza a 50°C,

mientras que con 3,8 Mla máximaactividad se obtiene alre

dedor de 37°C (Fig. 9).

R.7. TIPIFICACION DE LAS PROTEASAS

Se ensayó 1a influencia de varios compuestos químicos

sobre la actividad de ambas proteasas con el objeto de defi

nir a cuál de los cuatro tipos de enzimas proteolíticas per

tenecen. Los resultados más significativos de este estudio

son la fuerte inhibición de 1a proteasa I por SBTI y de la

proteasa II por p-OHMB,asi comola activación de esta últi

ma por EDTAy Z-MCE(Tabla III). Este comportamiento, suma

do a la inhibición de la proteasa I por TLCK(específico pa

ra tripsina) y no por TPCK(específico para quimotripsina)

(Tabla III), y a la alta actividad esterásica de esta enzi

ma sobre sustratos de tripsina (BAEEy TAME)y no de quimo

tripsina (BTEE)que se observa en la Tabla IV, permite esta

blecer que 1a proteasa I es una serín-proteasa de tipo trip

sina y la proteasa II es una tíol-proteasa.

Debe señalarse que no se pudo detectar actividad de la

proteasa II a 37°C ni aún incluyendo EDTAy Z-MCB, ambos en

concentración 10 mM,en el medio de incubación.
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Tabla III. Efecto de varios compuestos guímicos sobre 1a ac

tividad azocaseinolítica de las proteasas I y II.

Actividad (%)
Reactivo Concentración proteasa I Proteasa II

Ninguno --- 100 100

SBTI 1 mg/ml 16 90

TLCK 1 mM 48 97

TPCK 1 mM 115 N.D.

p-OHMB 1 mM SS 6

Pepstatín 1,5 ug/ml 61 73

EDTA 10 mM 45 127

Z-MCE 10 mM 25 152

La actividad (60°C, pH 8,5) se midió como se indicó en la

sección 2.5, empleando alícuotas de 0,3 m1 de ambas protea

SHS.
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Tabla IV. Actividad esterásíca de la proteasa I.

Sustrato Concentración (mM) Actividad

BAEE 0,5 4,9

TAME 0,5 10,7

BTEE 0,5 0

La actividad se expresa en nmoles de sustrato hidrolizado

por minuto, y se determinó como se describió en 1a sección

256.
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R.8. EFECTO DEL NaCl SOBRE LAS ACTIVIDADES PROTEOLITICAS

En la Fig. 10 puede observarse que ambas proteasas fue

ron inhibidas por NaCl, pero en distinto grado. Las concen

traciones salinas que produjeron 50%de inhibición fueron

250 mMpara 1a proteasa I y 450 mMpara la proteasa II.

R.9. ESTIMACION DE LOS PESOS MOLECULARES DE LAS PROTEASAS

Y EL INHIBIDOR DE TRIPSINA

Se analizaron las proteasas y el inhibidor por cromato

grafía en Sephadex 6-200, obteniéndose pesos moleculares de

132, 363 y 65 kDa para las proteasas I y II y el inhibidor

de trípsina respectivamente (Fig. 11).

R.10. INACTIVACION TERMICA DEL INHIBIDOR DE TRIPSINA

El punto central del estudio del inhibidor de trípsina

es investigar sobre cuáles enzimas endógenas puede ejercer

su acción. Pero para ensayar su efecto sobre las proteasas

alcalinas a la temperatura óptima de las mismas se hizo ne

cesario estudiar previamente su termoestabilidad en las con

diciones de reacción, ya que los resultados obtenidos con

el extracto crudo que se describieron en la Fig. S mostraron

que el inhibidor era un componente termolábil.

La Fig. 12 muestra la estabilidad del inhibidor de trip
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Fig. 10. Efecto del NaCl sobre las actividades proteo
líticas. La actividad proteolítica (60°C) se midió co
mo se describió en la sección M.5, empleando alícuotas
de 0,30 m1 de las proteasas I (o-o) y II (o-o) como
fuente de enzima, a pH 8,5 para la proteasa I y pH 9,1
para 1a proteasa II.
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Fig. 11. Cromatografía de proteasas alcalinas e inhibidor de
tripsina en columna de Sephadex G-ZOO.Las condiciones de co
rrida se detallaron en la sección M.7. La actividad proteolí
tica (60°C) se determinó/como se describió en la sección M.5,
empleando alícuotas de 0,5 m1 de cada fracción, a pH 8,5 para
la proteasa I (o-o) y pH 9,1 para la proteasa II (o-o). La ac
tividad inhibitoria de trípsina (A-Á) se determinó comose in
dicó en la sección M.5, empleando alícuotas de 0,2 m1 de cada
fracción. Siembra: (A): 2 ml de la mezcla de fracciones 66-76
de 1a Fig. 6; (B): 2 m1 de la mezcla de fracciones 89-100 de
la Fig. 6. Vo, volumen de exclusión; T, tiroglobulína; U, ure
asa; A, seroalbümina bovina.
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Fig. 12. Estabilidad térmica del inhibidor de tripsina. E1
inhibidor aislado (0-0, 1 mg prot./m1, 9 UI/mg prot.) o el
extracto crudo (o-o, 13 mg prot./m1, 0,3 UI/mg prot.) fue
ron calentados a 60°C durante distintos períodos de tiempo,
tras lo cual se midió 1a actividad inhibitoria remanente
comose describió en 1a sección M.5. Los datos están grafi
cados comoporcentajes de la actividad inhibitoria en ausen
cia de calentamiento.
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sina a1 calentamiento a 60°C. Puede observarse que el inhi

bidor parcialmente purificado se inactiva rápidamente, pero

el extracto crudo retiene un 50%de su capacidad inhibitoria

después de 3 horas de calentamiento. Un efecto protector si

milar se observó cuando el inhibidor parcialmente purifica

do se calentó en presencia de azocaseína al 1%.

R.11. EFECTO DEL INHIBIDOR SOBRE LAS PROTEASAS I Y II

El hecho de que el inhibidor conserva un 50%de su ca

pacidad inhibitoria al ser calentado a 60°C en presencia de

azocaseína a1 1%fue utilizado para ensayar su acción sobre

las proteasas I y II. Comopuede observarse en la Tabla V,

la actividad de 1a proteasa II no se modificó por la presen

cia del inhibidor, pero se obtuvo un 39%de inhibición de

la proteasa I en las mismas condiciones, a pesar de la inac

tivación térmica parcial del inhibidor. A1 ensayar el efec

to del inhibidor sobre la actividad de 1a proteasa I a 37°C

se observó una inhibición progresivamente mayor a medida que

aumenta la concentración de inhibidor (Fig. 13).
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Tabla V. Acción del inhibidor de tripsina sobre las protea

sas I Z II.

Proteasa Actividad %Inhibición
Control + Inhibidor

I 0,389 0,237 39

II 0,309 0,319 0

Las actividades están expresadas como AD0335/3ha 60°C. Se
emplearon 2 UI/ml.
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Fig. 13. Efecto del inhibidor sobre 1a actividad azo
caseinolítica de la proteasa I a 37°C. La actividad
proteolítica se determinó comose describió en la sec
ción M.5, empleando alícuotas de 0,3 m1 de la protea
sa I precalentada a 60°C durante 20 minutos como fuen
te de enzima. Los valores se expresan comoporcentajes
de 1a actividad obtenida en ausencia de inhibidor.
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R.12. EFECTO DE LAS PROTEASAS I Y II SOBRE MIOSINA Y ACTOMIO

SINA AISLADAS

Una vez estudiadas las principales propiedades enzimá

ticas de las proteasas I y II, se investigó su acción sobre

sustratos endógenospor electroforesis, con el objeto de ob

tener información que contribuya a conocer las funciones de

las enzimas en el tejido in vivo, y su efecto post-mortem

durante el almacenamiento del pescado. Se inició el estudio

utilizando miosina purificada comosustrato, ya que esta pro

teina es la más abundante del músculo y cumple funciones es

tructurales de gran importancia. Puede verse en las Figs.

14 y 15 que las dos proteasas son capaces de degradar rápi

damente a 1a cadena pesada de miosina en fragmentos progre

sivamente más pequeños. La manera en que ambas enzimas ata

can a la miosina es diferente, a juzgar por los distintos

perfiles electroforéticos de los productos de degradación.
Además, cuando se sometió a 1a miosina a digestión exhausti

va por cada una de las dos proteasas, se obtuvieron distin

tos productos finales de proteólisis (Fig. 16). Es interesan

te señalar que los productos finales de 1a degradación de

miosina por las proteasas I y II no sufrieron proteólisis
ulterior a1 ser tratados durante dos horas adicionales con

las proteasas II y I respectivamente (resultados no mostra

dos).

A pesar de la gran capacidad mostrada por las dos enzi
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MP*—

Fig. 14. Acción de 1a proteasa I sobre miosina a 609€.
(a) Miosina no incubada. (b) Control, 30 minutos. (c)
Miosina íncubada 30 minutos con proteasa I. (d) Control,
120 minutos. (e) Miosina incubada 120 minutos con pro
teasa I. > >
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Fig. 15. Acción de la proteasa II sobre miosína a 609€.
(a) Míosina no incubada. (b) Control, 30 minutos. (c)
Míosina incubada 30 minutos con proteasa II. (d) Con
trol, 120 minutos. (e) Miosina incubada 120 minutos
con proteasa II.
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Fig. 16. Digestión exhaustiva de miosina por las prote
asas I y II a 60°C. Se incubó miosina con 0,15 UA/ml

de proteasas I (b y c) ó II (d y e) durante 2 horas,
en condiciones similares a las descriptas en la sección
M.9. Después de este período de tiempo, las mezclas (b)
y (d) se prepararon para el análisis electroforético, y
a las mezclas (c) y (e) se les agregó una segunda porción
de 0,15 UA/mlde las proteasas I y II respectivamente
y se continuó las incubaciones durante otras 2 horas,
tras lo cual fueron preparadas para el análisis electro
forético. (a) Miosina no incubada. (f) Control, 4 horas
a pH 8,5. (g) Control, 4 horas a pH 9,1.
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mas para degradar miosina aislada, cuando se estudió su ac

ción sobre complejos de actomiosina se obtuvo un resultado

interesante: sólo 1a proteasa I fue capaz de degradar las

cadenas pesadas de miosina del complejo, mientras que 1a ac

tomiosina permaneció intacta tras ser incubada con la prote

asa II en las mismas condiciones (Figs. 17 y 18).

R.13. EFECTO DEL INHIBIDOR SOBRE LA DEGRADACION DE MIOSINA

POR LA PROTEASA I.

Habiéndose observado que 1a actividad azocaseinolítica

de la proteasa I se afectaba por el inhibidor (Tabla V y Fig.

13), se investigó la acción de éste sobre la proteólisis de

miosina por dicha enzima. E1 experimento se realizó a 37°C

para evitar la inactivación del inhibidor que ocurriría a

60°C. Comopuede observarse en 1a Fig. 19, la miosina no es

degradada por 1a proteasa I (e) a menos que 1a enzima sea

preincubada a 60°C antes de 1a incubación (f). En este paso

presumiblemente ocurre la inactivación del inhibidor presen

te en la fracción enzimática (Figs. 6 y 12), ya que el agre

gado de inhibidor parcialmente purificado después de la pre

incubación a 60°C (g) evita nuevamente 1a degradación de mio
sina.
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Fíg. 17. Acción de la proteasa I sobre actomiosína a
99:2. (a) Actomíosina no incubada. (b) Control, 30 mi
nutos. (c) Actomiosína incubada 30 minutos con protea
sa I. (d) Control, 120 minutos. (e) Actomíosina incu
bada 120 minutos con proteása I.
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Fig. 18. Acción de 1a proteasa II sobre actomiosína
a 60°C. (a) Actomiosína no incubada. (b) Control, 120
minutos. (c) Actomiosina incubada 120 minutos con pro
teasa II.
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Fig. 19. Acción del inhibidor sobre 1a degradación de
míosina por 1a proteasa I.
(a) Miosina. (b) Miosína + proteasa I. (C) Inhibidor.
(d-g) Muestras incubadas 3 horas a 37°C.
control. (e) Míosína + proteasa I. (f) Miosína + pro’
teasa I pre-calentada 20 minutos a 60°C.
(f), con el agregado de 1 UI/ml.

(d) Miosina,

(g) Igual que
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(a-c) Muestras no incubadas.
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R.14. ACCION DE LA PROTEASA I SOBRE MIOFIBRILLAS INTACTAS

Ya que la proteasa I había mostrado capacidad para de

gradar miosína aislada y complejos de actomiosina, se empren
dió e1 estudio de la acción de dicha enzima sobre miofibri

llas intactas, en 10 que probablemente sea un sistema más

representativo de lo que puede suceder en el músculo. Las

incubaciones se efectuaron a 37°C para evitar la desorgani

zación de la estructura miofibrilar que se produciría por

efecto de temperaturas más altas. Las miofibrillas fueron

incubadas con 1a proteasa I por distintos tiempos, y los re

sultados se examinaron por microscopía óptica y electrónica,

y se analizaron por electroforesis.

R.14.1. Microscopía óptica.

En las Figs 20 a y b, que corresponden a miofibrillas

no incubadas (a) e incubadas durante 60 minutos con la enzi

ma inhibida (b), pueden observarse estructuras con alto gra

do de organización, con numerosos sarcómeros perfectamente

alineados. Las Figs. 20 c y d corresponden a 30 minutos de

incubación con la proteasa I, y muestran dos grados distin

tos de alteración: en la Fig. 20 c se observa una estructu

ra en forma de "Y", que probablemente represente un estadío

temprano de modificación en el cual se produciría una sepa

ración de miofibrillas adyacentes, mientras que la Fig. 20 d
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muestra una alteración más pronunciada, ya que se observan

fragmentos de miofibrillas constituidos por un pequeño núme

ro de sarcómeros, en los cuales se perdió el alto grado de

ordenamiento e integridad estructural que presentaban las

miofibrillas no incubadas. La Fig. 20 e, que corresponde a

1 hora de incubación con la proteasa I, permite observar u

na pérdida de organización mucho más marcada aún.

R.14.2. Microscopía electrónica.

La Fig. 21 muestra micrografías electrónicas obtenidas

tras incubar miofibrillas con 1a proteasa I por distintos

períodos de tiempo. Comparando las Figs. 21 c y d, correspon

dientes a 30 y 60 minutos de incubación respectivamente, con

los controles (Figs. 21 a y b), pueden observarse varios sig

nos de una alteración progresiva, tales comola remoción de

las líneas Z, la pérdida de interacción entre miofibrillas
adyacentes y entre sarcómeros contiguos de una misma miofi

brilla, la pérdida de la ultraestructura filamentosa en el
interior de cada sarcómero y la alteración de su clásica for

ma rectangular y regular, y la liberación de gran cantidad

de material particulado de las miofibrillas. La Fig. 21 e,

correspondiente a una incubación de 2 horas, muestra una zo

na muy dañada, en 1a cual quedan muy pocos elementos estruc

turales reconocibles.
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‘Fíg. 20
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Fig. 20. Micrografïas ópticas de la degradación
de miofibrillas por 1a proteasa I. (a) Miofibri
llas no incubadas. (b) Control, 60 minutos. (c)
y (d) Miofibrillas incubadas 30 minutos con pro
teasa I. (e) Miofibrillas incubadas 60 minutos
con proteasa I. Aumento: 1250x.

Fig. 21. Micrografïas electrónicas de 1a degra
dación de miofíbrillas por la proteasa I. (a)
Miofibrillas no incubadas. (b) Control, 60 mi
nutos de incubación. (c-e) Miofibrillas incuba
das con proteasa I: (c) 30 minutos; (d) 60 mí
nutos; (e) 120 minutos. Los controles correspon
dientes a 30 y 120 minutos de incubación fueron
similares a1 de 60 minutos y a las miofibrillas
no incubadas. Aumento: 20000x. Escala: 1 cm =
0,8 um.
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R.14.3. Análisis electroforétíco.

La Fíg. 22 muestra los perfiles electroforéticos en

geles de poliacrilamida al 10% (22 A) y a1 5% (22 B) de mio

fibrillas incubadas con la proteasa I por distintos perío

dos de tiempo. A medida que aumenta el tiempo de incubación

se observa una disminución progresiva de la banda correspon

diente a la cadena pesada de miosina, la aparición transi

toria de dos productos de degradación con pesos moleculares

de 175 y 147 kDa, y 1a conversión de los mismos a un frag

mento con un peso molecular de 134 kDa en dos horas de in

cubación. Este polipéptido y otro con un peso molecular de

36 kDa producido durante la incubación parecen ser resisten

tes a una proteólisis ulterior, ya que los perfiles que se

observan en la línea 4 de las Figs. 22 A y 22 B no se modi

ficaron significativamente a1 extender el tiempo de incuba

ción hasta 4 horas ni a1 duplicar la concentración de enzi

ma empleada (resultados no mostrados).

Ademásde lo expresado para la cadena pesada de miosi

na, se puede observar la desaparición de los cuatro polipép

tidos que migran entre 1a actina y el SBTI, cuyos pesos mo

leculares coinciden con los descriptos en bibliografía pa

ra 1a tropomiosina, las subunidades T e I de la troponina

y la cadena liviana 1 de la miosina (81). En cambio, las

bandas correspondientes a actina y a-actinina no se modifi
can sustancialmente comoresultado de la incubación.
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(B)

Fig; 22. Análisis electroforétíco de la degradación de
míofibrillas por la proteasa I.
cubadas.
(2) 30 minutos.
trol,

(3) 60 minutos.

les de SDS-políacrílamida a1 10%

(1) Miofibrillas no in

(4) 120 minutos.

(A) y a1 5% (B).

(2-4) Miofibríllas incubadas con proteasa Iy
(5) Con

120 minutos. Las muestras fueron sembradas en ge
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Un punto importante en la digestión de las miofíbríllas

por la proteasa I es la desaparición de las bandas correspon

dientes a titina y nebulina, por la importancia de estas pro

teínas en el mantenimiento de la integridad muscular (175).

Este efecto también puede observarse en las Figs. 22 A y 22 B.

La Fig. 23 muestra el resultado de analizar por electro

foresis los polipéptidos solubilizados por acción de la pro

teasa I sobre miofibrillas. Puede observarse en (d) que el

sobrenadante de la digestión se enriquece de actina, a-acti

nina y los principales productos de degradación si se lo com

para con el material soluble que resulta de incubar miofíbrí

llas sin el agregado de enzima (c).

La Fig. 24 muestra la influencia del pH en la acción

de la proteasa I sobre miofibrillas. Puede observarse que

la enzima presenta gran capacidad de degradar miofibrillas

en todo el rango de pH analizado,_que se extiende desde 6,8

hasta 9,1.

En las Figs. 25 y 26 se compara el modo en que la pro

teasa I y 1a tripsina degradan miofibrillas. Los resultados

obtenidos muestran que ambas enzimas se comportan de manera

similar, ya que se obtienen prácticamente los mismosperfí

les electroforéticos (Fig. 25) y la banda de miosina desapa

rece a 1a misma velocidad (Fig. 26) en ambos casos.

Contrariamente a la gran capacidad exhibida por 1a pro

teasa I para degradar miofibrillas, cuando se realizaron ex

perimentos similares con 1a proteasa II no se pudo detectar
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a b c d

Fíg. 23. Material solubilizado por la acción de 1a
proteasa I sobre miofibrillas. (a) Miofibrillas no
íncubadas. (b) Míofíbríllas íncubadas 2 horas con
proteasa I. (c) y (d) Sobrenadantes de 5000xg de la
incubación de míofibríllas durante 2 horas. (c) Con
trol, sin el agregado de proteasa I. (d) Conprote
asa I.
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Fíg. 24. Dependencia de la degradación de miofíbri
llas por 1a proteasa I con el pH. (a) Miofibríllas
no incubadas. (b-f) Miofibrillas incubadas 2 horas
con proteasa I a pH: 6,8 (b); 7,5 (c); 8,1 (d); 8,5
(e) y9,1 (f). (g-i) Controles, 2 horas de incubación
a pH: 6,8 (g); 8,1 (h) y 9,1 (i). Los buffers emple
ados fueron los mismos que se describieron en 1a sec
ción M.6.
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Fig. 25. Análisis electroforético de la degradación
de miofibrillas por proteasa I y tripsina. Se incuba
ron miofibrillas con 0,15 UA/mlde proteasa I (b°e)
y con la cantidad de trípsina que presenta 1a misma
actividad azocaseinolítica que esa cantidad de pro
teasa I a 37°C y pH 7,5 (f-í). (a) Miofíbrillas no in
cubadas. (b) y (f), 15 minutos de incubación. (c) y
(g), 30 minutos de incubación. (d) y (h), 60 minutos
de incubación. (e) y (i), controles, 60 minutos de in
cubación.
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Fig. 26. Análisis densitométrico de la degradación de mío
sina presente en miofibrillas por proteasa I y tripsina.
Los geles (a-d) y (f-i) del experimento descripto en 1a Fig.
25 fueron analizados densitométricamente, y se calcularon
las áreas correspondientes a las bandas de miosina pesada
para cada tiempo de incubación, normalizándolas con respec
to a las áreas correspondientes a las bandas de actina en
cada gel (se supone despreciable 1a proteólisis sufrida por
la actina en los tiempos empleados). (o-o) Tratamiento con
proteasa I; (o-o) tratamiento con tripsina. MP/A,relación
miosina pesada/actina.
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ningün efecto degradativo, ni aún en presencia de agente re
ductor en el medio de incubación. Además, los resultados ob

tenidos por 1a acción combinada de ambas proteasas sobre mio

fibrillas no difirieron de los descriptos anteriormente em
pleando únicamente proteasa I (resultados no mostrados).

o

R.1S. EFECTO DEL INHIBIDOR SOBRE LA DEGRADACION DE MIOFIBRI

LLAS POR LA PROTEASA I

Cuando los homogenatos totales de músculo se incubaron

en condiciones similares a las empleadas en los experimentos

anteriores y se analizaron por electroforesis, las proteinas
miofíbrilares no sufrieron cambiosapreciables durante la

incubación, lo que indica que la proteasa I se encontraba

totalmente inactiva (Fig. 27). Probablemente esa inactividad

se deba a la presencia de un exceso de inhibidor en el medio,

ya que, como puede observarse en la Fíg. 28, 1a acción de

1a proteasa I sobre miofibrillas puede hacerse gradualmente

menos intensa a medida que se agregan al medio de incubación
cantidades crecientes de inhibidor.

R.16. EVALUACION DE LA POSIBLE PARTICIPACION DE LA PROTEASA

I EN LA PROTEOLISIS MIOFIBRILAR POST-NORTE“

Para considerar 1a participación de la proteasa I en

la proteólisis míofibrilar durante el almacenamientodel pes
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Fíg. 27. Análisis electroforétíco de 1a incubación
de homogenatos totales de músculo. (a) Homogehato
no incubado. (b) Homogenato incubado 2 horas a pH
7,5. (c) Homógenato incubado 2 horas a pH 8,5.
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Fíg. 28. Análisis electroforético del efecto del in
hibidor sobre la degradación de míofíbríllas por la
proteasa I. (a) Míofibrillas no íncubadas. (b-f) Mio
fibríllas incubadas con proteasa I: (b) sin el agre
gado de inhibidor; (C) con 0,13 UI/ml; (d) con 0,26
UI/ml; (e) con 0,60 UI/ml; (f) con 0,90 UI/ml.
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cado en hielo es necesario investigar si la enzima cumple

con los siguientes requisitos: (i) si es capaz de actuar so

bre miofibrillas a 0°C; (ii) si no se inactiva durante el

período de almacenamiento.

R.16.1. Acción de 1a proteasa I sobre miofibrillas a 0°C

La Fíg. 29 muestra los perfiles electroforéticos de mio

fibrillas incubadas a 0°C con 1a proteasa I por distintos

períodos de tiempo. Puede observarse que ocurrió una proteó

lisis cuyas características generales fueron similares a las

observadas a 37°C (sección R.15.3 y Fig. 22), pero aparecie

ron algunas diferencias en cuanto a los productos de degra

dación obtenidos: (i) 1a cadena pesada de miosina se convir

tió también en el polipéptido de 134 kDa, pero sin que pudie

ran visualizarse los productos de degradación transitorios

que se observaban en 1a incubación a 37°C; (ii) aparecieron

bandas correspondientes a polipéptidos de 57 y 23,5 kDa ade

más de 1a del producto de 36 kDa que se observaba tras la

incubación a 37°C.

R.16.2. Cromatografía en DEAE-Sephacelde extractos crudos

de músculo almacenado a 0°C.

La Tabla VI muestra el resultado de la integración de

los picos correspondientes a las dos proteasas alcalinas en
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los perfiles cromatográficos de extractos preparados a 0,

S y 12 días de conservación del músculo a 0°C. Puede obser

varse que los valores obtenidos no arrojaron variaciones im

portantes a lo largo de 12 días de almacenamiento, ya que

en ningún caso se obtuvieron diferencias superiores al 15%

con respecto a las actividades presentes en extractos de mús

culo fresco. La inhibición de tripsina no se cuantificó de

bido a 1a menor simetría de sus perfiles cromatográficos,

aunque los mismostambién resultaron ser bastante similares

a lo largo del almacenamiento.



hfl’-—
134-
kDa

Fig. 29. Análisis electroforético de 1a acción de la pro
teasa I sobre miofibrillas a 0°C. (a) Miofibrillas no
incubadas. (b-f) Miofibrillas incubadas con proteasa I.
(b) 4 horas. (c) 8 horas. (d) 12 horas. (e) 24 horas.
(f) Control, 24 horas.

92
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Tabla VI. Niveles de proteasas alcalinas en músculo almace

nado a 0°C.

Días de Act. total Act. total
almacenamiento proteasa I proteasa II

Experimento I 0 620 1020

5 670 900

12 670 870

Experimento II 0 410 650

12 360 570

Se separaron los dos filetes de una corvina fresca, se baña

ron en azida sódica 0,1 M y se almacenaron a 0°C. Se prepa

raron extractos crudos a los días de almacenamiento que se

indican y se cromatografíaron en columna de DEAE-Sephacel.

Las condiciones de preparación de extractos, análisis croma

tográficos y medición de actividad proteolítica fueron simi

lares a las descriptas en la sección “.4 y en la leyenda de

la Fig. 6, con la salvedad de que se redujo la escala de tra

bajo: dimensiones de la columna: 1,2 x 13 cm; cantidad de
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proteina sembrada: experimento I, 800 mg, experimento II,

560 mg; volumen total del gradiente de NaCl, 100 m1; volumen

de las fracciones, 1,5 m1. Los valores de actividad total

representan las áreas de los picos correspondientes a las

proteasas I y II en los perfiles cromatográficos, calculadas
por triangulación y expresadas en unidades arbitrarias.
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En la parte inicial de este trabajo se describen los

estudios preliminares efectuados para detectar y caracteri

zar las actividades proteolíticas alcalinas presentes en ex
tractos de músculo de corvina. Los resultados obtenidos son

similares a los descriptos para extractos crudos de músculo

de más de 20 especies pesqueras, en todas las cuales se ob

tuvo máximaactividad a temperaturas cercanas a los 60°C y

pH alrededor de 8,0 (124). Asimismo, después de un paso de

calentamiento de 5 minutos a 60°C, el extracto conserva su

actividad proteolítica alcalina pero pierde apreciable can

tidad de proteína contaminante, obteniéndose soluciones en

zimáticas con 5 a 7 veces mayor actividad específica que los

extractos crudos correspondientes, Este comportamiento es
similar a1 descripto para extractos de músculo de carpa (130).

Tambiénfue detectada en extractos crudos la presencia

de un inhibidor de tripsina, capaz de actuar sobre ella en

un rango de pH relativamente amplio, y en una manera depen

diente de la concentración de proteínas del extracto. Dicho

inhibidor es termolábil, tal comoel inhibidor de tripsina

de músculo de carpa (153).

Si bien estos resultados preliminares no fueron sustan

cialmente distintos a los obtenidos por otros autores, la

diferencia principal apareció al cromatografiar los extrac

tos en columna de DEAE-Sephacel. En efecto, en todas las o

tras especies estudiadas se había logrado aislar un único

pico de actividad proteolítica alcalina a 60°C (130-132),
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mientras que los resultados aquí presentados (Fig. 6) mues
tran la existencia en músculo de corvina de dos actividades

perfectamente separables por cromatografía de intercambio

iónico, que fueron denominadas proteasas I y II.

Si bien esta disparidad con otras preparaciones podría

atribuirse a diferencias entre especies, no puede descartar

se la posibilidad del enmascaramiento de actividades enzimá

ticas por altos niveles de inhibidores endógenos, ya que la

necesidad de las células de controlar perfectamente 1a acción

de sus proteasas puede llevar a la formación de complejos

enzima-inhibidor lo suficientemente estables comopara difi

cultar la detección de ciertas enzimas. Conrespecto a esto,

hay en bibliografía numerosos ejemplos de serÍn-proteasas

capaces de formar complejos con inhibidores proteicos con

constantes de asociación tan altas como 10'8-10-10 M.1 (206).

Pero además, existen diferencias entre esta preparación

y las descriptas por otros autores en cuanto al tratamiento
de las muestras con anterioridad a la siembra en la columna

de intercambio iónico. En efecto, mientras en este trabajo

se emplea el extracto crudo de músculo, en las otras prepa

raciones se incluyen etapas previas de purificación (fraccio

namiento con sulfato de amonio y calentamiento) que, si bien

parecen efectivas, pueden haber modificado de alguna manera

el perfil de proteasas en las muestras. Con respecto a esto

es interesante señalar que cuando se sometió el extracto cru

do de músculo de corvina a S minutos de calentamiento a 60°C,
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se centrifugó, y el sobrenadante se cromatografió en colum

na de DEAE-Sephacel, la proteasa II no apareció en el elua

to (resultados no mostrados). Las causas de este hecho se

desconocen, pero difícilmente puedan atribuirse a desnatura

lización térmica de la enzima, ya que la proteasa aislada

resiste períodos de calentamiento a 60°C muchomás prolonga

dos que 5 minutos. Podría pensarse que 1a enzima hubiera si

do arrastrada por el material insoluble que se separa en la

centrífugación, aunque tampoco pudo recuperarse la actividad

resuspendiendo ese precipitado. De todos modos, por este he

cho y porque el paso de calentamiento produce 1a inactivación

parcial del inhibidor de tripsina presente en el extracto,

es que las preparaciones se efectuaron a partir de los extrac

tos crudos y no de los calentados, si bien estos últimos a

parecían inicialmente comoventajosos por su mayor actividad

específica sin pérdida de rendimiento (sección R.1). Esa con
servación de 1a actividad total del extracto calentado con

respecto al crudo podría explicarse por una compensación en

tre la pérdida de la proteasa II y la inactivación del inhi

bidor por efecto del calentamiento.

Comparandolas propiedades de las dos proteasas alcali

nas de músculo de corvina con datos de la bibliografía pue

de concluirse que la proteasa II es similar a la enzima iden

tificada previamente en numerosas especies pesqueras (124),

ya que comparte muchas de sus características más significa
tivas:
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a) Tiene una temperatura óptima de 60°C y no presenta acti

vidad por debajo de 50°C en los medios estándar de incubación

(130,131,206).

b) Su óptimo de temperatura se corre hacia valores menores

a medida que aumenta la concentración de urea en el medio

de incubación (133).

c) Es una tiol-proteasa, a juzgar por su comportamiento fren

te a reactivos bloqueantes y protectores de grupos tiol (131).

d) Es una proteína de alto peso molecular, probablemente mul

timérica. E1 valor de 363 kDa obtenido para la enzima de cor

vina es menor que el de ngrwóomuAangeth (920 kDa), car

pa y barracuda (780 kDa) (132), y mayor que el de Mácmnwgon

unduiaiuó (80 kDa) (207).

En cambio, la proteasa I es una enzima diferente a las

descriptas previamente en músculo de pescado, y su comporta

miento frente a inhibidores y sustratos sintéticos y natura

les (Tablas III y IV, Fig. 25) permite tipificarla comoserín

proteasa de tipo tripsina. Si bien la existencia de una enzi

ma de este tipo en músculo parecería obvia teniendo en cuen

ta que varios inhibidores de tripsina han sido aislados de

tejido muscular de distintas fuentes (141,149,150,153), en

ninguno de esos casos se encontró una proteasa capaz de ser

regulada por los mencionados inhibidores en el mismotejido.

Los resultados presentados en este trabajo no permiten

establecer el origen de las proteasas aisladas de músculo,

para lo cual se requerirían estudios inmunohistoquímicos, pe
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ro sí puede descartarse la posibilidad de que las mismas pro

vengan de mastocitos, debido a que estas células no han si

do encontradas en músculo de pescado bajo condiciones fisio

lógicas normales (208), observación que fue confirmada por

examen histológico del músculo de corvina. Además, la quima

sa, que es la proteína más abundante de los gránulos de los

mastocitos, es una proteasa de tipo quimotripsina (209), di

ferente a las proteasas I y II de músculo de corvina.

Una peculiaridad de estas dos proteasas es su comporta

miento frente a 1a temperatura y el pH, ya que su máxima ac

tividad in vitro se presenta en condiciones de reacción bas

tante inusuales para la medición de una actividad enzimáti

ca (60°C y pH 3,5 y 9,1). Aunque las causas de este hecho

se desconocen, parece probable que la estructura de ambas

enzimas sea tan rígida comopara que se necesite la aplica

ción de tratamientos tales comocalor o agentes desnaturali

zantes para la formación de sitios activos con la conforma

ción adecuada. Con respecto a este punto, es interesante se

ñalar que la proteasa alcalina de músculo de carpa también

sufre un desplazamiento en la curva de actividad en función

de la temperatura al ser pretratada con radiaciones gamma

(133). Una explicación alternativa o complementaria a la ex

puesta, en especial para el caso de la proteasa I, podría

ser la disminución de su interacción con el inhibidor a 60°C,

teniendo en cuenta la termolabilidad del mismo (Fig. 12),

o en presencia de urea. De todas maneras, es evidente que
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las condiciones de pH y temperatura en que ambas enzimas tra

bajan en la célula viva son muydiferentes a las empleadas

para medir su actividad in vitro, y probablemente adquieran

las conformaciones adecuadas en presencia de ciertos compues

tos químicos o por interacción con determinadas estructuras
celulares. Pero más allá de cuál sea el mecanismo de activa

ción de las enzimas en la célula viva, su termoestabilidad

puede ser un elemento importante para su aplicación industrial

en procesos tales comola elaboración de hidrolizados protei

cos, ya que su temperatura de trabajo está por encima de la

temperatura de crecimiento de la mayor parte de la flora mi

crobiana perjudicial a1 producto. Con respecto a esto, en

el laboratorio se investigó la presencia de proteasas termo
estables en los distintos órganos que constituyen los resi

duos de fileteado de pescado; obteniéndose en varios de ellos

niveles enzimáticos mucho más elevados que en el músculo (210).

Tal comose detalló en 1a Introducción, el esfuerzo cen

tral de este trabajo se volcó hacia el estudio de la acción

de las proteasas alcalinas sobre las proteínas miofibrilares,
por su importancia desde los puntos de vista nutricional y

textural en el músculo y por la falta de conocimientos acer

ca de los mecanismos mediante los cuales dichas proteínas

se degradan. E1 estudio se inició en un sistema simple, uti

lizando miosina aislada comosustrato por ser la proteína

más abundante del músculo y un buen sustrato para muchas pro

teasas (91-93,107,112,113), se continuó empleando actomiosi
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na aislada comosustrato de mayor complejidad, y se conclu

yó estudiando la acción de las enzimas sobre miofibrillas

intactas, en un sistema que puede ser bastante representati

vo de lo que sucede en el músculo in vivo o post-mortem.

Los experimentos descriptos en las Figs. 14 y 15 mues

tran que las dos proteasas alcalinas actúan sobre la miosi

na aislada, por lo cual serían potencialmente capaces de in

tervenir en la degradación de las proteínas miofibrilares.

Sin embargo, si bien la proteasa I también es capaz de degra

dar a las cadenas pesadas de miosina que conforman el comple

jo actomiosínico, el tratamiento con la proteasa II no afec

ta a la actomiosina en las misnas condiciones de reacción,

lo cual sugiere que esta enzima probablemente cumpla funcio

nes diferentes a las de intervenir en el catabolismo de pro

teínas míofibrilares. En cambio, la proteasa I no sólo es

capaz de actuar sobre la actomiosina sino también de producir

una destrucción completa de la integridad estructural de las

miofibrillas y degradar la mayoría de sus principales prote

ínas constituyentes, por lo que puede considerarse un buen

candidato para intervenir al menosen las primeras etapas

de 1a degradación de proteínas miofibrilares. Comoya ha si

do comentado en la Introducción (sección 1.3), este proceso

es considerado, a1 menosen sus etapas iniciales, de naturad

leza no lisosomal, pero hay controversias acerca de cuáles

son los sistemas proteolíticos responsables del mismo:algu

nos autores han atribuido a la calpaína 1a función de iniciar
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la proteólisis miofibrilar (96,211) y otros han obtenido re

sultados que parecen invalidar esa posibilidad (83,88). Los

efectos del tratamiento de miofibrillas con la proteasa I

son muchomás drásticos que 1a acción proteolítica limitada

que ha sido descripta para 1a calpaína (96-98). Esto sugie

re que si la enzima tuviera acceso a las miofibrillas in ví

vo podría ocasionar profundas alteraciones a la estructura

de la unidad contráctil, ya que después de un tratamiento

intensivo con 1a enzima quedan muypocos elementos miofibri

lares ultraestructuralmente reconocibles (Fig. 21 e) y sólo

la actina y la a-actinina son resistentes a la proteólisis
(Fig. 22 A, línea 4). Varios autores han demostrado que 1a

actina es muchomenos susceptible que la miosina a la acción

de distintas proteasas (92,93,113), aunque ambasproteínas

son resistentes a la acción de la calpaína (96-98). Es inte

resante señalar que si bien 1a actividad azocaseinolítica

de 1a proteasa I es máxima a 60°C y pH 8,5, su acción sobre

miofibrillas es fácilmente detectable a temperaturas más ba

jas y pH neutro, según puede observarse en las Figs. 24 y

29.

Aunque la proteólisis de miosina aparece como el hecho
más saliente en el estudio electroforético de la acción de

la proteasa I sobre miofibrillas, un punto muyimportante

es la degradación de titina y nebulina, dos elementos cito

esquelétícos de la célula muscular. Estas dos proteínas con

forman junto con la desmina un extenso tramado de filamentos
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transversales y longitudinales que sirven de conexión entre

miofibrillas adyacentes por medio de puentes Z-Z y M-M,unen

la periferia de líneas Z sucesivas por medio de largos fila

mentos paralelos, y refuerzan el contacto entre sarcómeros

contiguos mediante pares de anillos de filamentos entrecru

zados que flanquean a las líneas Z y se interconectan median

te cortas hebras laterales (173). Si bien las funciones que

desempeña individualmente cada uno de los componentes protei

cos que conforman esa red no están perfectamente estableci

das, distintas evidencias sugieren que esa estructura tridi
mensional está relacionada con el mantenimiento de 1a inte

gridad, la continuidad mecánica y la elasticidad de 1a fibra

muscular (171-177). Por tales motivos, las proteólisis de

titina y nebulina, que son eventos tempranos en la acción

de 1a proteasa I sobre las miofibrillas, podrían ser pasos

determinantes de la desorganización estructural ocasionada

por la enzima, que se observa en las Figs. 20 y 21.

La titina y la nebulína son componentes relativamente

abundantes de la miofibrilla, ya que juntas constituyen a1

rededor del 15%de la proteína miofibrilar total (171). En

cambio, la desmina es un componente minoritario (0,35% de

la proteína miofibrilar total (174)), por lo cual su visua
lización en los análisis electroforéticos de miofibrillas

no resultó posible. Para lograrla se intentó reproducir téc
nicas descriptas en bibliografía que consisten en tratar a
las miofibrillas con soluciones de alta fuerza iónica de ma
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nera de extraer las proteínas contráctiles y obtener las del

citoesqueleto en el residuo de centrifugación (173,174). Sin

embargo, los residuos obtenidos no pudieron ser solubiliza

dos para su análisis electroforético a pesar de haberse en

sayado diversas condiciones de desnaturalización. Este incon

veniente metodológico ha sido mencionado en 1a bibliografía,

y algunos autores han podido subsanarlo incorporando cloru

ro de guanidinio a1 medio solubilizante (173), pero ese tra

tamiento tampocodio resultado para este caso.
Si bien 1a determinación de 1a localización subcelular

de estas proteasas puede ser importante para conocer como

operan in vivo, es evidente que su acción debe estar cuida

dosamente controlada en 1a célula bajo condiciones fisioló

gicas. Una consecuencia de dicho control sería el hecho de

que tras la incubación de homogenatos totales de músculo no

se observen signos de proteólisis en el análisis electrofo
rético (Fig. 28). Considerando las características de ambas

enzimas, es factible que estén reguladas por diferentes me

canismos: 1a proteasa I mediante 1a interacción con su inhi

bidor endógeno y 1a proteasa II a través del estado de oxi

dación de sus grupos tiol. Por este motivo, parece más pro

bable que ambas desempeñenfunciones fisiológicas diferentes

y no que ocurra una activación simultánea de las dos enzimas

para participar en forma combinada en una determinada vía

degradativa. De todos modos, el conocimiento detallado de

la manera en que 1a célula viva controla a estas proteasus
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seria de gran interés, no sólo comoaporte a1 conocimiento de

las bastante poco exploradas vías proteoliticas extralisoso
males sino también para poder determinar su participación

en la degradación post-mortem de las proteínas musculares,

con los efectos perjudiciales a la calidad de la carne de

pescado que ésta implica. Con respecto a esta cuestión, es

importante destacar que el perfil cromatográfíco de las pro
teasas no se modifica sustancialmente en el músculo conser

vado en frío (Tabla VI), por lo cual ambas enzimas podrían

extender su acción a lo largo del periodo de almacenamiento,

y que la proteasa I es capaz de actuar sobre miofibrillas

aisladas a 0°C (Fig. 29), con lo cual, de tener acceso a e

sos sustratos en una forma activa, podría participar en los

procesos degradativos que ocurren en el músculo durante el

almacenamiento del pescado en hielo. Sin embargo, el hecho

de que los niveles de inhibidor endógeno aparentemente tam

poco se modifiquen durante el almacenamiento es un elemento

contrario a esa posibilidad, por lo cual el conocimiento de

los mecanismos de activación y desactivación de la enzima

se hacen necesarios para considerar su participación en la
proteólisis post-mortem.
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-Se han aislado y caracterizado dos proteasas alcalinas,

denominadas I y II, y un inhibidor de tripsina de músculo

esquelético de corvina.

-Las dos proteasas son termoestables, presentando su

óptimo de temperatura a 60°C, mientras que el inhibidor es
termolábil.

-La proteasa I es una serín-proteasa de tipo tripsina,

con propiedades diferentes a las de las otras enzimas proteo

líticas conocidas en músculo de pescado hasta el presente,

mientras que la proteasa II es una tiol-proteasa similar a

las descriptas para numerosas especies pesqueras.

-El inhibidor de tripsina es capaz de actuar específi

camente sobre 1a proteasa I, constituyéndose en un potencial

elemento de regulación de la proteólisis extralisosomal.

-Las dos proteasas son capaces de degradar a la miosi

na aislada, pero sólo la proteasa I actúa sobre las cadenas

pesadas de miosina presentes en el complejo actomiosínico.

-La proteasa I es capaz de producir una destrucción com

pleta de la estructura de las miofibrillas y de degradar a

la mayoría de sus componentescontráctiles y citoesquelóti

cos, por lo que podría participar en el catabolismo de pro
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teïnas miofibrilares in vivo.

-Los niveles de las dos proteasas y el inhibidor no se

modifican significativamente a 10 largo del periodo de alma
cenamiento del músculo a 0°C,

-La proteasa I es capaz de degradar miofibrillas aisla

das a 0°C, por lo cual podría participar en la proteólisis

miofibrilar en las condiciones post-mortem de almacenamiend

to del pescado.Mi”
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