TIPO DE FIBRA Yy PROTEOLISIS EN MUSCULOS DE NOVILLOS ANGUS
Fiber type and proteolysis in Angus steers muscles
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RESUMEN

La terneza de la carne estd condicionada por muchos factores, pero depende fundamentalmente de la magnitud del proceso
de protedlisis postmortem controlado por el sistema enzimatico calpainas/calpastatina. Este sistema ha sido muy estudiado,
desde el punto de vista bioquimico y genético, llegando a identificar alelos mas favorables en algunos genes involucrados. En
el caso particular de la calpastatina, se encuentra diferencia de actividad entre musculos y esto se asocia a la bien conocida
diferencia en terneza entre musculos de una misma res. El objetivo de este trabajo fue evaluar la relacién entre la proporcién
del tipo de fibra muscular y la actividad de calpastatina en tres musculos de novillos Angus (infraespinatus, semitendinosus y
triceps brachii), engordados en sistema similar y faenados con 364 + 17 kg de PV, 4,63 + 1,26 mm de EGD y 44,32 + 4,28 cm?
de AOB. En cada musculo se determind el tipo de fibra muscular, la actividad de la calpastatina y el indice de fragmentacion
miofibrilar. Los porcentajes de areas relativas de los tres tipos de fibra (la, Ila, lIx) fueron significativamente diferentes entre
los tres musculos analizados. El infraespinatus presentd mayor porcentaje de area relativa de fibras tipo | y lla, y menor de
tipo Ilx, en contraposicién con el semitendinosus cuya relacidn fue inversa, en cambio el triceps brachii mostré similares
proporciones de los tres tipos. El indice de fragmentacion miofibrilar fue significativamente menor y la actividad de
calpastatina fue mayor en el semitendinosus que en los otros dos musculos analizados. Estos resultados indican que la
actividad de la enzima calpastatina es mayor en el musculo con mayor porcentaje de area relativa de fibra tipo llx, el cual
presenta menor indice de fragmentacion.

Palabras clave. bovinos para carne, calpastatina, tipo de fibra muscular, indice de fragmentacion miofibrilar.

SUMMARY

Although meat tenderness is determined by many factors, it fundamentally depends on the postmortem proteolysis
controlled by the calpain/calpastatin system. Biochemical and genetic aspects of this system have been studied extensively,
allowing for the identification of favorable alleles in some of the genes involved in the process. Differences in calpastatin
activity have been found between muscles, which partially explain the variability in tenderness between muscles of the same
carcass. The goal of this study was to evaluate the relationship between the proportion of different types of muscle fibers
and calpastatin activity in three muscles of Angus steers (infraespinatus, semitendinosus and triceps brachii), slaughtered
with FW (kg) 364 + 17, BFT (mm) 4.63 + 1.26 and REA (cm?) 44.32 + 4.28. Muscle fiber type, calpastatin activity and
myofibrillar fragmentation index were determined in each muscle. Differences were found in relative area of each fiber type
(la, Ila and llx) among the three muscles. A higher proportion of type | and lla fibers, and consequently a smaller proportion
of type lIx fibers were found in the infraespinatus muscle than in the semitendinosus, which showed an inverse relation. A
similar proportion of each fiber were found in triceps brachii. A significantly lower myofibrillar fragmentation index and a
higher calpastatin activity were found in the semitendinosus muscle, when compared to both other muscles analyzed. These
results indicate that the calpastatin activity is higher in the muscle that displays the higher proportion of type lix fibers, which
also has a lower myofibrillar fragmentation index.
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Introduccién

La terneza de la carne bovina es uno de los atributos de
calidad mas importante y el mas valorado por los
consumidores (Miller et al., 1992). La misma esta
determinada por factores genéticos y ambientales (revisado
por Soria y Corva, 2004). La magnitud del proceso de
protedlisis postmortem es uno de los principales factores
que determinan la terneza (Koohmaraie, 1995) a través de la
degradacién de las proteinas responsables de mantener la
estructura del musculo (Taylor y Koohmaraie, 1998). Dicho
proceso comienza a las 12 hs postmortem y es llevado a
cabo por el sistema de proteasas dependientes de Ca*?, que
involucra a dos proteasas ubicuas: p-calpaina y m-calpaina, a
una proteasa musculo-especifica: calpaina 3 (p94) y a un
inhibidor endégeno: la calpastatina (Kemp et al., 2010). Este
sistema seria el mayor responsable de la variacidon de la
terneza de la carne, de manera que una mayor terneza
estard determinada por alta actividad de p-calpaina y baja
actividad de calpastatina (Koohmaraie, 1996).

La composicion del tipo de fibra muscular, su proporcion
y didmetro estdn asociados con la calidad de carne,
particularmente con color, capacidad de retencidn de agua,
terneza y veteado (Totland et al., 1988, Kirchofer et al.,
2002). Cada musculo tiene una composicidn particular de
tipos de fibras musculares y tejido conectivo, que puede
variar considerablemente incluso entre las regiones
adyacentes dentro del mismo musculo (Totland et al., 1988,
Kirchofer et al., 2002) y ademads, esta condicionada por
varios factores como son el sexo, la edad, el tipo de
musculo, la raza y la accién de distintas hormonas (Karlsson
et al., 1999). Las fibras musculares se pueden clasificar
segln su velocidad de contraccién en lentas o tipo |y
rapidas o tipo Il, las que a su vez se subdividen en lla, llb o
lIx. Segln su capacidad oxidativa se pueden clasificar como
oxidativas, intermedias y no oxidativas. Las oxidativas
utilizan glucosa como fuente de energia mientras que las no
oxidativas utilizan glucégeno. Las fibras | (rojas) son lentas
oxidativas, las lla son rapidas intermedias (oxidativas y
glicoliticas) y las llx (blancas) son rapidas glicoliticas. La
composicidn del tipo de fibra de cada musculo se relaciona
con el potencial oxidativo del mismo y podria ser un factor
predictivo del potencial de veteado y de terneza de la carne.
Se ha hallado, por ejemplo, que el porcentaje de fibra | esta
correlacionado positivamente con veteado y con terneza
(Hwang et al.,, 2010), en contraste con el porcentaje de
fibras blancas o lIx que se correlacionan negativamente con
dichos atributos de calidad de carne (Calkins et al., 1981,
Hwang et al., 2010).

Teniendo en cuenta el rol de la calpastatina en el
proceso de tiernizacién postmortem de la carne y como
parte de un proyecto orientado a estudiar los mecanismos
de regulacién del gen que la codifica, el objetivo del
presente trabajo fue determinar la relacién entre la
actividad de calpastatina, el tipo de fibra muscular y el indice
de fragmentacion miofibrilar, en tres musculos de novillos
Angus engordados en pastoreo y faenados a edad y grado de
terminacidn similar. Se postula que existen diferencias entre
distintos musculos en la actividad de calpastatina y las

variables asociadas al proceso de tiernizacién de la carne,
que son explicadas al menos parcialmente por la distinta
proporcion de tipos de fibra.

Materiales y Métodos

Muestras: Se utilizaron 8 novillos de la raza Angus de la
Chacra Experimental Integrada Chascomuis (MAA-INTA),
nacidos de hembras multiparas inseminadas con un mismo
toro, destetados con 181 kg promedio y faenados con 364 +
17 kg de Peso Vivo (PV) a los 19 meses de edad con 4,63 *
1,26 mm de Espesor de Grasa Dorsal (EGD) y 44,32 + 4,28 cm?
de Area de Ojo de Bife (AOB). Los novillos fueron recriados en
verdeos de raigras anual o pasturas polifiticas y terminados
sobre lotus (Lotus tenuis), con Ganancia Diaria de Peso Vivo
(GDPV) de 280 g/dia hasta 720 g/dia segln etapa del afio y
recurso forrajero. Se recolectaron muestras por duplicado de
tres musculos (infraespinatus, semitendinosus y triceps
brachii) en el frigorifico Carnes del Salado S.A. (Castelli,
Buenos Aires) dentro de las 2 hs postmortem y se conservaron
a 4°C o en nitrégeno liquido, segun el tipo de analisis a realizar
en cada una de ellas. En cada muestra fueron determinados
los genotipos para el marcador UoG-CAST por PCR-RFLP segln
Motter et al. (2013).

Andlisis del tipo de fibra: muestras de 1,5 cm de largo por
0,5 cm de ancho fueron cortadas en direccién de la fibra
muscular e inmediatamente congeladas en nitrégeno liquido
por inmersidn y almacenados a -80 2 C hasta su analisis. Se
obtuvieron una serie de secciones de 10 micras de espesor,
en un criéstato Reichert-Jung 1800 a -27°C, para su analisis
por inmunoquimica e inmunohistoquimica segun Graziotti et
al. (2011), para determinar el area relativa de la fibra (AR) y
el porcentaje de area relativa para cada fibra (%AR).

Determinacion de la actividad de calpastatina (AC): se
extrajo la calpastatina a partir de 5 g de mdusculo
(conservado a —802C), homogeinizado en 30 ml de buffer de
extraccion (100mM Tris buffer, 5 mM EDTA, 10mM B-
mercaptoetanol, pH 8,3) con mixer OMNI-TH® a 13.500 rpm
durante 30 seg y luego centrifugado a 20.000 g a 49C
durante 30 min. Cada homogenato fue filtrado y 1 ml de
sobrenadante fue calentado a 100°C durante 5 min vy
posteriormente centrifugado a 20.000 g por 5 min. Cada
sobrenadante fue transferido a otro tubo limpio refrigerado
con hielo y la AC fue determinada segin Pomponio y
Ertbjerg (2012) con leves modificaciones. Tres diluciones del
sobrenadante (0 ml, 0,2 ml y 0,4 ml) en medio de dilucién
(20 mM Tris Buffer, ImM EDTA, 10 mM B-mercaptoetanol,
pH: 7,5) conteniendo 0,2 U de m-calpaina fueron incubadas
durante 1 min a 42C. A cada muestra se agrego el buffer de
reaccion (100 mM Tris Buffer,10 mM B-mercaptoetanol, 5
mg/ml de caseina, 5 mM Cl,Ca, pH: 7,5) en una relacién de
3:1 y se incubd durante 1 h a 25 °C. Finalmente, cada
reaccion fue detenida mediante el agregado de 4acido
tricloroacético al 5%, se centrifugd durante 3 min a 20.000 g
y se midié la absorbancia a 280 nm. Se utilizaron tres tubos
control con las mismas diluciones de sobrenadante, tratados
con el mismo protocolo pero sin el agregado de m-calpaina,
muestras que fueron frenadas a tiempo cero con acido

REVISTA ARGENTINA DE PRODUCCION ANIMAL VOL 38 N° 1: 15-21 (2018) 16



PP

Revista Argentina
de Produccion Animal

tricloroacético al 5%. Con los valores obtenidos se construyé
una curva, se calculd la pendiente restando la absorbancia
de cada tubo a tiempo cero y se expresé como unidades de
actividad/gr de tejido.

Determinacién del indice de Fragmentacién Miofibrilar
(IFM): a partir de muestras maduradas a 42C durante 48 hs
postmortem y conservadas envasadas al vacio a —20°C
durante 2 semanas, se determiné el IFM mediante el método
de turbidimetria de Hopkins et al. (2000). La concentracion
proteica se determind por el método de Lowry et al. (1951),
utilizando diluciones por triplicado de 0,5 mg de proteina/ml,
para medir las absorbancias a 540 nm.

Andlisis estadistico: los resultados se compararon a
través de andlisis de varianza (ANOVA) en un disefio
completamente aleatorizado, a partir del siguiente modelo:
Vi = L + T + ejj, donde p es la media general, Ti es el efecto
del tratamiento y ejj es el término de error aleatorio. Las
diferencias entre medias se compararon mediante test de
Tukey (p<0,05) y las relaciones entre las variables estudiadas
fueron analizadas mediante correlacion de Pearson. Se
utilizé el analisis de componentes principales para describir
la muestra multivariada en una dimensién menor y el
resultado se presentd en un grafico biplot para visualizar
relaciones entre las observaciones y las variables. Los
analisis fueron realizados mediante el programa estadistico
InfoStat (Di Rienzo et al., 2014).

Resultados y Discusion

La relacion entre AC, IFM vy tipo de fibra muscular se
determind utilizando tres musculos: infraespinatus,
semitendinosus 'y triceps brachii (nombre comercial:
marucha, peceto y paleta, respectivamente) los cuales
tienen caracteristicas contrapuestas, principalmente en
terneza y composicion de tipo de fibra (Kirchofer et al.,
2002). El infraespinatus esta clasificado como uno de los mas
tiernos, el semitendinosus entre los menos tiernos y el
triceps brachii es un musculo de terneza intermedia
(Stolowski et al., 2006; Huff-Lonergan, 2009).

Las fibras que componen cada musculo fueron
clasificadas en tipos I, lla y Illx por andlisis de
inmunohistoquimica e inmunocitoquimica (Figura 1). La
comparacion de %AR indica que existieron diferencias
significativas en la composicidn de los tipos de fibra en cada
musculo analizado (Cuadro 1). El infraespinatus es el que
presentd mayor % AR de fibras tipo | y lla, con relacion a las
lIx, en cambio el semitendinosus mostré una relacién
inversa, con preponderancia de fibras IIx. En el caso de
triceps brachii se identificd aproximadamente un tercio de
cada tipo de fibra. Estos resultados son semejantes a los
descriptos por Kirchofer et al. (2002). En los musculos triceps
brachii y semitendinosus se identificé un cuarto tipo de fibra,
denominado llxa, pero no se observaron diferencias
significativas (p=0,0832) en el % AR entre ellos.

La terneza de la carne puede ser evaluada mediante
distintas metodologias que sélo se pueden aplicar luego de
la faena, como son la evaluacion sensorial a través de un
panel de degustadores entrenados o mediante métodos
fisicos o instrumentales como la cuchilla Warner-Bratzler
(revisado por Soria y Corva, 2004). Otra técnica que se
puede utilizar es la determinacion del indice de
fragmentacién miofibrilar (IFM, Olson et al., 1976), que
consiste en fragmentar las miofibrillas por accién
mecanica, las cuales se rompen en fragmentos tanto mas
pequefios cuanto mas tierno es el corte o mayor es la
maduracion de la carne, y determinar el tamafo de los
fragmentos midiendo la densidad éptica (absorbancia) de
la suspensidon de miofibrillas o método turbidimétrico. El
IFM esta correlacionado con la fuerza de corte (-0,72) y con
la terneza sensorial (0,75), porque refleja la magnitud del
proceso de protedlisis postmortem (Culler et al., 1978). Los
tres musculos presentaron diferencias en IFM y AC,

confirmando la tendencia esperada de acuerdo al criterio
utilizado para su seleccion (tierno, intermedio o duro). Para
el IFM se hallaron diferencias significativas entre el
semitendinosus 'y
(Cuadro 2).

los otros dos musculos analizados

Figura 1. Proporcién de cada tipo de fibra en cada musculo analizado

Cortes transversales de los tres musculos (A: infraespinatus, B: triceps brachii, C: semitendinosus) tefiidos por reaccién de miosina ATPasa,

previa incubaciéon en pH 4,3 (100X)
Figure 1. Fiber type proportions in each analyzed muscle

Serial sections of the three muscles (A: infraespinatus, B: triceps brachii, C: semitendinosus) stained by myosin ATPase reaction after

incubation at pH 4.3 (100X)
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Cuadro 1. Comparacion del porcentaje de area relativa (% AR) de cada tipo de fibra de los musculos analizados.
Table 1. Comparison of percentage of each relative (%AR) fiber type area of analyzed muscles.

Tipo de fibra
Musculo % AR-I % AR-IIA % AR-11X
Infraespinatus 40,06 £11,67A2 46,13 +£7,79~2 9,99 £ 9,34Ab

Triceps brachii
Semitendinosus

28,08 + 4,828
13,13 £ 6,06%°

34,83 +4,538.2b
23,21 £6,66%°

35,88 +7,318:b
61,17 £7,16%¢

Medias con letras distintas dentro de la misma columna (mayusculas) y fila (minusculas), difieren significativamente (p<0,05)
Means with different superscripts in the same column (high caps) and row (low caps) are significantly different (p<0.05)

Cuadro 2. Comparacién del indice de fragmentacién miofibrilar (IFM) y de la actividad de calpastatina (AC) de los musculos analizados.
Table 2. Comparison of myofibrillar fragmentation index (IFM) and calpastatin activity (AC) in the three analyzed muscles.

Mdusculo IFM AC
Infraespinatus 45,03 £ 6,972 17,55 £ 3,652
Triceps brachii 40,55 +9,162 20,22 £5,382
Semitendinosus 30,84 + 5,44b 25,27 + 4,16

Medias con letras distintas dentro de la misma columna difieren significativamente (p<0,05)
Different superscripts in the same column are significantly different (p<0.05)

Coincidentemente, el musculo semitendinosus presenté
diferencia significativa para AC con relacion a infraespinatus
y triceps brachii. Al comparar el semitendinosus (mas duro)
con el infraespinatus (mas tierno) la AC fue 44% mayor y
consecuentemente el IFM fue 31,5% menor. Estos
resultados permiten inferir que el muisculo con mayor AC
(semitendinosus) es el que habria sufrido un proceso de
protedlisis postmortem de una magnitud inferior, debido a
que presenta menor IFM (Cuadro 2).

Desde hace varios afios se han descripto marcadores del
tipo SNP en el gen de la calpastatina (CAST-1, Barendse et
al., 2002 y UoG-CAST, Schenkel et al., 2006), pero la
evidencia experimental disponible no permite concluir sobre
el efecto de estos marcadores sobre la terneza de la carne,
porque existen discrepancias en los resultados reportados
hasta el momento en diferentes trabajos realizados en
distintas razas bovinas (revisado por Motter et al., 2009;
Motter et al., 2013). Recientemente, se han informado
diferencias de expresién del gen CAST asociadas con el SNP
UoG-CAST, uno de los marcadores que explican una
proporcion significativa de la variacién fenotipica de
atributos de la calidad de la carne, entre ellos la terneza
(Robinson et al., 2012), hallandose una menor expresion de
ARNm en animales con genotipo favorable (AA) en
comparacion con el desfavorable (GG) (Natrass et al., 2014).
En el presente trabajo se utilizaron novillos con un mismo
genotipo para dicho SNP (homocigotas AA), por lo que se
eliminaron las potenciales diferencias entre animales por
efecto de dicho marcador molecular.

Distintos estudios han explicado la conexién entre
caracteristicas de calidad de carne y la composicién del tipo
de fibra (Melton et al., 1974; May et al., 1977; Calkins et al.,
1981; Seideman y Theer, 1986). Ozawa et al. (2000)
reportaron una correlacion negativa entre la terneza y el
mayor contenido de fibras tipo lIx al analizar novillos Wagyu,

al igual que Hwang et al. (2010) quienes investigaron la
relacion del tipo de fibra de tres musculos (longissimus dorsi,
psoas major y semimembranosus) de bovinos de raza
Hanwoo con caracteristicas de calidad de carne como color,
terneza y veteado. Particularmente en el caso de terneza,
hallaron una correlacién inversa entre tipo de fibra y fuerza
de corte, donde el musculo con mayor contenido de fibras |
(psoas major) tuvo mayor terneza en comparaciéon con el
que tuvo mayor contenido de fibras lIx (semimembranosus).

El analisis de correlacion entre las variables analizadas en
este estudio para los tres musculos estudiados se muestra
en el Cuadro 3. Los porcentajes de areas relativas de fibras |
y lla se hallaron correlacionados positivamente (0,69) y
ambos tipos de fibras resultaron correlacionados
fuertemente en forma negativa con el porcentaje de drea
relativa de fibra lIx (-0,86 y -0,92, respectivamente). A su
vez, el IFM se hallé positivamente correlacionado con fibras
rojas u oxidativas (I y Ila), y en forma negativa con las
glicoliticas (lIx). Coincidentemente la correlacion entre AC y
tipo de fibra fue opuesta, porque se encontré que estuvo
correlacionada positivamente con %AR de fibras lIx (0,53), y
en forma negativa con el %AR de fibras I, no siendo
significativa para el %AR de fibras lla. Aun asi, no hubo
correlacion significativa entre AC e IFM.

Si bien hay una tendencia clara dentro de musculo que a
mayor AC se puede hallar menor IFM, esto no se observo en
las correlaciones generales (Cuadro 3), por lo cual se realizd
un andlisis de componentes principales. De dicho anélisis se
desprende que las dos primeras componentes (CP1 y CP2)
explicaron el 84,3% de la variabilidad total del conjunto. De
acuerdo a las correlaciones con las variables originales
(Cuadro 4), CP1 puede interpretarse como tipo de fibra,
dadas sus mayores correlaciones con las variables que
cuantificaron dicho rasgo, siendo positiva para %AR lIx (0,97)
y negativa (-0,89) para los %AR de los dos tipos restantes;
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Cuadro 3. Coeficientes de correlacion entre IFM, AC y tipo de fibra.
Table 3. Correlation coefficients among IFM, AC and fiber type.

IFM AC %AR-I %AR-1la %AR-IIx

IFM -0,24 0,43" 0,56 -0,57""

AC -0,60"" -0,36 0,53*

%AR-| 0,69 -0,86™"

%AR-lla -0,92™
%AR-1Ix

*p<0,05, **p <0,01, ***p<0,001

Cuadro 4. Analisis de componentes principales: correlaciones con las variables originales
Table 4. Principal component analysis: correlations with the original variables

Variable Cp1 CP2
IFM -0,67 0,54
AC 0,64 0,66
%AR | -0,89 -0,21
%AR lla -0,89 0,24
%AR lIx 0,97 -0,04

ademds, tuvo correlacion positiva para AC (0,64) y negativa
para IFM (-0,67). La segunda componente principal (CP2)
explico el 16,7% de la variabilidad total y las relaciones no se
manifestaron de manera tan clara como en CP1.

En la figura de dos dimensiones de PC1 y PC2 (Figura 2)
se puede observar la variabilidad de las observaciones.
Alrededor del vector de fibra IIX se encuentran todas las
correspondientes al musculo semitendinosus, todo lo
opuesto ocurrid con el infraespinatus. En cambio, el triceps
brachii presentd valores promedio para todas las variables,

excepto para el caso de las muestras 11 y 15. Los angulos
entre las variables pueden interpretarse en términos de
correlaciones, y se puede confirmar las correlaciones
indicadas en el Cuadro 3. El angulo cercano a 90 grados en el
grafico biplot indica que el IFM no estd muy conectado con
AC, pero si lo esta con el tipo de fibra | y lla. Este hallazgo
indicaria que hay otros factores que determinan la relacion
AC-IFM dentro de musculo, por otro lado, es muy clara la
relacidon antagonica entre el %AR de fibras IIx con el resto.

4,00
2,00
3
~
= 0,00
o~
a.
()
-2,00
- 4,001, : : .
- 4,00 - 2,00 0,00 2,00 4,00
CP1 (67,6 %)

Figura 2. Plano biplot generado por el andlisis de componentes principales para las variables IFM, AC y %AR de cada tipo de fibra muscular

Ref: 1-8: infraespinatus, 9-16: triceps brachiiy 17-24: semitendinosus
Figure 2. PCA biplot for IFM, AC and %AR of each muscle fiber type
Ref: 1-8: infraespinatus, 9-16: triceps brachiiy 17-24: semitendinosus
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Conclusiones

Se concluye que en novillos Angus con genotipo AA para
el marcador UoG-CAST, criados y engordados sobre pasturas
con ganancia de peso moderadas y peso de faena
relativamente bajos, se observd una clara diferencia en el
porcentaje de darea relativa de cada tipo de fibra en los
musculos infraespinatus, semitendinosus y triceps brachii.
Estas diferencias estdn relacionadas con la actividad de
calpastatina y el indice de fragmentacion miofibrilar. El
musculo con mayor porcentaje de area relativa de fibra lIx
(semitendinosus) presentd mayor actividad de calpastatina y
menor indice de fragmentacion miofibrilar.

De acuerdo a la informacién analizada, un resultado
relevante de la comparacién entre musculos es que la
evaluacion de reses tomando como referencia un Unico
musculo en particular no seria realmente representativa
para ciertas variables como la terneza. Este factor se
hace extensivo al mejoramiento genético, que utiliza
protocolos estandarizados en los que se evaltua
mayoritariamente el musculo longissimus dorsi,y a la
seleccion asistida por marcadores, dado que la actividad de
calpastatina por si misma no seria un indicador preciso de la
protedlisis postmortem en diferentes musculos.
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