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La terneza de la carne: conceptos innovadores
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La terneza en la carne de res es uno de los principales atributos que el consumi-
dor evaliia al momento de consumirla. Es por ello que en Venezuela y en otros mu-
chos paises la clasificacion de las canales de res se basa en este atributo, el cual depen-
de de muchos factores, entre los cuales destaca la madurez {isiolégica, condicién se-
xual, la grasa intramuscular (Nishimura et al., 1996; Hocquette et al., 2010), al igual
que la especie dentro del género, encontrindose marcada diferencia si la carne provie-
ne de un Bos taurus o Bos indicus. Esta diferencia, se debe entre otros, a la presencia de
factores inhibitorios presentes en mayor proporcion en los Bos indicus tal como la cal-
pastatina, proteina inhibidora de la accion de las calpainas, principales enzimas pro-
teoliticas del misculo esquelético. Todos estos factores influyen sobre la cantidad y la
solubilidad del conectivo y el grosor de las fibras musculares.

Otro de los factores que afectan la terneza de la carne, tienen que ver con la lon-
gitud del sarcomero durante el desarrollo del rigor y de la protedlisis postmortem de
la estructura miofibrilar (Koohmaraie & Geesink, 2006). Sobre este Gltimo, centrare-
mos el tema de este Capitulo, teniendo en cuenta la bioquimica de los procesos enzi-
maticos y mostrando algunas evidencias que apoyan o rechazan la importancia de la
protedlisis postmortem en el proceso de ablandamiento de las carnes. Hasta la fecha,
los cientificos han centrado su atencién en las catepsinas, calpainas y proteasomas.

CATEPSINAS

Las catepsinas son un grupo de enzimas compuestas de exo y endo-peptidasas, y
son clasificadas en cisteina (captesina B, H, L y X), aspartico (catepsinas D y E) y seri-
na (castepsina G) peptidasas (Sentandreu, et al., 2002). Muchos grupos de investi-
gadores han descartado la contribucion de las catepsinas para el ablandamiento de la
carne en base a numerosas observaciones. Primero, no hay una degradacion a gran es-
cala de la actina y la miosina en el periodo de acondicionamiento postmortem (Kooh-
maraieet al., 1991). Segundo, las catepsinas est4n localizadas en los lisosomas y deben
ser liberados para tener acceso a las proteinas miofibrilares para provocar el ablanda-
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miento de la carne (Hopkins & Taylor, 2002), aunque el pH bajo y la alta temperatura
de las canales pueden provocar la disrupcién de la membrana lisosomal (O’Halloran
etat, 1997). Tercero, existe poca asociacion entre la actividad de las catepsinas y la va-
riacién de la terneza en las muestras de carne (Whipple et al., 1990). Sin embargo, se
haencontrado una correlacién positiva entre la terneza de la carne y la actividad de las
catepsinas B y L, a las 8h posmortem. (O’Halloran et al., 1997). La catepsina L hidro-
liza un gran nimero de proteinas miofibrilares, incluyendo la troponina T, 1y C, la
nebulina, la titina y la tropomiosina, las cuales son degradadas durante la maduracién
postmortem, al igual que la miosina y la actina, en las miofibrillas de carne de res, co-
nejo y pollo (Mikami et al., 1987).

Las catepsinas tienen sus propios inhibidores, las cistatinas (Dubin, 2005), tér-
mino que hace referencia a un grupo de homoélogos y peptidasas cisteinas (Barrett,
1987), las cuales son inactivas contra otras clases de peptidasas (serina, aspartil y me-
talo peptidasas). En base a su estructura primaria, existen cuatro familias de inhibido-
res de las cisteinas peptidasas que son reconocidos como pertenecientes a la superfa-
milia de las cistatinas (Rawlings & Barrett, 1990). Familia 1 cistatinas, también deno-
minadas estefinas, son proteinas de bajo peso molecular (10 14 kDa) que contiene una
copia de la estructura inhibidora, pero no hay puentes de disulfuro intramoleculares;
los miembros caracteristicos de esta familia son la estefina A y la estefina B. Como las
estefinas carecen de la secuencia de la sefial presente en las proteinas secretadas, gene-
ralmente se encuentran dentro de la célula. Familia 2 cistatinas, también conocidas
como cistatinas, son proteinas de bajo peso molecular (10-14 kDa) que contienen una
copia de la estructura bdsica y al menos un inhibidor de puente disulfuro intramole-

_cular. Las cistatinas son predominantemente extracelulares. La cistatina C y la cista-
tina Aviar son las maés representativas de esta familia.

La Familia 3 de las cistatinas, denominados quininégenos, son cistatinas de alto
peso molecular (>50 kDa), que contienen, generalmente, tres copias de la estructura
basica inhibitoria y varios puentes disulfuro. La familia quininégenos se compone de
tres subclases, las de bajo peso molecular (BPM), las de alto peso molecular ( HMW) y
los T-quininégenos que difieren por sus masas moleculares y su especificidad frente a
las cisteinas peptidasas. La Familia 4 de cistatinas, son proteinas inhibidoras glicosi-
ladas de peso molecular intermedio que contienen dos copias de la estructura bésica
inhibitoria y varios puentes disulfuro intramoleculares.

Todos los miembros de la superfamilia de cistatinas inhiben las cisteinas pepti-
dasas, como la papaina y las principales peptidasas lisosomales incluyendo catepsinas
B, H y L. Ademais, los quininégenos, han demostrado que inhiben las omnipresentes
calpainas, las cuales son cisteina peptidasas, calcio dependientes (Ishiguro et al.,
1987). En el tejido muscular, han sido descritas varias proteinas de bajo peso molecu-
lar similares a las cisteinas (Bige et al., 1985, Schwartz & Bird, 1977), pero al no haber
disponible una secuencia, fue y aun es imposible certificar que estas son en realidad
miembros de la super-familia de las cisteinas. De hecho, su identificacién como
cistatinas se basa solo en la gran similitud de su masa molecular.

Existen reportes de la presencia de peptidasas serinas en el misculo esquelético,
aunque existe un debate de si la actividad de estas peptidasas esta identificada en los
homogeneizados de los misculos. En el estudio realizado por Zamora et al. (2005), la
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actividad del inhibidor de las peptidasas serinas semi-purificadas fue relacionado po-
sitivamente con la dureza y cuando fue combinada con otras seis variables, que in-
cluian la actividad de la uy-calpainas, fue predictiva de la dureza de la carne de res,
después del almacenamiento post-mortem.

PROTEASOMAS

Los proteasomas involucran un complejo de proteasas multicataliticas relacio-
nadas con la regulacién del niimero de vias celulares basicas, por degradaci6n del cito-
sol y del nicleo de la proteina (Coux et al., 1996). Los proteasomas estin en todo el
cuerpo y son abundantes en el musculo esquelético (Robert et al., 1999). El pro-
teasoma (20S) consiste de una unidad (19S) que tiene actividad proteolitica; el pro-
teasoma (20S) también conocido como proteina compleja multicatalitica (MCP) es el
nucleo catalitico de estos proteasomas (Dahlmann et al., 2001).

La protedlisis por el proteasoma es un proceso ubiquitina dependiente, en el
cual al menos cuatro de las proteinas de la ubiquitina deben adherirse al residuo de la
lisina del sustrato deseado. Las proteinas poli-ubiquitinadas son reconocidas por el
proteasoma, que retira la cadena de ubiquitina y degrada el sustrato (Taillandier et al.,
2004); este proceso es ATP dependiente y al momento de estar completado, el pro-
teasoma 268 se disocia en la sub unidad 19S y en el proteasoma 208, el cual no requie-
re ATP o ubiquitina (Peters et al., 1994).

Esta dltima observacion, ha llevado a distintos grupos de investigadores, a exa-
minar el papel potencial del proteasoma 20S en la protedlisis postmortem. Taylor et
al. (1995b) y Robertet al. (1999) encontraron que los proteasomas eran capaces de cau-
sar la proteolisis de las proteinas miofibrilares incluyendo la nebulina, miosina, acti-
na y tropomiosina en las miofibrillas de la especie bovina. La actividad del pro-
teasoma se mantiene durante el periodo de acondicionamiento postmortem. Se detec-
ta su actividad a los 7 dias post-mortem y a pH < 6 (Lamare et al., 2002). Adicional-
mente, Dutaud ez al. (2006) mostraron cambios estructurales en las fibras musculares
incubadas con el proteasoma 208, incluyendo un incremento en el ancho de los discos
Z, estirandose hasta la banda I, observacion que no estd reportada en las fibras trata-
das con calpainas o catepsinas. Aunque, como fue enfatizado por Koohmaraie & Gee-
sink (2006), el patron de degradacion de las proteinas miofibriliares en incubaciones
con el proteasoma 20S no son las mismas que han sido vistas en el misculo postmor-
tem, pero esto no parece excluir a los proteasomas de contribuir en la protedlisis
postmortem (Houbak et al., 2008).

EL SISTEMA CALPAINA

Las calpainas, son probablemente la familia de proteasas mads investigadas en la
ciencia de la carne y estd comtinmente aceptado que la actividad proteolitica de la cal-
paina si contribuye al ablandamiento de la carne (Koohmaraie & Geesink, 2006; Sen-
tandreu et al., 2002). Las calpainas son una gran familia de cisteinas proteasas intrace-
lulares, de las cuales se han identificado 14 miembros, ubicados en tejidos especificos
(Gollet al., 2003). En el misculo esquelético el sistema calpainas consiste en 3 protea-
sas o isoformas, la u-calpaina, la m-calpaina y p94 (o calpaina 3). Las u y m-calpainas
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son proteasas activadas por calcio, estas requieren concentraciones de Ca2+ micro y
milimolares para su activacion respectivamente (Goll et al., 2003). Asociada con éstas
enzimas proteoliticas se encuentra un inhibidor endégeno catalitico, especifico de la
calpainas, la calpastatina (Wendt ez al., 2004).

Ahora, existe considerable evidencia de la asociacion de la calpaina con la terne-
za de la carne de res, oveja y cerdo. Las correlaciones han demostrado que las diferen-
tes tasas de terneza en las diferentes especies (res < oveja < cerdo) se asocia inversa-
mente a la relacién calpastatina y calpaina (res>oveja>cerdo) (Koohmaraie et al.,
1991). Otra evidencia proviene de la observacién de los efectos de los f-adrenérgicos,
que reducen significativamente la degradacién de la proteina muscular (Bohorov et
al., 1987). En los animales tratados existié una elevada actividad de la calpastatina y
de la expresion mRNA, obteniéndose carnes mas duras (Bardsley et al., 1992).

En la hipertrofia muscular encontrada en las ovejas de fenotipo callipyge (“nal-
gas hermosas” en griego) existen altos niveles de calpastatina, una gran reduccién de
la protedlisis postmortem y una disminucién significativa de la terneza de la carne
(Geesink & Koohmaraie, 1999). Aunque estas observaciones indican el papel princi-
pal de la prote6lisis postmortem, no indican cudl de las isoformas proteoliticas de las
calpainas es la responsable de la degradacién post-mortem.

La calpaina 3/p94 esta expresada casi exclusivamente en el musculo esquelético.
(Sorimachi et al., 1989) y fue originalmente de interés para los cientificos de la ciencia
de carne, por las uniones con la proteina del citoesqueleto titina, en la linea N, que se
encuentra dentro de la banda I (Sorimachi et al., 1995), lugar de protedlisis que ha sido
relacionado con la terneza de la carne (Taylor et al., 1995a).

Lap-calpaina es activada al inicio del periodo postmortem (tres dias después de
la matanza) (Taylor et al., 1995). La m-calpaina persiste por mucho mds tiempo que la
menos estable u-calpaina en la maduracién del misculo (Sensky et al., 1996), sugi-
riendo que no es activada al principio del proceso postmortem. Adicionalmente, las
concentraciones de Ca2* que existen en el misculo postmortem son menos que las re-
queridas por la m-calpaina para su activacion (Goll et al., 1998; Boehm et al., 2003). La
evidencia experimental disponible sugiere que la p-calpaina es el componente enzi-
matico del sistema de calpaina que tiene la mayor significancia en la proteélisis post-
mortem y en la terneza de la carne.

La calpastatina es la proteina que inhibe a la u y m-calpainas, proceso que re-
quiere de concentraciones de calcio, cerca o debajo de las reportadas para activar a la
calpaina (Goll et al., 2003). Aunque la calpastatina es susceptible a la protedlisis, los
fragmentos resultantes retienen la actividad inhibidora. La calpastatina es una pro-
teina sin estructura, pero cuando se une a la calpaina adquiere una estructura que per-
mite que se lleve a cabo la inhibicion. La calpastatina contienen cuatro dominios
inhibidores, cada uno puede inhibir la actividad de la calpaina. Entre estos dominios
existen tres regiones A, B y C dispuestos a interactuar con la calpaina. La unién del
calcio a la calpaina causa cambios en la molécula de la calpaina ayudandola a activar-
se, pero también permitiendo la interaccion de la calpastatina con la enzima. Estos ex-
perimento explican la observacion que la calpastatina requiere calcio para interactuar
con las calpainas (Goll et al., 2003). Parte de esta ruptura puedes ser causada por otras
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proteasas como las caspasas, las cuales presumiblemente modificarian la actividad de
las calpastatinas. ]

Una observacion concluyente de que las calpainas estdn invelucradas en la ter-
neza, se basa en que los niveles altos de calpastatina estdn asociados con carne de baja
calidad; el modelo es que, niveles altos de calpastatina reducen la actividad de las cal-
painas, reduciendo la protedlisis requerida para la terneza de la carne. En rumiantes
existe una relacion entre la actividad de la calpastatina en el mudsculo a las 24h después
de la matanza y el grado de terneza (Shackelford et al., 1994). Por lo tanto, el monito-
rear la calpastatina varias horas, seria potencialmente iitil para predecir si la canal ten-
dri una terneza en un grado aceptable. Muchos estudios se han realizado basados en la
actividad de las calpastatinas para predecir la calidad de la carne (Geesink et al., 2005;
Grant et al., 2005).

El uso de métodos basado en los anticuerpos para la deteccidn de calpastatina es
complicado por el hecho de que existe una micro-heterogeneidad en las formas de la
calpastatina que generan rupturas alternativas y fosforilacién (Parr et al., 2001). La
identificacién de esa variabilidad puede servir para controlar la actividad inhibidora
de la calpastatina; de esa manera, la identificacién de las isoformas y las especies de
mRNA de donde se originan, puede llevar a un predictor més cercano de dureza/ter-
neza.

Actualmente existen marcadores dentro de los genes de calpastatina y u-calpa-
ina que son capaces de identificar al ganado, con un potencial genético para producir
carnes tiernas (Casas et al., 2006), los cuales estdn disponibles comercialmente. Com-
plejas investigaciones sobre el genoma bovino, recientemente finalizadas, han permi-
tido identificar los genes que llevan la informacidon para la sintesis de las calpafnas y
calpastatinas, asi como la identificacién de algunas variantes en estos genes que pro-
porcionan mayor o menor terneza.

En el laboratorio de biologia molecular de Facultad de Veterinaria de la Univer-
sidad del Zulia se han desarrollado y puesto a punto las técnicas para realizar estos
andlisis a partir de ADN de muestras de sangre, tejido o semen. Estudios realizados
para caracterizar los genes de CAPN530 y CAST2959 en raza Brahman (Aranguren-
Méndez et al., 2010) han determinado la frecuencia para el locus de la CAPN530, en-
contrdndose que para el alelo A (0,17) y para el alelo G (0,83) las frecuencias genotipi-
cas fueron AA (0,01), AG (0,31) y GG (0,68), mientras que para CAST las frecuencias
fueron A (0,67) y B (0,33) con frecuencias genotipicas de AA (0,46), AB (0,42) y BB
(0,12). De esos resultados se desprende que estos rebafios Brahman al presentar una
alta frecuencia de individuos GG (CAPNS530), pero muy baja de genotipos AA
(CAST), hace que sus carnes posiblemente sean menos tiernas, al contrario de lo re-
portado para Criollo Limonero (Portillo et al., 2010) quienes encontraron valores in-
termedios de GG (CAPNS530) y altos de AA (CAST), lo que hace presumir que las car-
nes provenientes de estos animales sean mds blandas.

En la actualidad, se evaldan diferentes hipétesis susceptibles que permiten abrir
una nueva puerta para una investigacién mas amplia en el campo de la ciencia de la
carne. Parece evidente el hecho que después del desangrado de las reses, las células
musculares no tienen otra alternativa que entrar a la muerte celular o apoptosis.
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EL SISTEMA DE CASPASAS

El concepto de muerte celular programada o apoptosis es mas antiguo que lo su-
gerido en la mayoria de los reportes. De hecho, de acuerdo con Clarke & Clarke
(1995), la muerte celular ocurrida naturalmente, incluyendo el concepto de apoptosis,
era tema floreciente a finales del siglo 19. El primer reporte de que las células mueren
naturalmente durante su desarrollo fue publicado por Carl Vogt en 1842 (cit. Clarke
& Clarke, 1995). La muerte celular programada es un mecanismo fisiolégico natural
que ocurre en los organismos vivos y que elimina células excesivamente dafiadas o po-
tencialmente peligrosas de un organismo, sin dafiar las otras células a su alrededor
(Fidzianska et al., 1991). Esta limpieza celular sistemética es necesaria tanto para el
normal desarrollo de un organismo multicelular durante la embriogénesis, como para
el mantenimiento de la homeostasis del tejido en adultos (Meier ez al., 2000).

La apoptosis es usualmente mediada por una maquinaria compleja, que se estd
haciendo bien conocida en humanos (Green & Amarante-Mendes, 1998; Fuentes-
Prior & Salvesen, 2004). Es por ello que es aceptado que la desregulacién de la apopto-
sis no solo estd asociada con frecuencia a diversos trastornos del desarrollo, sino tam-
bién con una fuerte mortalidad (Sanmartin ez al., 2005). La apoptosis es mediada por
un grupo particular de cisteina peptidasas llamadas caspasas.

El concepto de apoptosis fue introducido por Kerr et al. (1972) para indicar una
forma de muerte celular totalmente diferente de la necrosis, tanto desde el punto de
vista morfoldgico como bioquimico. El andlisis comparativo de la muerte de la célula
muscular conllevo a la misma conclusion (Fidzianska ez al., 1991). Las células en
apoptosis son aisladas por la pérdida de contacto con las células vecinas; la condensa-
cién del niicleo y del citoplasma induce una reduccién significativa del volumen celu-
lar, las mitocondrias de las células apoptéticas sufren varias modificaciones mayores,
liberacion del citocromo c en el citoplasma, reduccién del potencial de membrana y
deterioro de la permeabilidad de membrana con la apertura de poros especializados y
difusion de diversas proteinas pro-apoptéticas. Luego de la condensacién del niicleo,
la cromatina es separada en fragmentos regulares de aproximadamente 180 pares de
bases. Algunas veces, la membrana plasmadtica se divide y forma cuerpos apoptéticos,
conteniendo parte del citoplasma celular.

Las caspasas son peptidasas generalmente clasificadas de acuerdo a la naturale-
za del aminodcido que toma parte en la reaccién hidrolitica, puede ser una serina
(peptidasa sérica), una cisteina (cisteina peptidasa) o un 4cido aspartico (aspartil pep-
tidasa). En el caso de las cisteina peptidasas, el residuo cisteina es el aminoacido, el
cual cataliza la reaccién de hidrélisis del enlace peptidico.

Todas las peptidasas generadoras de apoptosis son llamadas caspasas. La prime-
ra letra del nombre “c” representa la cisteina del sitio activo, “asp” define la especifici-
dad estricta de division después de un residuo de acido aspértico y “ase” es el sufijo
comin a todas las enzimas. ICE (interleucina-1b-enzima convertidora) que fue cro-
noldgicamente la primera caspasa caracterizada, fue rebautizada con toda naturalidad
como caspasa 1. Hasta ahora se han caracterizado 14 caspasas, aunque no hay duda
que esta lista no es exhaustiva. Algunas caspasas son especificas a especies animales;
por lo tanto, la caspasa 11 fue encontrada solo en ratas donde la caspasa 13 parece estar
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expresada solo en bovinos. La caspasa 12 puede estar presente solo en ratones. La es-
tructura de estas caspasas (caspasa 11-13) esti menos documentada que las otras
(1-10).

De acuerdo con Fuentes et al. (2004), en base a su funcién biolégica y su papel en
la apoptosis se distinguen tres grupos de caspasas; las primeras intervienen en los pro-
cesos inflamatorios (caspasasl, 4 y 5). El conocimiento sobre la funcién precisa de es-
tas caspasas estd menos desarrollado que en las otras dos clases. El segundo grupo in-
terviene en la fase de iniciacién de la apoptosis (caspasas 8-10); se caracteriza por
grandes prodominios que a menudo contienen dreas esenciales para su interacciones
con otras proteinas. El tercer grupo estd formado por las caspasas efectoras que cortan
o interrumpen la célula cuando se activan (caspasas 3, 6 y 7). En comparacién con las
caspasas de iniciacién, estas generalmente tienen prodominios pequefos.

La caspasa 8 o 10 también pueden ser inactivadas por IAPs (inhibidores de
apoptosis), los cuales son inhibidores de proteinas unidas cerca de los sitios activos de
las caspasas, bloqueando su acceso a los sustratos. Si este no es el caso, las caspasas
mencionadas pueden activar caspasas efectoras (caspasas 3 y 7), las cuales son respon-
sables de la ruptura celular

Al igual que para otros aspectos de la biologia, los tejidos del musculo esque-
lético estd lejos de ser un modelo actual para las investigaciones de apoptosis. En los
humanos, la apoptosis en el tejido muscular ha sido estudiado principalmente en su
relacién a ciertas patologias, incluyendo desordenes neuromusculares, miositis o
atrofia muscular (Liu & Ahearn, 2001; Sandri, 2002; Leeuwenburgh, 2003; Yuan et
al., 2003; Tews, 2005).

En animales de carne, sea cual sea la especie animal y cualquiera que sea la tec-
nologia de aturdimiento utilizada, la iltima fase de la faena es ¢l desangrado. En con-
secuencia, todas las células y tejidos serdn desprovistos de oxigeno y nutrientes. Bajo
estas condiciones ambientales peligrosas, las células musculares no tendran otra alter-
nativa que el suicidio con todas las consecuencias descritas anteriormente. El objetivo
serd tomar uno por uno todos los cambios celulares asociados a la apoptosis y estable-
cer un vinculo con la modificacién observada en el mitsculo durante la maduracién,
en relacion con las caracteristicas organolépticas y particularmente la terneza, que es
el atributo mds importante para el consumidor.

La participacién de la apoptosis es dificil de disputar, tomando en cuenta las
condiciones ambientales, las cuales existen luego del desangrado del animal. Basado
en los conocimientos adquiridos desde 1995 sobre la apoptosis, especialmente en los
seres humanos, el andlisis de las consecuencias de la apoptosis en las células dedicadas
ala muerte celular programada trae respuestas a muchas preguntas a las que se enfren-
tan los cientificos que estudian la conversion del misculo en carne.

Debido a que las caspasas se especializan en la desestructuracion, probablemen-
te primero degradan las proteinas claves, que participan en la compleja organizacién
espacial de las miofibrillas en las células musculares y en la hidrélisis de los compo-
nentes celulares, para luego seguir con otros sistemas proteoliticos, como catepsinas,
calpainas y proteasomas.



Innovacion & Tecnologia en la Ganaderia Doble Propésito. 2011
La terneza de la carne: conceptos innovadores - 883

CONCLUSIONES

El ablandamiento de la carne resulta probablemente, de la accin sinérgica de
varios sistemas enziméticos endégenos. Incluso, si la participacién de las caspasas no
lo explica todo, es probable que sea un elemento esencial para facilitar la accién de
otros sistemas intracelulares proteoliticos, es decir, catepsinas, calpainas, proteaso-
mas y puede ser, otras enzimas proteoliticas que no se han considerado hasta ahora
como caspasas. Por tanto, es necesario integrar los conocimientos disponibles en las
actuales y futuras investigaciones sobre el ablandamiento de las carnes, incluyendo la
blsqueda de marcadores predictivos esenciales de calidad para el consumidor. La
buasqueda de la diversidad bioldgica, para el ablandamiento de la carne es una necesi-
dad absoluta para mejorar la valorizacién de las canales dirigiéndolas poco después
del sacrificio hacia un uso 6ptimo basada en su calidad. Esta revisién prospectiva es el
primer paso sobre las nuevas consideraciones sobre el proceso de maduracién de la
carne y nuevos enfoques experimentales en este campo.
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