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Resumen

El colageno es una proteina fibrosa e insoluble en agua que constituye el 95% del tejido
conectivo y tiene como funcion el soporte y proteccion del musculo esquelético.

El coldgeno que constituye el musculo esquelético, sufre cambios estructurales y mecanicos
durante su transformacion en carne. Estos cambios, favorecen el desarrollo de caracteristicas
de calidad como la terneza, la cual forma parte de los criterios de seleccion o preferencia
por el consumidor.

En la presente investigacion, se realizé la caracterizacion de los cambios que ocurren en el
colégeno de conejo, desde el sacrificio y hasta las 96 horas post-mortem. La metodologia que
se utilizo, incluye la extraccion y cuantificacion del colageno total y sus fracciones (soluble
e insoluble) del musculo cuadriceps femoral de conejos de 70 + 3 dias, de la raza California,
asi como la obtencion de los perfiles electroforeéticos, de las fracciones y fibras de colageno,
bajo condiciones desnaturalizantes y reductoras.

El contenido de colageno total con respecto al tiempo fue estadisticamente similar (P>0.05).
En la cuantificacion de colageno insoluble a las 96 h se extrajo la menor cantidad de esta
fraccidn lo que corresponde con el aumento en la extraccion de colageno soluble.

Los perfiles electroforéticos de las fibras de colageno y sus fracciones soluble e insoluble,
presentaron las subunidades caracteristicas del colageno, sin embargo en, el patron del
coladgeno insoluble se encuentra la presencia de una banda conocida como oayqmy. Sin
embargo, la movilidad de las subunidades del colageno y en consecuencia la masa molecular
obtenida puede deberse al método de preparacion de las muestras utilizado.
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Abstract

Collagen is a fibrous protein insoluble in water which constitutes 95 % of the connective
tissue, and functions to support and protect the skeletal muscle.

Collagen constitutes the skeletal muscle, undergoes structural and mechanical changes
during processing into meat. These changes favor the development of quality characteristics
such as tenderness, which is part of the selection criteria or preference by the consumer.

In this research, the characterization of the changes that occur in collagen rabbit from
slaughter until 96 hours post- mortem was performed. The methodology used included the
extraction and quantification of total collagen and its fractions (soluble and insoluble) from
cuadriceps femoris muscle of rabbits 70 * 3 days, the California race, besides we obtained
the electrophoretic profiles of fractions and collagen fibers, under denaturing and reducing
conditions.

Total collagen content over time was not statistically different (P >0.05). In the quantification
of insoluble collagen at 96 h the least amount of this fraction which corresponds to the
increase in the expression of soluble collagen was extracted.

The electrophoretic profiles of the collagen fibers and soluble and insoluble fractions,
presented the characteristics of collagen subunits, but in the pattern of insoluble collagen is
the presence of a gang known as al (IIT). However, the mobility of the subunits of collagen
and consequently the molecular weight can be obtained due to the method of preparation of
the samples used.
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Introduccién

La aceptacion de la carne es definida por los consumidores con base en los criterios de terneza
y jugosidad, por lo que en la actualidad se ha realizado una amplia investigacion con el objeto
de estudiar e identificar aquellos factores intrinsecos (raza, edad, sexo, tipo de musculo, etc.)
y extrinsecos (manejo antes, durante y después del sacrificio) que estan estrechamente
relacionados con el desarrollo de estos atributos (Schaefer et al., 2001).

A nivel del tejido muscular esquelético, la terneza dependeréa de las proteinas miofibrilares
y del tejido conectivo, las cuales se caracterizan por tener estructuras y funciones diferentes.
Durante la transformacion de musculo en carne estas macromoléculas sufren cambios
conformacionales plenamente identificados para las proteinas miofibrilares, mientras que
para las del tejido conectivo se desconocen los mecanismos que favorecen estas

modificaciones (Nishimura, 2010; Purslow, 2005).

El colageno es el principal constituye del tejido conectivo y tiene como funcion el soporte y
proteccion del musculo esquelético. Esta proteina debido a su funcidn se caracteriza por
tener una estructura rigida favorecida por su composicion de aminoacidos (Shoulders et al.,
2009; Kadler et al., 1996).

Aunque se ha identificado mas de 25 tipos de colageno, en el musculo esquelético, se han
encontrado colageno tipo | y 111 principalmente, distribuidos en el endomisio, perimisio y
epimisio (Gelse et al., 2003; Shoulders et al., 2009, Purslow, 2005).

La cantidad de colageno muscular depende de la genética, nutricion, edad del animal y
localizacion anatomica de los musculos (Boccard et al., 1979; Hall et al., 1982; Hunsley et
al., 1971), en donde se encuentra en pequefias cantidades. Motivo por el cual, existe una
controversia sobre su contribucion en la terneza, ademas de la falta de informacion sobre sus
modificaciones estructurales post-mortem, las cuales dependen varios parametros y entre
ellas el tipo de enlaces covalentes (aminas, pirrol y piridolina) que conforman las fibras de
colageno (Bailey, 1985; Light et al., 1985; Eyre et al., 2005).
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1. Marco Teorico

1.1. Generalidades del colageno

1.2. Estructura del colageno

El colageno esta constituido por unidades de tropocolageno (peso molecular de 300,000 a
325,000 Daltons). Cada unidad de tropocolageno estd formada por tres cadenas
polipeptidicas que pueden ser homotriméricas o heterotriméricas y que contienen alrededor
de 1,050 aminoéacidos, las cadenas se encuentran estabilizadas por puentes de hidrogeno

(Figura 1) y otras interacciones como fuerzas de van der Waals.

N1 N2 N3
Gly Pro.,  Hyp
Pro., Hyp Gly
Hyp Gly . .Pro
Gly " Pro Hyp
c1 c2 c3

Figura 1. Enlaces hidrégeno entre las cadenas de colageno
Gly: Glicina, Pro: Prolina e Hyp: Hodrpxiprolina

Fuente: Shoulder et al., 2009

El tropocoladgeno se caracteriza por estar constituido por el triplete Gly-Xaa-Yaa, donde la
posicion Xaa y Yaa puede ser cualquier aminoacido, aunque frecuentemente son prolina
(Pro) e hidroxiprolina (Hyp) (Figura 2); aminoacidos que se caracterizan por su
hidrofobicidad (las fibras de coladgena son insolubles en agua) y por favorecer la formacién
de giros B, por lo que, al enrollarse entre si cada cadena, se forma una hélice levogira conocida
como hélice de colageno, conformacion en la que por cada 3.3 residuos de aminoécidos da

un giro. En el enrollamiento de tropocolageno, tres de estas cadenas se ensamblan formando
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una triple hélice dextrdgira, en la cual se localiza en el centro los residuos de glicina (Figura
1) (Kadler et al., 1996; van der Rest et al., 1991; Shoulders et al., 2009).

Cadena C

X Cadena B

Figura 2. Triple hélice dextrdgira del tropocolageno

Fuente: Modificado de van der Rest et al., 1991

Las unidades de tropocolageno, se agrupan paralelamente y se unen formando las fibras de
colageno. (Shoulders et al., 2009; Gelse et. al., 2003).

1.2.1. Tripletes de la hélice colageno

La conformacién de la triple hélice en el colageno depende de los aminoacidos que se
localizan en la posicién Xaa y Yaa del triplete Gly-Xaa-Yaa, lo que resulta en la presencia

de al menos 400 combinaciones de tripéptidos diferentes.

En 1998, Ramshaw y colaboradores utilizaron 4040 tripletes provenientes de 14 cadenas de
diferentes tipos de colageno de humano con lo que construyeron una tabla con el objetivo de
identificar los residuos que se localizan principalmente en la posicién X, Pro, GIny Ala 'y
en la posicion Y, Hyp, Lys, Ala y Asp. El triplete de mayor frecuencia Gly-Pro-Hyp, con el
10.5% (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Frecuencia de la presencia de aminoacidos en los tripletes de colageno
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Frecuencia de la presencia de aminoacidos en los tripletes que constituyen las cadenas de colageno Cuadros
blancos. Tripletes con una frecuencia > 10 veces (més del 0.25%). Cuadros grises de 3 a 10 veces (del 0.075%
al 0.25% de los tripletes). Cuadros negros < 3 veces (porcentaje menor al 0.075%).

Sistema de nomenclatura de los aminoacidos de una y tres letras en cada uno: A-Ala-Alanina, C-Cys-Cisteina,
D-Asp-Aspartato, E-Glu-Glutamato, F-Phe-Fenilalanina, G-Gly-Glicina, H-His-Histidina, I-lle-Isoleucina, K-
Lys-Lisina, M-Met-Metitonina, N-Asn-Asparagina, O-Hyp-Hidroxiprolina, Q-GIn-Glutamina, R-Arg-
Arginina, S-Ser-Serina, T-Thr-Treonina, V-Val-Valina, W-Trp-Triptéfano, Y-Tyr-Tirosina

Fuente: Modificado de Ramshaw et al., 1998

Posteriormente, Bhattacharjee y colaboradores (2005) realizaron un estudio para identificar
aquellos residuos que podian encontrarse a lo largo de una cadena de colageno en la posicion
X yY, lo que demostr6 que dependiendo del tipo de colageno y las cadenas que lo
constituyen, sera la secuencia de aminoacidos y en consecuencia tendran o no una estructura
fibrilar (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Frecuencia con la que los aminoacidos pueden localizarse en la posicion X o Y de la secuencia de
las cadenas de colageno del tipo | al IV

Aminoacidos  Tipol Tipol Tipoll Tipolll  Tipo IV

ol a2 al al al

Ala eq eq eq eq eq
Arg Y Y Y Y Y
Asn eq eq eq Y X
Asp eq eq eq Y X
Gin Y Y Y eq eq
Glu X X X X X
lle eq eq X X X
Leu X X X X X
Lys Y Y Y Y Y
Met Y Y Y X Y
Phe X X X X X
Pro/Hyp eq eq eq eq Y
Ser eq eq Y X X
Thr Y Y Y eq X
Val eq Y eq eq eq

eg. Indica que el aminoacido, se puede encontrar en la posicién Xy Y

Fuente: Bhattacharjee et al., 2005

En general, la estructura del colageno depende de los aminoacidos que lo conforman. EI 30
por ciento de esta molécula esta constituida por glicinas que ocupa el tercer lugar en el
triplete, lo que conlleva a que al plegarse en sus estructuras secundarias, terciarias y
cuaternaria, se localicen en el centro de la super hélice. La hidroxiprolina es el residuo de
aminodcido producto de la hidroxilacion de la prolina que incrementa la estabilidad térmica
del colageno, debido a las interacciones con los residuos de las cadenas adyacentes, siempre
y cuando esté en la posicion Y del triplete (Ramshaw et al., 1998). Por ultimo, en la posicién
X del triplete del colageno se encuentra el residuo de prolina, que en la triple hélice se

localiza expuesta en la superficie de ésta.
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1.3. Sintesis de colageno

La sintesis de colageno se lleva a cabo en los fibroblastos y se caracteriza por la hidroxilacion
de prolina y lisina y la glicosilacién de hidroxilisina con galactosas y glucosas, etapas que a
continuacion se describiran para el colageno tipo | (colageno fibrilar) y que son cruciales en

la formacién de los enlaces precursores de la estabilidad del colageno.

1. Sintesis de las cadenas pro-a por traslocacion cotraduccional

2. Hidroxilacion de los residuos de prolina y de lisina que constituyen las cadenas pro-
a por las enzimas prolil 3-hidroxilasa, prolil 4-hidroxilasa (P4H), y lisil hidroxilasa
(L4H) (cofactores: Fe?*, 2-oxoglutarato, O, y acido ascdrbico) a 3-hidroxiprolina, 4-
hidroxiprolina y 4-hidroxilisina, respectivamente (Figura 4). La funcion de la 3-
hidroxiprolina se desconoce pero la 4-hidroxiprolina es esencial para la formacion de
los puentes de hidrogeno que estabilizan las cadenas, mientras la 4-hidroxilisina

interviene en la sintesis de enlaces covalentes intra e intermoleculares.

o 0.C co,” 0

H., .y HO., ’
N\)\*ff P4H N\/\L”'

N Fe(ll) N
o} > 0

o) \ o)
N
NV fo) ¥
OZC/\)J\O_
co,

—ProProGly— - —ProHypGly-

Figura 3. Reaccion catalizada por P4H.

Fuente: Shoulder et. al., 2009

3. Una vez que se forma la 4-hidroxilisina, se unen a ella por la accion de la galactosil
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transferasa y la galactosilhidrosil-glicosil transferasa los residuos de galactosa y
glucosa, respectivamente, lo que facilitan, el transporte de la cadena pro-a por medio
de vesiculas al aparato de Golgi.

4. En el aparato de Golgi se ensamblan tres cadenas pro-o formando una triple hélice,
lo que es facilitado por la estructura globular del C-propéptido y la interaccion con
el complejo oligosacarido transferasa (OTC) y la enzima disulfuro isomerasas (PDI)
que se encarga de formar los enlaces disulfuro intercatenarios; asi como la peptidil-
prolil cis-trans-isomerasa (PPI) que convierte los residuos de Pro cis en trans y la
chaperona HSP47 que se localizan en el N-propéptido, favorecen la formacion y

plegado de las cadenas para conformar el procolageno.

Tropocoldgeno
| |
I |
L. N-telopéptide . - C-telopéptido -
N-propéptide (g helicoidal) Triple hélice (No helicoidal)  C-Propéptido

M-procolagenasa C-procolagenasa

Procolageno

Figura 4. Dominios del procolageno y tropocolageno

C terminal. Dominio globular conformado por enlaces disulfuro inter e intracatenarios y sitio de nucleacién de
las cadenas pro-a para su plegamiento. C telopéptido y N telopéptido. Dominios sin triple hélice, conocidos
como no colagenosos 0 no helicoidales que favorecen la formacion de enlaces entrecruzados. Helicoidal.
Dominio del triple hélice, caracterizado por la presencia de puentes de hidrogenos inter e intracatenarios y otras
interacciones entre sus aminodcidos hidrofobicos, lo que genera la formacion de una hélice levdgira de
alrededor de 300nm. N terminal. Dominio globular con enlaces disulfuro intra catenarios y sitio de finalizacion
del ensamble de las cadenas pro- a (Shoulder et al., 2009; Kadler et al., 2007; Canty et al., 2005; Koivu 1987a
y1987b; Kiihn, 1985)

Fuente: Modificado de Gelse et. al., 2003

5. Secrecion del procolageno al exterior de la célula. Eliminacion de las extensiones

peptidicas de la molécula de procolageno por accién de las procoladgeno proteinasas
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(N-.procolagenasa y C-procolagenasa), formandose la molécula de tropocolageno
(Figura 4).

6. Las moléculas de tropocolageno se unen, formando las fibras de colageno.(Shoulder
et al., 2009; Kadler et al., 2007; Canty et al., 2005; Gelse et al., 2003; Kadler et al.,
1996) (Figura 5)

b ; Sintesis y Lberacion de
: enzitaas, glicoproteinas y
/ proteoglicanos al medio
extracelular

Ingreso de aminodcidos desde 1a
circul acidn sanguinea. Fundamen-
talmente gicing, prolina ylising

Formacion del ARNm
9 Agregacion de las fibrillas 2 ypara cada tipo de cadena alfa
de coligeno para formar cadena preprocokigena
fibras coldgenas
3 Sintesis de largos polipéptidos o
cadenas alfa de preprocolageno
8 Las moléculas de tropocoligeno con extrapolipéptidos terrumales ()
recién formadas se agregan de Algunas enziraas hidroxilan algunos
manera espontinea para forrear residuos de prolina y lisina.
fibnillas coldgenas P
E— \/ e
— RER l"“ »
—
— O
—— Tt OH e
-7 4  Moliculss de galastosa
“280nm : yglucosa se unen a residuos
de hidroxilisina

7 Liberacion de moléculas de RER Og\‘ghl-@l

procoligeno al raedio B QM e,
extracelular. Los extrapolipétidos
terrainales son reraohidos por
procoldgeno peptidasas, transformando
al procoldgeno en tropocoldgeno. 8§, sliiean tres malboulis do
preprocoligena entre sy se
L R ensarablan para forrear una
,‘"/’-'.u ; , E configuracion helicoidal apre-
s / ¢{:> tada conocida corao
s ,/ 6 transporte del pcroco]égem molécula de procoligena ‘
' & al aparato de Golgi. . - A
2 Adicion de hidratos de carbono. A R e
% Forraacion de vesiculas Jdbrs Tor o A
secretorias con procoldgeno ‘

Figura 5. Sintesis de colageno

Fuente: http://www.ht.org.ar/histologia/NUEVAS%20UNIDADES/unidades/unidad3/sincola.htm
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1.3.1. Formacion de fibrillas de colageno

En la formacion de fibras, el tropocolageno se agrega de acuerdo a la distribucién de los aminoacidos,
los cuales se dividen en periodos denominados D1, D2, D3 y D4 con una longitud de 67 a 70 nm,
disposicion que da lugar al patron estriado que se observa al microscopio (Figura 6).

La interaccion entre estas secuencias favorece la superposicion del N terminal de una unidad de
tropocolageno con el C terminal de otra unidad en una longitud de 30 nm, asociacion en la que se
forman enlaces covalentes amina (aldimina y cetoamina) (Mc Cormick, 1999; Kadler et al., 1996;
Kihn, 1985).

o1 D2 D3 D4

I 2 3 4
. [ 2 3 4 [T P
4 1 2 3 L1 r
3 4 ! z2_. ot ]
2 3 4 1 ) .

Figura 6. Interaccién entre las secuencias D y superposicion del N y C terminal del tropocolageno

Fuente: Kiihn, 1985

1.4. Tipos de colageno

A inicios del siglo XX, se identificaron diferentes tipos de colageno, y se le defini6 al
coldgeno como una proteina estructural de matriz extracelular (MEC) que contiene uno o
mas dominios con una conformacion de triple hélice (van der Rest et al., 1991). El colageno
es una familia de proteinas, las cuales debido a la diversidad en sus caracteristicas
estructurales han sido denominados con nimeros romanos, ademas de ser clasificados en
fibrilares y no fibrilares, dependiendo de la presencia o no del dominio helicoidal (Cuadro
3).

11
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Cuadro 3. Clasificacion de los tipos de coldgeno, su composicion y distribucion

Tipo Composicion Distribucion

Fibras formadoras de colageno

| [aa(1)2 a2(1)] Hueso, pie, tendén, ligamentos,
cornea y musculo

1 [a 1(IN]3 Cartilago, cuerpo vitreo

1l [a1(111)]3 Piel, pared de los vasos y fibras
reticulares de la mayoria de los
tejidos como el musculo

\Y/ a1(V), 02(V), as(V) Pulmén, cornea, huesos y membranas
fetales

Xl ax(XT), az(XT), az(XI) Cartilago y cuerpo vitreo

Colageno de la membrana basal
v

Colageno microfibrilar

Vi

Colageno hexagonal que forma redes
Vil

X

Fibrillas de anclaje

Vil

[02(IV)]2 a2(TV); 01— a6

a1(VI), o2(VI), az(VI1)

[oa(V1ID]3

[0a3(X)]s

[aa(VID]3

Membranas basales

Dermis, cartilago, placenta,
pulmones, pared del vaso

Células endoteliales
Cartilago hipertrofico

Piel, mucosa y cérvix

Fibras asociados a colageno con triple hélice interrumpida (FACIT por sus siglas en inglés)

IX

X

XV

XIX

XX

XXI
Colégenos de transmembrana
Xl

XVII
Multiplexinas
XV

XVI

XVIII

a1(IX), a2(IX), as(IX)
[aa(X11)]s

[az (XIV)]s

[ax (XIX)]s

[a1 (XX)]s

[ (XXD)]s

[az (X1D)]3
[az (XVID]z

[az (XV)]3
[az (XV1)]3
[o1 (XVII)]3

Cartilago y cdrnea

Tenddn, ligamentos

Dermis, tenddn, placenta e higado
Rabdomiosarcoma humano

Piel, cartilago, tenddn

Pared del vaso sanguineo

Epidermis, endomisio, intestino,
Uniones dermo-epidérmicas

Fibroblastos, pancreas
Fibroblastos

Pulmones e higado

Fuente: Mayne et al., 1993; Gelse, et al., 2003; Shoulders, et al., 2009
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Fibras formadoras de coldgeno. Se caracterizan por su capacidad de agruparse y

ensamblarse de forma escalonada

Colagenos de la membrana basal. El colageno tipo 1V, como bien el nombre de este
grupo lo dice, constituye la membrana basal y se caracteriza por tener interrupciones
en la formacion del triplete caracteristico del colageno, lo que genera la formacion de
triples hélices flexibles

Colageno microfibrilar. EI colageno tipo VI, es el Gnico que se encuentra dentro de
este grupo, debido a la formacion de una triple hélice corta y terminales globulares
largas

Colageno hexagonal que forma redes. Se caracteriza por tener unatriple hélice corta

y en consecuencia su interaccion es hexagonal
Fibrillas de anclaje

FACIT’s. Son fibrillas asociadas a colageno con triple hélice interrumpida, lo que se
debe a la presencia de dominios no coloidales y como bien lo dice, su asociacion a

la superficie de otras fibras (Cuadro 3)
Colagenos de transmembrana

Multiplexinas. Presentan multiples dominios helicoidales con interrupciones

En general, dependiendo de la funcion y localizacién de los tejidos seréa el tipo de colageno

presente, por ejemplo, el mdsculo esquelético esta conformado principalmente por los

colagenos fibrilares, pero en mayor proporcion el tipo 1 y Il. El colageno tipo | esta

constituido por tres cadenas del mismo tamafio, dos de ellas idénticas a1 y otra ligeramente

distinta a2 (heterotrimérico) y se localiza en el endomisio, perimisio y epimisio del mdsculo
(Bailey, 1985; Light et al., 1985) (Cuadro 4).

13
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El colageno de tipo III esta formado por tres cadenas idénticas a1 (homotrimérico), y tiene la
peculiaridad de que en su carboxilo terminal las tres cadenas no estan agrupadas en forma de
hélice, sino unidas entre ellas por enlace disulfuro; es caracteristico del perimisio, endomisio

y en pequefias concentraciones en algunos musculos en el epimisio (Light et al., 1985;
Burson et al., 1986).

Cuadro 4. Imagenes al microscopio electrénico de algunos tipos de colageno

Tipo de colageno Imagen al microscopio electrénico

LILILV y XI
IX, Xy XIV =
AV
VI
VIl
VIIly X

Fuente: Modificado de van der Rest et al., 1991
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1.5. Distribucidn del colageno en el musculo esquelético

El colageno en el masculo esquelético lo constituyen el endomisio, el perimisio y el epimisio,
también conocido como tejido conectivo intramuscular (IMCT por sus siglas en inglés)
(Figura 7). El endomisio es una capa de redes de fibras de coldgeno en forma de vaina que

envuelve las fibras musculares.

El perimisio rodea un conjunto de fibras musculares y se caracteriza por estar conformado
por un haz de fibras de colageno con patron ondulado y conforma el 90% del colageno

intramuscular.

El epimisio agrupa los conjuntos de fibras musculares que constituyen el masculo, por lo que
también se le conoce como fascia y esta constituido por varias capas de fibras de colageno
acomodado en forma de hojas (Nishimura, 2010; Purslow, 2005).

Epimisio

Endomisio

Perimisio —-ASES0EAAL

Miofibrillas /

Figura 7. Distribucién del colageno en el musculo esquelético

a) Distribucién del endomisio, perimisio y epimisio. b) Perimisio ¢) Endomisio agrupa a las miofibrillas como
una red en forma de panal

Fuente: Modificado de Purslow, 2014
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1.6. Enlace entrecruzados del colageno

La estabilidad de la estructura del coldgeno en parte se debe a los enlaces entrecruzados que
se forman conforme avanza la edad de un animal. En el nacimiento se encuentran enlaces
inmaduros o divalentes (entre dos moléculas de tropocoldgeno) que sufren cambios
estructurales y conformacionales durante la maduracion de la carne mientras que al aumentar
la edad se favorece la formacion de enlaces maduros o trivalentes (entre tres moléculas de
colageno) que dificilmente son degradados durante la maduracion de la carne o hidrolizados
en la coccion, reflejandose en la terneza de la carne (Purslow et al., 2012; Nishimura, 2010;
Weston et al., 2002; McCormick, 1999; Bailey, 1985) (Figura 8).

Figura 8. Enlaces divalentes (a) y trivalentes (b) en las fibras de colageno

Fuente: Mc Comick, 1999

En el espacio extracelular, los residuos de lisina e hidroxilisina que se encuentran en el N y
C terminal de la union escalonada del tropocolageno (telopéptido) por accién de la enzima
lisil oxidasa por desaminacion, produce alisina e hidroxialisina (Figura 9) (con un grupo
aldehido). Estos compuestos, en la formacién de fibrillas de colageno por la interaccion con

los residuos de lisina (Figura 10) e hidroxilisina (Figura 11) del dominio helicoidal de otra

16
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molécula de tropocolageno forman enlaces covalentes por dos vias: alisina con la formacion
de enlaces aldimina (Base de Schiff) (ejemplo Hidroxilisino norleucina) e hidroxialisina con
la produccién de enlaces cetoamina (por modificacion de Amadori) (ejemplo Lisino
cetonorleucina) (Eyre et al., 2005; Mc Cormick, 1999; Siegel, 1976).

il
H
N=EH—0 R—ch—t-
|
CH; C-H-z
I. i
[I'H" —_— 'fl‘er
fi'-Hz CH;
|
CH;NH ; CHO
Lizina Alizina
Lisil oxidasa
Q Q
H 1] H ]
—N—?-H == =N—CH—C~-
|
[E-H;- CH>
|
‘t-'-"lz — '-'E'H;
t[.‘-I-IU-! t;‘.l 10
CHNH; CHO
Hidroxilisina Hidroxialisina

Figura 9. Accion de la lisil oxidasa

Fuente: Modificado de Hulmes, 2008

En la formacion de enlaces trivalentes, los enlaces divalentes interactGan entre si 0 con otros
aminodacidos de un tercer tropocolageno. Por ejemplo, los enlaces aldimina reaccionan con
un residuo de histidina del dominio helicoidal mientras que los enlaces cetoaminas forman
enlaces pirrol y piridolina (Figuras 10 y 11) (Eyre et al., 2005; Mc Cormick, 1999; Siegel,
1976). Por otra parte, existen enlaces covalentes intracatenarios generados por la condesacion

aldolica de dos alisinas del telopéptidos con una histidina e hidroxialisina del dominio
helicoidal (Yamauchi et al., 2008).
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Hidroxilisina Histidina
NI E?I_CZQ
= CH,
CHOH ’_|
(CH,) NQN
XIQE Divalente Trivalente
R R 225
1
CH s
Lisina Alisina (Gt I_l’ (o
CH O CH
2= PSS N S r-&
I 1
(CHa, —> cg:gu (:;HE #H_.
NH,
’ Lisil sl CHOgaligic)
oxidasa (?Hz]z ({IIH;};
s%e%% AU
Hidroxilisino Histidinil hidroxilisino
norleucina norleucina
Figura 10. Ejemplo de la formacion de enlaces divalentes y trivalentes a partir de lisina
Fuente: Modificado de Eyre et al., 2005
Hidroxilisina
Hidroxilisino
NH cetonorleucina Hidroxilisil
e - pirrol
CHOH %~ Hidroxilisino - =o0%
(CHa ) i ~ morleucina '—J,.‘ ;
m CH. + ‘“‘I'F
H NH — g'I:Hd
. . e . CH CHOH
Hidroxilisina Hidroxialisina e 1
CHOH Ciz
(CHo); KL
B Lisil LR
CH, oxidasa =S0 <K
- TSI
(I:H:» (CH;)» ; — m
CHOH ? EHOM RN on
1 i \ |
(‘I.‘.H:_ CHO = CH - = .
NH, MH ’H
u'LI',H L ":I;Hm
|
NH SO0 R
e Lisino Lisil
savora cetonorleucina
piridinolina
Lisina

Figura 11. Ejemplo de la formacion de enlaces divalentes y trivalentes a partir de hidroxilisina

Fuente: Modificado de Eyre et al., 2005
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1.7. Efecto del colageno en la terneza

La terneza es un atributo de calidad de la carne y es un elemento de seleccion y aceptacion
para el consumidor (Weston et al., 2002; Sentandreu et al., 2002). El desarrollo de la terneza
depende de diversos factores como lo son el manejo antes, durante y después del sacrificio
asi como de la genética y fisiologia de los animales y el tipo de musculo, las cuéles
condicionan el valor de pH y en consecuencia la presencia de carne normal, dura (DFD por
sus siglas en inglés Obscura, Firme y Seca) o suave (PSE por sus siglas en inglés Palida,
Suave y Exudativa) (Silva et al., 1999).

La carne esta constituida por tres tipos de proteinas: sarcoplasmicas, miofibrilares y del tejido
conectivo. La terneza de la carne se relaciona principalmente con los cambios estructurales
de las proteinas miofibrilares durante la maduracion. Sin embargo, las proteinas del tejido
conectivo, en especial el coladgeno, tienen cierta contribucion a este atributo. Por ejemplo,
la diferencia entre cortes de carne en cuanto a terneza depende del contenido de colageno y
la composicion de las fibras musculares y su interaccion. Aquellos cortes que provienen de
musculos encargados del sostén se caracterizan por ser mas tiernos y tener menor contenido
de coladgeno en comparacion con los cortes provenientes de musculos de movimiento
(Torrescano et al., 2003). O bien la carne proveniente de animales adultos en comparacion
con la de los jovenes, por la formacién de enlaces maduros en las fibras de colageno presenta
mayor estabilidad al calor y mayor fuerza de corte durante la masticacion, reflejandose en
menor terneza, sin importar el tipo de musculo de donde proceda (Nishimura, 2010; Purslow,
2005; Weston et al., 2002; Bailey, 1985).

Durante la transformacién de masculo en carne, el colageno sufre modificaciones
estructurales, las causas de estos cambios son desconocidas puesto que se le ha dado mayor
importancia a su evolucion durante la coccién, ya que cuando se eleva la temperatura |
colageno tiende a gelatinizarse (desnaturalizacidén-solubilizacién) sin embargo, el aumento
de la terneza dependera del tipo de enlaces (inmaduros o maduros) asi como el método,

tiempo y temperatura de coccién (Chang et al., 2011; Powell et al., 2002).
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1.8. Solubilidad del colageno

Existen investigaciones en diversos musculos principalmente provenientes de bovino, donde
se determina el efecto de la raza, sexo, edad y maduracién en la solubilidad del coldgeno
(Mills et al., 1989a; Mills et al., 1985b; Wu et al., 1982; Boccard et al., 1979; Prost et al.,
1975).

Durante la transformacion del masculo en carne, el colageno sufre cambios que favorecen la
generacion de una fraccion soluble, sin embargo, los mecanismos, reacciones o naturaleza
que genera este evento son desconocidos y para poder elucidar y entender las causas de estas
modificaciones estructurales varios autores han mencionado algunas de las enzimas que

pueden estar relacionadas con este fenomeno.

1.8.1. Calpainas

Las calpainas son un sistema enzimatico activado por calcio. Estas enzimas intracelulares
neutras, se clasifican de acuerdo con sus requerimientos de calcio en p-Calpaina, p/m-
Calpaina, m-Calpaina y Calpastatinas. Las calpastatinas actian como inhibidores de las
calpainas. Este sistema enzimatico degrada principalmente las proteinas miofibrilares (Kemp
et al., 2010; Sentandreu et al., 2002). Mills y sus colaboradores (1989a) atribuyen que la
solubilidad del coldgeno durante las primeras 8 h post-mortem es debida a la accion
proteolitica de estas proteasas activadas a pH neutro como las CAF (por sus siglas en inglés,

Calcium Activated Factor) (activadas por calcio) o calpainas.

1.8.2. Catepsinas

Las catepsinas son enzimas lisosomales activadas a pH acidos. En el musculo esquelético se
encuentran las catepsinas B, L, H, S, F, K (Cisteina peptidasas) y D (Aspartico peptidasas)
(Kemp et al., 2010; Sentandreu et al., 2002).
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Catepsina B1. Burghley y sus colaboradores (1974) identificaron que esta catepsina se
relaciona con la desnaturalizacion de las fibras de colageno mientras que Etherington (1976),
encontrd que su actividad colagenolitica disminuye a pH de 6.0, ambos investigadores
comentan que esta enzima escinde en el telopéptido del tropocolageno.

Catepsina D. Dingle (1973) y colaboradores (1971) mencionan que en cartilago la catepsina
D esté relacionada con la degradacion de proteoglicanos.

Wu y colaboradores (1982) tras los resultados obtenidos al investigar el efecto del tiempo y
temperatura en el coldgeno intramuscular del largo dorsal de bovinos, describieron que
probablemente los cambios en el colageno se deben a la accion de las catepsinas D y B1, por
lo que ellos mencionan que estas enzimas degradan el colageno liberando sus componentes
al romper las interacciones que estabilizan la molécula. En 1992, el grupo de investigadores
encabezados por Beltran, al comparar la degradacion de colageno por la catepsinas B y L,
encontraron que la catepsina B presenta mayor actividad colagenolitica que la catepsina L

(lo que se debe a la dependencia de la presencia de iones calcio).

Catepsina K.  En la investigacion realizada por Sentandreu y colaboradores (2002),
mencionan que la catepsina K tiene una alta actividad colagenolitica con un pH de 6.0 a 6.5.
En 2011, Bromme y Wilson describen que las catepsinas degradan el telopéptido y que la
catepsina K es la excepcion a la regla, debido a que esta enzima se une con algun
glucosaminoglicano de la MEC como el condroitin sulfato y escinde enlaces peptidicos en la
region helicoidal, la formacion de este complejo depende del tipo y cantidad de los

glucosaminoglicanos en la MEC.

1.8.3. Otras proteinas lisosomales

Wu y colaboradores (1982), dentro de su discusion mencionan que otras proteinas
lisosomales como la hialuronidasa, B-glucuronidasa y (-galactosidasa degradan algunos

componentes de la matriz del colageno y pueden estar relacionados con su degradacion.
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Por el contrario Dingle (1973) menciona que la enzima hialuronidasa no juega un papel
importante en la degradacion de la matriz del colageno.

En 2010, Nishimura menciona que los componentes de la matriz extracelular del coldgeno
son degradados in vitro por enzimas lisosomales y colagenasas, por lo que sugiere que los
cambios conformacionales durante la maduracién podrian deberse a la accion de las
glucosidasas lisosomales que degradan los proteoglicanos que se encargan de estabilizar y
rodear las fibras de colageno, dejandolas expuestas y en consecuencia facilitando la
degradacion por las colagenasas, sin embargo comenta que el tipo y cantidad de
proteoglicanos en el colageno son importantes para determinar el nivel de susceptibilidad de

su degradacion.

1.8.4. Metaloproteinasas

Las MMP (metaloproteinasas de matriz) son enzimas dependientes de calcio que contienen
zinc en su estructura y dominio catalitico, encargadas de la degradacion de los constituyentes
de las MEC (matriz extracelular) (Figura 12). Enzimas secretadas por lo fibroblastos como
pro MMP (zimbgeno) o MMP inactiva y reguladas por las TIMP (por sus siglas en inglés,

Tissue Inhibitors of Metaloproteinases) (Purslow et al., 2012; Balcerzak et al., 2001)

Pro MMP-1 MNMP-1

Figura 12. Diferencias estructurales entre la Pro MMP-1 de humano y MMP-1 de cerdo (dominio propéptido
color rojo, dominio catalitico color rosa, dominio hemopoxina color verde, dominio enlazador en amarillo,
iones zinc en morado y iones calcio gris)

Fuente: Modificado de Nagase et al., 2006
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Generalidades del colageno

Se conocen 23 MMP que son divididas en 6 grupos de acuerdo con el sustrato que degradan

(Cuadro 5) (Snoek Van et al., 2005).

Cuadro 5. Subgrupos de las MMP

Subgrupo MMP Nombre comun Sustrato

MMP-1 Colagenasas 1 Col I, 11, I, VII, VI, X, gelatin

Colagen MMP-8 Colagenasas 2 Col I, 11, 11, VI, VI, X, gelatin
0lagenasas  \iMp-13  Colagenasas 3 Col 1, 11, 111, IV, 1X, X, XIV, gelatina

Gelatinasas MMP-2 Gelatinasas A Gelatina, Col I, 11, HI, IV, VII, X

MMP-9 Gelatinasas B Gelatina, Col IV, V

MMP-3 Estromelisina 1 Col II, 1V, IX, X, XI, gelatina
Estromelisina  MMP-10  Estromelisina 2 Col 1V, laminina, fibronectina, elastina

MMP-11  Estromelisina 3 Col 1V, fibronectina, laminina

MMP-7 Matrilisina 1 Fibronectina, laminina, Col IV, gelatina
Matrilisina MMP-26  Matrilisina 2 Fibrinogena, fibronectina, gelatina

MMP-14  MMT1-MMP Gelatina, fibronectina, laminina

MMP-15 MMT2-MMP Gelatina, fibronectina, laminina

MMP-16 MMT3-MMP Gelatina, fibronectina, laminina
MMT-MMP MMP-17 MMT4-MMP Fibrinogena, fibrina

MMP-24  MMT5-MMP Gelatina, fibronectina, laminina

MMP-25 MMT6-MMP Gelatina

MMP-12  Metaloproteinasas Elastina, fibronectina, Col IV

macrofago

MMP-19 - Aggrecana, elastina, fibrillina, Col IV, gelatina
Otros MMP-20  Enamelisina Aggrecana,

MMP-21  XMMP Aggrecana,

MMP-23 - Gelatina, caseina, fibronectina

MMP-27 CMMP -

MMP-28  Epilisina -

Fuente: Snoek-Van, et al., 2005

——
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A finales del siglo pasado, se empezarona realizar investigaciones para identificar el efecto
de las metaloproteinasas en la molécula de colageno, hoy en dia se sabe que existen cambios
conformacionales durante la transformacion de musculo en carne pero se desconoce la
contribucion de la actividad de estas enzimas (Purslow, 2012; Nishimura, 2010; Sylvestre et
al., 2002 Mills, et al., 1989a y b). Sin embargo, Bromme y Wilson (2011) mencionan que
estas las metaloproteinasas escinden en el dominio helicoidal del tropocoladgeno por la

interaccion con el dominio hemopoxina.

Mills y colaboradores (1989a y b) estudiaron el comportamiento del colageno soluble
durante las primeras 24 h post-mortem del musculo infraespinoso de bovino y observaron
que durante las primeras 8 h tras el sacrificio se da un incremento paulatino de la solubilidad
del colageno, lo que ellos atribuyen a la accidn proteolitica de proteasas con actividad a pH
neutros como las colagenasas, lo que podria explicar el descenso en la modificacion

estructural del colageno al disminuir el pH en el sistema carnico

En 2002, Sylvestre y colaboradores, mencionaron que este tipo de enzimas degradan el
colédgeno en todos los tejidos, por lo que para poder identificar si existe algun efecto en el
coladgeno intramuscular compararon la actividad de la MMP-2 inactiva y activa en el
musculo largo dorsal y semimembranoso, al dia 0 y 21dias post-mortem y observaron que
existia mayor presencia de pro MMP-2 en el dia 0 en comparacion con el dia 21, lo que
resalta que durante este tiempo algun factor como el pH genera la activacion de las enzimas
y probablemente los cambios conformacionales en el coldgeno se deben a estas

metaloproteinasas.

En afios més recientes, Purslow y colaboradores (2012) realizaron una revision bibliografica
con el objeto de buscar alternativas para mejorar la terneza de la carne a partir del colageno
intramuscular, donde resaltaron la existencia de metalopoteinasas de matriz MMP-2 y MMP-
9.
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Justificacion

El colageno tiene una estructura caracteristica que lo hace resistente al calor; durante la
maduracion de la carne sufre cambios conformacionales que generan inestabilidad en
algunas cadenas polipeptidicas y en consecuencia esta fraccidn se vuelve soluble, durante la
transformacion de masculo en carne. No existe evidencia en la literatura sobre los fendmenos
que ocurren durante esta cascada de eventos que definan el comportamiento del colageno y
los tipos de colageno y sus fracciones que se obtienen por la actividad de las
metaloproteinasas y la degradacion de esta molécula. Lo anterior lleva a la necesidad de
realizar una investigacion que permita relacionar los posibles cambios bioquimicos que

ocurren en el colageno intramuscular durante las 96 horas post-mortem.

En el presente trabajo, se buscé relacionar los cambios que ocurren durante la maduracion de
la carne de conejo y su efecto en la solubilidad de los diferentes tipos de colageno: total,
soluble e insoluble utilizando métodos espectrofotométricos y electroforéticos durante las 96
horas post-mortem, al identificar el perfil electroforético y la presencia de sus oligdmeros

(mondmeros, dimeros y trimeros).
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Objetivos

General

- Evaluar los cambios que sufre el colageno del musculo cuadriceps femoral de
conejos de raza California de 70+3 dias durante las 96 h desde la matanza, mediante
métodos espectrofotométricos y electroforéticos.

Particulares

- Determinar la concentracion del colageno total y sus fracciones (soluble e insoluble)
del musculo cuadriceps femoral de conejos de raza California de 70+3 dias durante

las 96h desde la matanza, mediante la cuantificacion de Hyp.

- Identificar el perfil electroforético de las fibras de colageno y sus fracciones (soluble
e insoluble) del musculo cuadriceps femoral de conejos de raza California de 70£3
dias durante las 96 h desde la matanza, mediante el uso de agentes desnaturalizantes

y reductores.
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Hipotesis

Hipotesis 1

En la transformacién de musculo en carne existen cambios conformacionales de las proteinas.
En el caso del colageno y debido a sus caracteristicas estructurales conforme aumenta el
tiempo desde la matanza, mayor seré el porcentaje de colageno soluble.

Hipotesis 2

Durante la transformacion de masculo en carne, los cambios conformacionales del colageno
generan la disociacion de la triple hélice y en consecuencia, en el perfil electroforético con

respecto al tiempo se observara una mayor presencia de monémeros.
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Materiales y métodos

2. Materiales y métodos

2.1. Obtencion y acondicionamiento de la muestra

Los conejos se obtuvieron del Modulo de Cunicultura de la FESC-UNAM, de donde se

movilizaron al Taller de Carnes para su sacrificio.

Al término del sacrificio se obtuvieron el par de miembros pelvianos de 30 conejos macho
de la raza California, de 70+ 3 dias de edad, que se dividieron en 5 lotes de 6 animales cada

uno.

Los miembros pelvianos de cada conejo se colocaron en charolas de poliestireno con todos los
datos de identificacion. Se trasladaron de inmediato en hielera al Laboratorio 7 de la Unidad
de Investigacion Multidisciplinaria, para su almacenamiento en refrigeracion (4 °C) y

posterior evaluacion durante 0, 24, 48, 72 y 96 h (Cuadro 6).

Cuadro 6. Lotes experimentales

Lotes

Unidad Oh 24h 48h 72h 96h
experimental

7 13 19 25
8 14 20 26
9 5 21 27
10 16 22 28
11 17 23 29
12 18 24 30

o O~ W N P
o o~ W N P

Las determinaciones se realizaron con el homogenizado de los musculos cuadriceps femoral

de cada uno de los miembros pelvianos. Previo a la homogenizacion, se les retird la fascia 'y
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se les midi6 el pH. Posteriormente, se pesaron los gramos para cada una de las

determinaciones.

2.2. pH

La medicién del pH de los musculos se realizé utilizando un potenciometro Orion Modelo
Five Start (USA) y electrodo de penetracion KNIpHE (Reino Unido) (Figura 13). El cual
fue calibrado con soluciones amortiguadores y las lecturas de los valores de pH se registraron

por duplicado.

Figura 13. Potenciémetro Orion Five Start

2.3. Cuantificacion de hidroxiprolina

La cuantificacion de hidroxiprolina (Hyp) se realizé por colorimetria a 558 nm, al oxidarla a
pirrol por la adicion de cloramina T (oxidante) y una reaccién colorida en presencia de calor

por la adicion de 4-dimetilaminobenzaldehido (Figura 14).

En la curva patrén de Hyp (Sigma-Aldrich Chemical) se utilizd una solucion stock de 100

pg/mL, de la cual se prepararon soluciones de 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 y 2.5 pg/mL (Figura 15).
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Figura 14. Reacciones para la cuantificacién de Hyp
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Figura 15. Soluciones patrén par la cuantificacién de Hyp

Fuente: Modificado de Pindur, 1978

En tubos de ensaye se vertieron 2 mL de cada una de las soluciones patron y 2 mL de agua
destilada en el caso del tubo blanco. Se le adicioné a cada tubo 1 mL de cloramina T (Sigma-
Aldrich Chemical) y se dejaron reposar por 20 min a temperatura ambiente. Posteriormente
se agreg6 1 mL de 4-DMAB (4-dimetilaminobenzaldehido) (Sigma-Aldrich Chemical). Cada
tubo de ensaye se tapd con aluminio y se colocaron en bafio maria a 60°C por 20 min. Se
dejaron enfriar por 3 min y se realiz6 la lectura a 558+2 nm en el espectrofotdmetro
Spectronic 20D (Roy Minolta, USA).

La curva patron de Hyp se realizd por triplicado, se promedio y se construyé un grafico con
la concentracion en pg/2mL, para obtener la ecuacion de la recta y calcular la cantidad de

colageno total y sus fracciones solubles e insoluble como se describe a continuacién
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2.4. Extraccion del colageno total

La obtencion de colageno total consiste en la hidrdlisis en &cido sulfurico de las proteinas
a aminodcidos, se utiliz6 la metodologia del método 990.26 del AOAC con algunas

modificaciones.

Se pesan 4 g de muestra y se adicionan 30 mL de acido sulfarico 3.5 M. (J. T. Baker)
Posteriormente se incubaron a 105°C por 17 h con agitacion constante.

Se obtuvo un volumen de 20 mL de hidrolizado, el cual se enfrié por 30 min y se vertio en
una probeta de 500 mL; se adicionaron 480 mL de agua destilada y se filtrd. Se tomaron 10
mL del filtrado y se aforaron a 100 mL Se utilizaron 2 mL para la cuantificacion de Hyp.

Se calculd la concentracion de Hyp en la muestra (H) (g/100g) con la ecuacién 1, donde: h
es el valor obtenido con la ecuacion de la recta (ug/2mL), 2.5 el factor de dilucion, m peso

de la muestra (g) y V volumen utilizado de la dilucion de la muestra (mL).

Por ultimo, segn el AOAC, el valor de H se multiplica por 8 para conocer la cantidad de

tejido conectivo presente en la muestra, los datos se reportaron en mg/g.

2.5. Extraccidn de colageno soluble e insoluble

La extraccion de coladgeno soluble e insoluble se realizé con modificaciones a la metodologia
descrita por Hill en 1966.

Se pesaron 4 g de muestra en tubos cénicos de 50 mL para centrifuga y se adicionaron 20
mL de la dilucion 1:3 de Ringer (cloruro de sodio 119.8 mM, cloruro de calcio 234 uM y

cloruro de potasio4.7 mM) (J. T. Baker). Los tubos se colocaron en un bafio maria a 77 °C
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por 70 min y se agitaron a 200 rpm cada 10 min. Se dejaron enfriar por 30 min y se
centrifugaron a 6000x g por 10 min.

Al término de la centrifugacion, para obtener el coldgeno soluble (CS), el sobrenadante se
vertié en un vaso de precipitados de 100 mL y se adicionaron 10 mL de solucion ¥% de Ringer,

posteriormente, se centrifugaron utilizando las mismas condiciones antes mencionadas.

El sobrenadante se vertio en el vaso de precipitados (CS) y el sedimento o colageno insoluble
(CI) en otro vaso de precipitados de 100 mL, a cada fraccion de colageno se adicionaron 20
mL de acido clorhidrico (J. T. Baker) concentrado.

Las fracciones de colageno (CS y CI) fueron hidrolizadas por 16 h a 120°C con agitacion

constante.

Transcurrida la hidrolisis, se dejaron enfriar por una hora a temperatura ambiente. El
sobrenadante hidrolizado (CS), se vertidé en una probeta de 50 mL y se le adiciondé agua

destilada, mientras que el sedimento hidrolizado (CI), se llevé a 500 mL, ambos se filtraron.
Se utilizaron 2 mL de cada una de las fracciones para la cuantificacion de Hyp.

Para calcular la concentracion de Hyp se utilizo la ecuacion de la recta de la curva patron y
se procedié entonces, a calcular el contenido de Hyp (H) (9/100g) para cada una de las

fracciones del colageno soluble (ecuacion 1) e insoluble (ecuacion 2).

_ hx0.5
T omxV

(ec.2)

El valor de H para el colageno soluble e insoluble se multiplica por 7.52 y 7.25,
respectivamente, para conocer la cantidad de estas fracciones del colageno presentes en la

muestra.

El contenido de CS se reportd en porcentaje (el CS se dividié entre la sumatoria del Cl y CS).
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2.6. Extraccion de fibras de coldgeno

Se pesaron 6 g de muestra, se les adicionaron 250 ml de agua ultra pura a 4°C. Se
homogenizaron por 15 s y coloco en agitacién constante por 30 min. Posteriormente se filtrd

con un cedazo de 5 mm.

A la muestra, se le adiciond tres veces 100 mL de PBS 0.1 M (amortiguador salino de fosfato,
PBS por sus siglas en inglés y se prepara con fosfato de sodio monobasico y dibasico, mas
cloruro de sodio) (J. T. Baker ) y cloruro de potasio 1.1 M (J. T. Baker) (pH 7.4) a 4°C, como
se describe a continuacion: la muestra adicionada con el buffer, se homogenizé por 30 sy se
incubd en agitacion constante (300 rpm) por 30 min, posteriormente se filtro y se obtuvieron
las fibras de colageno. Las fibras se resuspendieron en el mismo buffer, se incubaron en

agitacion constante por 6 hy 12 h y se filtraron.

Figura 16. Fibras de colageno

Con el objetivo de eliminar aquellos residuos de miofibrillas, se adicionaron a las fibras de
coladgeno 50 mL de cloruro de potasio 1 M (J. T. Baker) a 4°C y se mantuvieron en agitacion
baja constante por 24 h. Finalmente se adicionaron 50 mL de cloruro de sodio al 0.9% (J. T.
Baker) a 4°C y se colocé en agitacion baja constante por 24 h (Figura 16), se filtrd. Las fibras
de colageno obtenidas con esta metodologia, se congelaron a -50°C por 24 h vy liofilizaron a
0.06 mBar en una Liofilizadora LABCONCO Freezone 4.5 (USA).
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2.7. Extracciodn de las fracciones solubles e insolubles de las fibras de colageno

En la extraccion de fibras de colageno se utilizd la metodologia de Sivakumar vy
colaboradores (1998) y para la extraccion de las fracciones soluble e insoluble del colageno,
el método de Nalinanon y colaboradores (2007). EI primero de estos métodos se basa en el
uso de una solucion buffer y agentes caotrdpicos. El segundo de éstos consiste en el uso de
acido acético y pepsina para la obtencién de las fracciones soluble e insoluble de las fibras
de colageno.

Se pesaron 10 g de muestra, se adicionaron 100 mL de acetato de sodio 0.5 M (J. T. Baker)
y urea 0.1 M (Sigma-Aldrich Chemical) (pH 6.8) y se homogenizo6 por 30 s, se incubo en
agitacion baja constante por 24 h. Al término de la incubacion, se filtrd y se recolectaron las

fibras de colageno.

Estas Gltimas se incubaron con 45 mL de acido acético 0.5 M (J. T. Baker) y pepsina con
una actividad de 20 kU/g (Sigma-Aldrich Chemical, USA) a 4°C durante 24 h.
Posteriormente, se decantd el sedimento que corresponde a la fraccion insoluble del
colageno, el cuél fue congelado a -50°C por 24 h y liofilizado a 0.06 mBar. El sobrenadante
o fraccion soluble, se centrifugd a 6000 rpm por 60 min a 4°C. El sedimento de la
centrifugacion se resuspendié en 10 mL de Tris 0.5 M (Sigma-Aldrich Chemical) con
cloruro de sodio 2.6 M (Sigma-Aldrich) con objeto de precipitar la fraccién soluble del

colageno.

En membrana de didlisis con un corte de 12 kDa (dialysis tubing de celulosa de 2.5 cm de
diametro) (Sigma Aldrich Chemical) se colocaron 10 mL del precipitado y se dializ6 contra
un volumen de 200 mL de &cido acético 0.1 M (J. T. Baker) y agua destilada durante de 6

h (2 veces) y 12 h. El dializado, se congel6 a -50°C por 24 h vy liofiliz6 a 0.06 mBar.

2.8. Perfil electroforético

El perfil electroforético se obtuvo de acuerdo con la metodologia descrita por Laemmli

(1970) mediante el cual se preparan las moléculas cargadas negativamente con el SDS por
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migracion en un campo eléctrico del catodo al anodo, utilizando un gel concentrador y de
separador con porcentajes de 4 y 6%, respectivamente bajo condiciones desnaturalizantes y

reductoras.

2.8.1. Preparacion de la muestra

Se pes6 1mg de las muestras liofilizadas (Fibras de colageno, Cly CS) y se les adicion6 200
uL de PBS 0.02 M (Fosfato de sodio dibasico y Fosfato de sodio monobasico) (J.T. Baker),
SDS 2% (Bio-Rad) y urea 3.5 M (Sigma-Aldrich Chemical) y se incubaron a 50°C por 90
min. Posteriormente se centrifugaron en una centrifuga refrigerada (Centurion, Mod. K2015
Inglaterra) a 10,500 rpm por 5 min.

A las muestras se les adicioné sample buffer para electroforesis desnaturalizantes (Bio-Rad)
en relacionl:1 y se incubd a 95°C durante 5 min, para los geles bajos condiciones
desnaturalizantes, para los geles bajo condiciones reductoras se les adiciond 5% de B-

mercaptoetanol al sample buffer.

2.8.2. Electroforesis

Se prepararon geles de poliacrilamida al 6% y se colocaron dentro de la camara de
electroforesis Mini-Protean 3Cell (Bio-Rad) y se cargaron en cada pozo 15 uL de las
muestras, con una concentracion de 5 pug/uL. Se utilizaron marcadores de peso molecular
All Blue Precision Plus (Bio-Rad, con masas moleculares de 10 a 250 kDa). Los geles se

corrieron a 20 mA/gel por aproximadamente 2 h.

Se realiz6 la comparacion de los perfiles electroforéticos de las fibras de colageno, de las
extracciones de cada lote y entre estos. El tefiido de los geles se realiz6 con azul de Coomassie
G 250 al 1 % (Bio-Rad) con acido acético (J. T. Baker), metanol (J. T. Baker) y agua en
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proporciones 1:4.5:4.5 durante 30 min. Posteriormente se realiz6 un destefiido de 30 min con
acido acético, metanol y agua en proporciones 1:1:8.

Figura 17. Analizador de Imagenes de Electroforesis

Figura 18. Analizador de bandas proteicas

Para el caso de las fracciones soluble e insoluble de colageno se utiliz6 la comparacion entre

lotes y se adicion6 como control las fibras de colageno.

Al término del primer destefiido, se realiz6 un segundo destefiido toda la noche y los geles se
analizaron en un analizador de imagenes marca Bio Rad modelo Gel Doc™ (USA) (Figura
17) y se adquirieron las imagenes con el programa Imagin System (Figura 18a y b). Los pesos
moleculares de las bandas proteicas se determinaron con el programa Image Lab 3 (Bio-Rad,
USA).
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2.9. Andlisis estadistico

Los datos experimentales se recopilaron en una hoja de Excel del Office 2013 con el objeto
de facilitar la construccion de las graficas en el programa Sigma Plot version 11.0,

Esta hoja de Excel de resultados se uso para el analisis estadistico ANOVA de una via en el
caso del pH, CS y %CS y de dos vias, para el CT, CTc, Cl, asi como de las subunidades del
colageno con el programa MINITAB® version 16.0.
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3. Resultados y discusion
3.1. Cuantificacion de colageno total, soluble e insoluble
3.1.1. pH

En la presente investigacion, se utiliz6 el musculo cuadriceps femoral para determinar el
descenso del pH, el cual se sabe que tiene influencia sobre la solubilidad del colageno.
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Figura 19. Curva de descenso de pH del musculo cuadriceps femoral de conejos raza California de 7043 dias
durante las 96 h post-mortem

&Prueba de Tukey significativamente diferentes entre tiempos (p>0.05)

Tras el sacrificio, el valor de pH desciende rapidamente durante las primeras 24 horas post-
mortem, fendmeno que es debido a la formacion de &cido lactico a partir de las reservas de
glucdgeno muscular, mediante la glucélisis anaerobia. En este periodo de tiempo, en paralelo

se instaura el rigor mortis por el agotamiento del ATP, el cual esté relacionado con la
contraccién sostenida del musculo esquelético.
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Al término de las 48 h disminuye la velocidad en el descenso de pH, evento generado por
el agotamiento de las reservas de glucdgeno reduce la produccion de &cido lactico; en este
lapso de tiempo, el ATP se agota generando la presencia de enlaces actomiosina, cuando
estos enlaces llegan a su saturacion se inicia el proceso de maduracién con la transformacion
del masculo en carne, con una cascada de modificaciones debidas principalmente a los
sistemas enzimaticos encargados de la degradacion de las proteinas (calpainas-calpastatinas),
el cual es favorecido por la ausencia de la acidificacion en el muasculo-carne y en

consecuencia, el valor de pH presenta un ascenso al cabo de las 72 h.

Posteriormente, se observa un aumento paulatino del valor de pH a las 96 h lo que presume
que la transformacion del masculo en carne esta por culminar (Figura 19). Este argumento
se relaciona con los resultados durante las 72 h y 96 h posteriores al sacrificio los cuales
estadisticamente son similares (p>0.05). Los valores de pH al tiempo 0 h y 48 h son diferentes
con los tiempos 24 h, 72 h y 96 h (p<0.05) (Anexo 1).

En conejos, el descenso del pH post-mortem ha sido estudiado principalmente en los musculo
largo dorsal y biceps femoral (Blasco et al., 1990, Hulot et al., 1999) y longissimus dorsi
(de la Cruz, 2011).

Blasco y colaboradores (1990) realizaron una investigacion que tenia como objetivo
identificar si en los muasculo largo dorsal y biceps femoral de conejos de 69 a 71 dias, de la
raza Nueva Zelanda (linea A) y una mezcla con la raza California (linea V) el descenso del
pH estaba relacionado con su metabolismo, ellos encontraron que los valores de pH a los 45
min post-mortem, para los masculos largo dorsal es de 6.72 ( D.S.=0.08 linea V y 0.09 linea
A) y biceps femoral es de 6.6 (D.S.=0.11 linea V y 0.13 linea A) para ambas lineas, mientras
que a las 24 h para la linea A el pH es de 5.66 y 5.77 y la linea V es de 5.71 y 5.88 para el
largo dorsal y biceps femoral respectivamente (0=0.06). Estos autores concluyeron que las
diferencias en el comportamiento del descenso de pH, se debe a la actividad metabdlica

diferente en cada misculo.

Las fibras musculares que constituyen cada musculo condicionan el metabolismo de este, por

ello el masculo largo dorsal tiene un metabolismo glucolitico y su valor de pH es inferior al
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del biceps femoral, el cual se caracteriza por ser oxidativo, en general la carne de conejo esta
constituido por fibras blancas como en el cerdo, sin embargo, dependiendo de la funcién y
localizacion anatomica de los musculos, la composicion de fibras es diferente y en
consecuencia su actividad metabdlica (Bizkova et al., 2010; Klont et al., 1998; Peter et al.,
1972).

Al comparar esos valores de pH con los obtenidos en esta investigacién en el musculo
cuadriceps femoral al tiempo O h (6.64+0.07) y 24 h (5.75+0.103) se observa que son
similares a los del musculo largo dorsal y biceps femoral, lo que se puede deber a diversas
causas, siendo la de mayor importancia, el efecto del manejo antes durante y después del
sacrificio, al presentar distinta actividad metabdlica cada tipo de musculo, adicionalmente,
que dependen de los factores genéticos (especie y raza) y fisiologicos (edad y sexo) de cada
animal (Apata et al., 2012; Hulot et al., 1999). El descenso del pH es un criterio de calidad
de la carne importante, que esta relacionado con defectos en textura y color como son PSE y
DFD (por sus siglas en inglés Palida, Suave y Exudativa y Dura, Seca y Firme,

respectivamente) (Schaefer et al., 2001).

3.1.2. Cuantificacion del colageno total y sus fracciones

En la cuantificacion del colageno y sus fracciones soluble e insoluble, las curvas patron de
Hyp utilizadas, tuvieron valores de coeficiente de correlacion (r) superiores a 0.99 (Figura
20), valores gque indican que existe una relacion entre las variables de cuantificacion de

colageno y sus fracciones, y en consecuencia su uso es confiable.

El colageno total no presentd valores estadisticamente diferentes con respecto al tiempo
(p>0.05). Sin embargo, al realizar la sumatoria de sus fracciones soluble e insoluble, se
obtuvieron valores diferentes a los del colageno total (CT) por lo que se le denomind
colageno total calculado (CTc) aunque al comparar los datos del colageno total y calculado,
se observo que su comportamiento no es estadisticamente diferente (p>0.05) (Figura 21), lo
que lleva a sugerir que las variaciones entre estas tendencias, pueden ser debidas

principalmente al método utilizado en la obtencion de las fracciones de colageno.
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Figura 21. Gréfico del comportamiento del colageno total y sus fracciones del musculo cuadriceps femoral de
conejos raza California de 70+3 dias durante las 96 h post-mortem

CT: Colageno total. CTc: Colageno total calculado. CI: Coldgeno insoluble. CS: Colégeno soluble
&Prueba de Tukey significativamente diferente entre tipos de colageno(p>0.05)
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Con respecto al colageno insoluble (Cl), los resultados se presentan en las Figuras 21y 22,
en donde se observa que en las primeras 48 h presenta una disminucion paulatina en su
concentracion, hasta las 72 h, aunque no presenta diferencias significativas (p>0.05). Al
término de las 96 h la concentracién de colageno insoluble disminuye, se observa que esto
tiene correspondencia con el aumento en la concentracion del colageno soluble (CS), el cual
en las primeras 24 h tiene un incremento precedido de una disminucion paulatina hasta las
72h, momento en el que son evidentes en el sistema cérnico los eventos relacionados con su
maduracion (actividad enzimatica) y pueden ser la pauta al incremento de esta fraccion de
colageno al alcanzar las 96 h. Se observan diferencias significativas en la concentracion de

colageno soluble con respecto al tiempo (p<0.05).

En general, los valores en las concentraciones del colageno total y sus fracciones soluble e
insoluble, presentaron diferencia significativas entre ellas con respecto al tiempo (p<0.05).
(Figura 21) (Anexo 1).

En conejos, la mayoria de las cuantificaciones de colageno total se realizan en el musculo
largo dorsal; en esta investigacion, para el muasculo cuadriceps femoral se obtuvo un
promedio de 2.24+0.24 mg/g. Las diferencias con los resultados obtenidos por otros grupos
de investigadores pueden ser debidas a las metodologias utilizadas en la obtencion de la
muestra y cuantificacion, el factor de conversion utilizado asi como el tipo de musculo

empleado en cada caso, como se describe a continuacion.

En 2003 un grupo de investigadores encabezados por Corino encontraron que en el musculo
largo dorsal, parte lumbar de conejos Nueva Zelanda mayores a 90 dias aumenta
notablemente la cantidad de colageno total, obteniendo alrededor de 15 pg/mg de musculo
deshidratado (15 mg/g). Combes y colaboradores (2003) utilizaron el mismo masculo a las
24 h post-mortem para determinar el efecto de la coccion en la terneza y cuantificaron el
contenido de coladgeno en conejos de 70 dias teniendo como resultado 17.1+2.7 mg/g de
musculo deshidratado. Al comparar los valores de colageno total obtenidos con los
mencionados anteriormente, las diferencias de los resultados radican en los factores de
conversion utilizados (7.14 y 7.25, Corino et al., 2003 y Combes et al.,, 2003

respectivamente) y las muestras liofilizadas.
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En carne fresca, Pascual y colaboradores (2008) realizaron a las 24 h post-mortem una
diseccion entre las vértebras lumbares V1 y VII del musculo largo dorsal de conejos de una
linea sintética de 63 dias obteniendo un contenido promedio de 6.8 mg/g de musculo; lo que
al ser comparado con lo obtenido en el musculo cuadriceps femoral no corresponde con lo
obtenido por Prost (1975) y Jeremiah (1981).

Prost y colaboradores (1975) argumentan que el contenido de colageno esta relacionado con
la distribucién anatomica, debido a que ellos mencionan que los musculos del miembro
pelviano (cuarto trasero) de bovinos contienen mas coladgeno que los del miembro torécico
(cuarto delantero), mientras que Jeremiah y colaboradores (1981), identificaron que el
musculo largo dorsal en comparacion con el semitendinoso de bovinos tiene menor contenido
de colageno, lo que se debe a la funcion de éstos, ya que el primero se encarga del sostén,
mientras que el segundo se utiliza para el movimiento, lo que requiere mayor concentracion
de colageno para proteger y dar sostén al musculo. Razones por las que el contenido de
colageno total en el masculo cuadriceps femoral deberia ser mayor al del masculo largo

dorsal.

En el sistema carnico, existe una amplia investigacion sobre las proteinas miofibrilares
durante el rigor mortis y la maduracion, debido a que éstas se relacionan con la terneza,
dejando de lado el efecto en las proteinas del tejido conectivo. Al respecto, existen pocos
estudios relacionados con los cambios estructurales post-mortem del colageno, sin embargo,
varios autores mencionan que existen modificaciones, sin conocer la naturaleza de éstas y en
consecuencia los mecanismos que los causan y de la misma manera, hacen suposiciones de
los eventos que lo generan (Nishimura, 2010; Sylvestre et al., 2002; Mills et al, 1989b; Wu
et al., 1982).

Asi mismo, en esta investigacion, la obtencion de la fraccidn soluble se realiz6 con aplicacion
de temperatura, entonces, la cantidad de esta fraccion puede estar relacionada principalmente
con la estabilidad del colageno al calor, la cual depende del tipo de enlaces covalentes como
los aldimina, cetoamina y puentes disulfuro o inmaduros que se encuentran en su estructura,

por el contrario la fraccion insoluble por tanto, estaria constituida por aquellas moléculas de
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tropocolageno estabilizadas por enlaces piridolina y pirrol o enlaces maduros (Purslow, 2014;
Purslow et al., 2012; Nishimura, 2010; Weston et al., 2002; McCormick, 1999).

3.1.3. Porcentaje de colageno soluble y su relacién con el pH

Los valores de las fracciones de colageno soluble, generalmente se expresan en porcentaje;
segun se observa en la Figura 22, el coladgeno soluble se caracterizd por un aumento al
término de las primeras 24 h post-mortem. Durante las 48 h'y 72 h el porcentaje de colageno
soluble disminuye. Posteriormente, a las 96 h se observa un aumento de tres veces el

porcentaje inicial.
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Figura 22. Gréfico del comportamiento del porcentaje de coldgeno soluble del musculo cuadriceps femoral
de conejos raza California de 70+3 dias durante las 96 h post-mortem

&Prueba de Tukey significativamente diferente entre tratamientos (p>0.05)

El porcentaje de colageno soluble presenta diferencias significativas principalmente a las

96 h post-mortem (p<0.05) (Figura 22), el analisis estadistico se presenta en el Anexo 1.
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Una vez discutido el porcentaje del colageno soluble con respecto al tiempo, al comparar la
evolucion de los cambios en las fibras de colageno con la cinética de descenso de pH se tiene
que durante las 24 h post-mortem como menciona Mills (1989a y b), las modificaciones
estructurales se pueden deber al efecto de las proteasas lisosomales como las catepsinas que
tienen su actividad a pH de 5. Posteriormente, el descenso del valor de pH entre 5.75 y 5.47
de las 48 hy 72 h, respectivamente, marca la desnaturalizacion del complejo actomiosina (su
punto isoeléctrico es de alrededor 5.5), mientras que en la fraccion de coladgeno soluble el
efecto del pH no lo afecta y tiene un descenso minimo.

A las 72 h se extrajo la menor cantidad de colageno soluble, lo que se refleja en el porcentaje
de esta fraccion (Figuras 21 y 22), al relacionar su comportamiento con el pH, deberia existir
un incremento en la cantidad de esta fraccion de colageno puesto que el valor de pH es similar
al de las 96 h, sin embargo, su disminucion puede deberse a que bajo estas condiciones en el

sistema carnico el colageno es desnaturalizado en menor grado.

El porcentaje de solubilidad aumenta hasta las 96 h al incrementar el valor de pH, lo que
presume que las enzimas que degradan al colageno estan reguladas por valores de pH
cercanos a la neutralidad, como sugieren Koohmaraie, (1994) y Oauli, (1992); ellos
mencionan que hay tres tipos de enzimas en el musculo, las catepsinas (proteasas
lisosomales), las calpainas-calpastatinas (dependientes de calcio) y las enzimas de complejo
multicatalitico (constituidas por varios polipéptidos de bajo peso molecular y tienen una
masa molecular de alrededor de 700 kDa). Las dos primeras se encargan de las miofibrillas
mientras que las Gltimas a pH superiores a 7.0 y temperaturas de refrigeracion, con una
actividad minima degradan el tejido conectivo. O bien, de acuerdo con Mills y colaboradores
(1989b) debido al aumento del pH se activan las colagenasas que pierden su actividad a pH

bajos.

En general, el porcentaje de colageno soluble o la fraccion soluble no aumenta con respecto
al tiempo, sino que todos los cambios mecanicos, fisicoquimicos y estructurales que sufren
las fibras de colageno post-mortem podrian estar relacionados con la actividad enzimatica, la
cual esta regulada principalmente por el pH, por lo que al disminuir la fraccion insoluble,

aumenta la fraccién soluble.
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3.2. Analisis del perfil electroforético de las fibras de colageno y las fracciones
soluble e insoluble

3.2.1. SDS PAGE desnaturalizante y reductora de fibras de colageno

El perfil electroforético de las fibras de colageno se realizd bajo condiciones
desnaturalizantes y reductoras (Figura 23), los resultados obtenidos en estos patrones
muestran la presencia de las subunidades caracteristicas del colageno (Monomeros o o-
cadenas polipeptidicas de alrededor de 100 kDa conocidas como a1y az. Dimeros o - union
de dos cadenas a y se denominan P11 (a1 + 0i1), P12 (01 +a2) con masas de 200 kDa. Trimeros
0 yp-interaccion de tres cadenas o y se pueden encontrar y111 (o1 + o+ 01) y y112 (01 + a1t a2)
de 300 kDa) (Deyl et al., 2000; Wu et al., 1982; McClain, et al., 1971a y b; McClain, et al.,
1970) (Anexo 2).
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Figura 23. SDS PAGE al 6% de la comparacion de las fibras de colageno con respecto al tiempo bajo
condiciones desnaturalizantes (urea 3.5M y SDS 10%) (Izquierda) y reductoras (urea 3.5M, SDS 10% y B-
mercaptoetanol 5%) (Derecha) extraidas del musculo cuadriceps femoral de conejos raza California de 7043
dias durante las 96 h post-mortem

La letra F corresponde a fibras de colageno precedida por un nimero el cual indica el tiempo post-mortem de
la extraccién. MPM: Precision All Blue (Bio Rad de 10 a 250 kDa)
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En el gel bajo condiciones reductoras, se presentan bandas con masa molecular inferior a las
cadenasay B, alas 24 hy48 hy 72 hy se observa la presencia de una y dos bandas inferiores
a las cadenas oy, respectivamente, con masas de 93.45+3.641y 104.15+3.004. Del mismo
modo, se aprecia la presencia de una banda en las 0 h, 24 h y 48 h por debajo de P12, la cual

puede ser la subunidad denominada 322 con una masa de 217.62+4.59.
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Figura 24. Masa molecular aparente (kDa) de las cadenas o y B de fibras de colageno bajo desnaturalizantes
(Urea 3.5 My SDS 10%) Y condiciones reductoras (Urea 3.5 M, SDS 10% y p-mercaptoetanol 5%) del
musculo cuadriceps femoral de conejos raza California de 70+3 dias durante las 96 h post-mortem

&Prueba de Tukey significativamente diferente entre tratamientos (p>0.05)

Los valores de la masa molecular de las cadenas 3, bajo condiciones reductoras presentan

D.S. elevadas (Figura 24); esta variacion puede deberse a la cantidad de colageno tipo 11l
presente en la muestra.

En general, los patrones de perfil electroforético en presencia y ausencia de agentes

reductores de las cadenas a1y o2 Y P11 y P12 Son estadisticamente diferentes (p<0.05) (Figura
24).
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Figura 25. Concentracion (ug/uL) de las cadenas o y f de fibras de colageno bajo desnaturalizantes (Urea 3.5
My SDS 10%) Yy condiciones reductoras (Urea 3.5 M, SDS 10% y B-mercaptoetanol 5%) del mdsculo
cuadriceps femoral de conejos raza California de 7043 dias durante las 96 h post-mortem

&Prueba de Tukey significativamente diferente entre tratamientos (p>0.05)

En cuanto a la concentracion de las subunidades del colageno, en la Figura 25 se tiene que,
con respecto al tiempo, solo en las cadenas a1 de los geles desnaturalizantes existen algunas
diferencias significativas (p<0.05), principalmente entre las 72 h y 96 h con el tiempo 0. Asi
mismo, se observa que las cadenas P11 son diferentes a las 48 h bajo condiciones
desnaturalizantes y reductoras. De la misma manera, se observa que no hay diferencias
estadisticas entre el enriquecimiento de las subunidades de colageno con respecto al tiempo
(p>0.05) (Anexos 2 y 4).

En la Figura 25 se observa las bandas B12 a las 0 h y 24 h tienen mayor concentracion de bajo
condiciones desnaturalizantes que bajo condiciones reductoras. Al someter las muestras a
condiciones reductoras, genera el aumento del enriquecimiento de las bandas a1y a2y en

consecuencia la disminucion de Pio.

Al comparar los valores de las masas moleculares de las subunidades con los valores

bibliograficos, son diferentes debido a que la cadena o> se ha reportado que pesa entre 96 y
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100 kDay la cadena as tiene una masa molecular alrededor de 116 kDa; en esta investigacion,
los valores de a2 son de alrededor de 120 kDa bajo condiciones desnaturalizantes y reductores
(Figura 24). Esta variacion obtenida podria deberse a dos situaciones: 1) al tipo de
marcadores de peso molecular y 2) al método de preparacion de las muestras. EI marcador
de peso molecular (Precission All Blue Bio-Rad) utilizado en esta investigacion esta
constituido principalmente por proteinas globulares, de acuerdo con Furtmayr y
colaboradores (1971) y Hayashi y colaboradores (1979) la movilidad de las subunidades del
colageno es menor que las proteinas globulares del mismo peso molecular y en consecuencia
las cadenas del colageno aparecen como de mayor masa molecular. Con respecto al método
de preparacion utilizado, un grupo de investigadores encabezados por Hayashi (1979)
utilizaron el colageno de piel de ternero para identificar el comportamiento de colageno tipo
I 'y Il en la electroforesis, dentro de su investigacion utilizaron diversas concentraciones de
urea (1, 2, 3, 4, 5, 5.8 y 8 M) (Anexo 3), en el perfil electroforético de las muestras
adicionadas con estas soluciones identificaron que a mayor concentracion de urea, menor
movilidad de las subunidades del coldgeno y en consecuencia mayor masa molecular, lo que
puede deberse al contenido de aminoacidos hidrofébicos de cada cadena. En la preparacion
de las muestras de las fibras de colageno y sus fracciones soluble e insoluble, se utilizo urea
en una concentracion de 3.5M (Nalinanoon et al., 2007), esto puede ser la causa por la cual
la masa de las subunidades del colageno fueron diferentes. Sin embargo, la diferencia en la
movilidad y en consecuencia el peso molecular entre las cadenas a1 Y o2 Se debe posiblemente
segun Furthmayr y colaboradores (1970) al contenido de aminoacidos (Pro e Hyp) en cada

cadena, ya que tienen un peso molecular parecido.

En los geles reductores se observan bandas inferiores a a2 segun Wu y colaboradores (1982)
pueden ser residuos contaminantes de las proteinas miofibrilares, mientras que la presencia
de las cadenas P22 de acuerdo con la revision de un grupo de investigadores encabezados por
Deyl (2010) es el resultado de la interaccion entre dos cadenas a2 de dos tropocolagenos tipo

| (colageno fibrilar heterotrimérico compuesto por dos cadenas o1y una ay).

El motivo de las diferencia entre el perfil electroforético bajo condiciones desnatulizantes es

debido a que se emplea SDS el cual con la proteinas provocando la interrupcion de
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interacciones hidrofobicas, mientras que bajo condiciones reductoras al adicionar el agente
reductor (B-mercaptoetanol) se rompen los enlaces disulfuro, efecto que en el caso del
colageno tipo 111 deberia genera el enriquecimiento de las bandas o1 y B11 de acuerdo con lo
establecido por Hayashi y sus colaboradores (1979). En el masculo esquelético también se
encuentra colageno tipo I, el cual no presenta modificacion alguna debida a la ausencia de
cisteinas, responsables de la formacién de enlaces

Con respecto a los resultados obtenidos en la concentracion de las cadenas caracteristicas del
colageno la ausencia de enriquecimiento de las bandas a1 y B11 bajo condiciones reductoras
en comparacion de las desnaturalizantes podria deberse a la cantidad de colageno tipo 11l
presente en el masculo, sin embargo se observa mayor enriquecimiento de las cadenas P11

aunque estadisticamente sean iguales.

3.2.2. SDS- PAGE desnaturalizante y reductora de las fracciones de colageno

Las fracciones soluble e insoluble del colageno presentan componentes similares a los de las
fibras de coldgeno y comportamiento semejante en el perfil electroforético. En las Figuras 26
y 29 se observa el patron bajo condiciones desnaturalizantes y reductoras de las fracciones

soluble e insoluble, respectivamente.

En la Figura 26 se observa que el perfil electroforético bajo condiciones desnaturalizantes
tiene mayor intensidad en las bandas de las 24 h'y 72 h y la presencia de bandas por debajo
de las bandas correspondientes a a2, con masas moleculares de alrededor de 109.62+4.95
kDa. Al comparar las cadenas a1 bajo condiciones reductoras en estos tiempos, se observa

gue presentan mayor intensidad.
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Figura 26. SDS PAGE al 6% de la comparacion de la fraccion soluble de colageno con respecto al tiempo
bajo condiciones desnaturalizantes (urea 3.5M y SDS 10%) (Izquierda) y reductoras (urea 3.5M, SDS 10% y
B-mercaptoetanol 5%) (Derecha) extraidas del musculo cuadriceps femoral de conejos raza California de
70+3 dias durante las 96 h post-mortem

La letra CS corresponde a fraccion de colageno soluble precedida por un nimero el cual indica el tiempo post-
mortem de la extraccion. La muestra control es de fibras de colageno del tiempo 0 h. MPM: Precision All Blue
(Bio Rad de 10 a 250 kDa)

La fraccion soluble del colageno se puede obtener a partir de diversos métodos, los que se
basan en la adicion de soluciones salinas, acidos y/o enzimas, con un uso individual,
secuencial o combinado (Nalinanon et al., 2007; Sivakumar et al., 1998; Mc Clain et al.,
1971a).

En esta investigacidn, con el fin de obtener las fracciones de colageno se realizo la adicién
de pepsina en combinacién con acido acético debido a que esta enzima requiere pH bajo
para llevar a cabo su actividad, la cual segin Matmaroh y colaboradores (2011) y Nalinanon
y colaboradores (2007) escinde en el dominio no helicoidal del telopéptido del tropocolageno
(region que se caracteriza por la formacion de enlaces entrecruzados durante la interaccién

de moléculas de tropocolageno en la conformacién de fibras de colageno).
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Figura 27. Masa molecular aparente (kDa) de las cadenas o y B de la fraccion soluble de colageno bajo
desnaturalizantes (Urea 3.5 M y SDS 10%) Yy condiciones reductoras (Urea 3.5 M, SDS 10% y -
mercaptoetanol 5%) del musculo cuadriceps femoral de conejos raza California de 70+3 dias durante las 96 h
post-mortem

&Prueba de Tukey significativamente diferente entre tratamientos (p>0.05)

De acuerdo con la masa molecular, a las 48 h las cadenas o, para los patrones bajo
condiciones desnaturalizantes y reductoras presenta diferencias significativas (p<0.05).
Mientras que las cadenas a1, Bi1y P12 Son estadisticamente iguales con respecto al tiempo
(p>0.05) (Figura 27) (Anexos 2 y 4).

En la Figura 28 se observan los valores de la concentracién de cada una de las subunidades
del colageno bajo condiciones desnaturalizantes, donde las cadenas a1 y P12 en los geles
desnaturalizantes con respecto al tiempo son estadisticamente iguales (p>0.05) y las cadenas
a2 y Bu1alas 24 h presentan diferencias significativas (p<0.05) (Figura 27). Mientras que bajo
condiciones reductoras las cadenas o1 son similares con respecto al tiempo (p>0.05) (Anexos
2y4).

En el patrdn electroforético de las subunidades en condiciones reductoras se observa que las
cadenas a1 presentan mayor intensidad en comparacion con las desnaturalizadas, esto se debe

a que en el colageno tipo III (colageno fibrilar homotrimérico) las cadenas o estan unidas
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por un enlace disulfuro. En 1979, un grupo de investigadores encabezados por Hayashi,
realizo el perfil electroforético del colageno tipo I, tipo Il y una mezcla de estos, donde
observé el enriquecimiento de las cadenas a: y Pi1 al adicionar un agente reductor al
colageno tipo 111, con las condiciones utilizadas en la caracterizacion por electroforesis del
colageno fibrilar realizada por estos investigadores en la mezcla obtuvieron una banda
superior a la que en este trabajo se denomina ay; ellos la denominaron as (i), Sin embargo en
esta investigacion por la diferencia en las condiciones utilizadas las bandas obtenidas se
denominaron de acuerdo con los patrones electroforéticos realizados en musculo esquelético
por Wu (1982) y McClain (1971a y b) y la revision realizada por Deyl y colaboradores
(2000). Asi mismo, Wu y colaboradores (1982) observaron que el aumento de la
concentracion de az en las muestras con agentes reductores se debe a la presencia de colageno

tipo 111 en las muestras de colageno intramuscular.
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Figura 28. Concentracién (ug/uL) de las cadenas o y B de la fraccion soluble de colageno bajo
desnaturalizantes (Urea 3.5 M y SDS 10%) Y condiciones reductoras (Urea 3.5 M, SDS 10% y B-
mercaptoetanol 5%) del masculo cuadriceps femoral de conejos raza California de 70+3 dias durante las 96 h
post-mortem

&Prueba de Tukey significativamente diferente entre tratamientos (p>0.05)
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En general, la intensidad de cada una de las subunidades deberia ser directamente
proporcional con la concentracion, sin embargo, al promediar los valores de las réplicas para
cada tiempo, la variabilidad entre unidades experimentales (canal-miembro pelviano) asi
como entre los musculos que las constituyen, el intervalo de edades utilizadas en la
investigacion, la metodologias empleadas en la extraccion de las fracciones y la preparacién
de estas para la electroforesis pudieron ser la causa de la variacion entre estos.

Para el colageno insoluble bajo condiciones desnaturalizantes, se observa la presencia de
bandas a las 24 h, 48 h y 96 h por encima de las cadenas a1. Mientras que en los geles
reductores se observa que estas bandas presentan mayor intensidad en comparacion con los
desnaturalizantes, al verse enriquecidas tal vez por cadenas sean provenientes de colageno
tipo 11 (Figura 29), lo que concuerda con el postulado de Wu (1982) y los trabajos de
Hayashi, (1979).
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Figura 29. SDS PAGE al 6% de la comparacion de la fraccion insoluble de coldgeno con respecto al tiempo

bajo condiciones desnaturalizantes (urea 3.5M y SDS 10%) (lzquierda) y reductoras (urea 3.5M, SDS 10% y

B-mercaptoetanol 5%) (Derecha) extraida del musculo cuadriceps femoral de conejos raza California de 70+3
dias durante las 96 h post-mortem

La letra Cl corresponde a fraccion de coldgeno insoluble precedida por un nimero el cual indica el tiempo post-
mortem de la extraccion. La muestra control es de fibras de colageno del tiempo 0 h. MPM: Precision All Blue
(Bio Rad de 10 a 250 kDa)
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En la Figura 30, se encuentran los pesos moleculares de las subunidades que componen la
fraccion insoluble de colageno, donde se observa que bajo condiciones desnaturalizantes las
cadenas o1 son estadisticamente diferentes (p<0.05). El resto de las cadenas no presentan
diferencia estadisticas con respecto al tiempo (p>0.05) (Anexos 2 y 4).

Bajo condiciones reductoras, las cadenas a1, 02 P11y P12 con respecto al tiempo fueron
similares (p>0.05) (Figura 30) (Anexos 2y 4).
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Figura 30. Masa molecular aparente (kDa) de las cadenas a y B de la fraccion insoluble de colageno bajo
desnaturalizantes (Urea 3.5 M y SDS 10%) Yy condiciones reductoras (Urea 3.5 M, SDS 10% y -
mercaptoetanol 5%) del musculo cuadriceps femoral de conejos raza California de 70+3 dias durante las 96 h
post-mortem

&Prueba de Tukey significativamente diferente entre tratamientos (p>0.05)

En el patron electroforético de las subunidades en condiciones reductoras se observa que las
cadenas a1 presentan mayor intensidad en comparacion con las desnaturalizadas, esto se debe
a que en el colageno tipo Il (colageno fibrilar homotrimérico) las cadenas o estan unidas
por un enlace disulfuro. En 1979, un grupo de investigadores encabezados por Hayashi,

realizd el perfil electroforético del colageno tipo I, tipo Il y una mezcla de estos, donde
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observd el enriquecimiento de las cadenas a: y Pi1 al adicionar un agente reductor al
colageno tipo 111, con las condiciones utilizadas en la caracterizacion por electroforesis del
colageno fibrilar realizada por estos investigadores en la mezcla obtuvieron una banda
superior a la que en este trabajo se denomina ay; ellos la denominaron as (i), Sin embargo en
esta investigacion por la diferencia en las condiciones utilizadas las bandas obtenidas se
denominaron de acuerdo con los patrones electroforéticos realizados en musculo esquelético
por los grupos encabezados Wu (1982) y McClain (1971a y b) y la revision realizada por
Deyl y colaboradores (2000). Asi mismo, Wu y sus colaboradores (1982) observaron que el
aumento de la concentracion de o1 en las muestras con agentes reductores se debe a la

presencia de colageno tipo 111 en las muestras de colageno intramuscular.
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Figura 31.Concentracion (ug/pL) de las cadenas a y B de la fraccidn insoluble de coladgeno bajo
desnaturalizantes (Urea 3.5 M y SDS 10%) y condiciones reductoras (Urea 3.5 M, SDS 10% y -
mercaptoetanol 5%) del musculo cuadriceps femoral de conejos raza California de 703 dias durante las 96 h
post-mortem

&Prueba de Tukey significativamente diferente entre tratamientos (p>0.05)

En cuanto a la concentracion de cada una de las subunidades (Figura 31), las cadenas a2 son

estadisticamente iguales bajo condiciones desnaturalizantes y reductoras, las cadenas o
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tienen diferencias significativas en los geles desnaturalizantes y en los geles reductores las
cadenas P11 y P12 (p<0.05) (Anexos 2 y 4).

Las bandas que se encuentran por encima de la cadena a1 podrian ser cadenas o con la
presencia de mayor nimero de aminoacidos; la generacion de estos péptidos puede ser
ocasionada por que el tratamiento con pepsina, la cual rompe enlaces entrecruzados del
telopéptido (Nalinanon et al., 2007), por ello durante la escisidn del tropocolageno la ruptura
de algun enlace entrecruzado generaria la formacién de cadenas con residuos de la
interaccion de estos enlaces. Estas cadenas se pueden relacionar con la presencia de bandas
por debajo de la cadenas a en el coldgeno soluble que podrian ser aquellas que complementan
a estas y por ello tienen menor peso molecular. O bien, de acuerdo con lo identificado por
Hayashi y colaboradores (1979) estas bandas podrian ser cadenas a1 iy Io que sugiere que el
uso de pepsina dejo expuesta la estructura del colageno tipo 11l por ello bajo condiciones
desnaturalizantes se observa ligeramente en el perfil electroforético y al adicionar el agente

reductor se observa el enriguecimiento de estas bandas.

En investigaciones realizadas anteriormente, solo se realiza electroforesis de la fraccion
soluble de colageno; en consecuencia, ninguno de los experimentos compara la fraccion

insoluble, por lo gque no hay punto de referencia con los resultados obtenidos en este trabajo.
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Conclusiones

El colageno tiene una estructura rigida insoluble en agua favorecida por la presencia de
algunos aminodacidos polares que dan lugar a sus interacciones en el sistema carnico. Es
importante resaltar que en este trabajo se aplicaron diferentes métodos de extraccion que
permitieran la definicion de los diferentes tipos de colageno y sus fracciones, a lo largo de
96 h posteriores a la matanza, que permitieran dilucidar y relacionar los cambios que ocurren
en cada tipo de coldgeno y los cambios relacionados con el desarrollo del pH y su posible
relacion con la actividad metabdlica y enzimética en el musculo cuadriceps femoral de

conejos de la raza California. Las conclusiones del presente trabajo son.

1. Lacinética de descenso de pH en el musculo cuadriceps femoral en un inicio tenia un pH
de 6.64+0.07 y durante las primeras 24 h de 5.75£0.10. A las 48 h de 5.47+0.12, en las
72 h 'y 96 h el valor de pH aumenta paulatinamente (5.87+£0.043 y 5.92+0.13,

respectivamente).

2. La cantidad de colageno en el musculo cuadriceps femoral de conejos de la raza
California de 70+3 dias de edad, fue en promedio de 2.24+0.25 mg/g. EI comportamiento

del colageno total no presento variacion significativa con respecto al tiempo (p>0.05)

3. La desestabilizacion de las fibras de colageno en la extraccion de la fraccion soluble de
coladgeno puede deberse a la temperatura alcanzada, que ocasiona el rompimiento de los
enlaces aldimina y cetoamina. A las 96 h posteriores al sacrificio esta fraccion, se obtuvo
en mayor proporcion en comparacion con los tiempos restantes (p<0.05), lo que

concuerda con la tendencia del colageno insoluble y su concentracion.

4. Al analizar el comportamiento del pH y relacionarlo con e del coldgeno soluble, se
observa que existen modificaciones que pueden estar relacionadas con la activacion de
los sistemas enzimaticos con actividad colagenolitica. Sin embargo, es necesario realizar
investigacion en torno a los cambios que generan estas enzimas durante la transformacion

de musculo en carne.
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Las fibras de colageno y sus fracciones soluble e insoluble obtenidas en condiciones
desnaturalizantes y reductoras presentaron un perfil electroforético que corresponde a las
subunidades a1, a2, P11, P12, Y caracteristicas del colageno y los polimeros de masa
molecular elevada. Sin embargo, el corrimiento de las muestras y modificaciones
estructurales estan relacionados con el uso de agentes desntauralizantes (SDS),

reductores (B-mercaptoetanol) y caotrépicos (urea).

En el patron electroforético de las fibras de coldgeno en condiciones reductoras, se
observo la presencia de la cadena P22, mientras que en el perfil reductor y no reductor de
la fraccion insoluble de colageno, se observa la presencia de una banda que

probablemente sea o).

El uso de agente reductor en la electroforesis permitié confirmar la presencia de colageno
tipo Il. Sin embargo las caracteristicas estructurales del colageno, no permitieron
determinar si existe un efecto en la solubilidad del colageno con respecto al tiempo

mediante electroforesis.

Es necesario el uso de técnicas moleculares, espectrometria de masas, electroforesis
bidimensional, microscopia electronica, etc. para determinar si existe algin cambio

estructural en el colageno durante la transformacion de misculo en carne.

Para dilucidar con mayor certeza cambios estructurales, se deberan tener las fracciones

soluble e insoluble del tipo 1y 111 que constituyen el colageno muscular.
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Anexo 1. Resumen de resultados

Cuadro I. Resumen de resultados de pH, CT, CTc, Cl, CSy %CS del musculo cuadriceps femoral de
conejos raza California de 70+3 dias durante las 96 h post-mortem

Tiempo (h)
Valor 0 24 48 72 96
pH 6.64+0.07 a 5.75+0.10 b 5.47+0.12 ¢ 587+0.04b  592+0.13b
CT 2.17+0.13 2.14+0.30 2.33+0.23* 2.30£0.32 2.28+0.24*
CTc  2.17+0.20 2.31+0.30% 2.07+0.26 2.17+0.10 2.18+0.13*
o 1.99+0.17a 1.88+0.23ab*  1.77+0.24ab*  2.00+0.1a 1.57+0.19b*"
cs 0.19+0.04bc  0.44+0.11ab 0.29+0.07bc 0.16+0.01c 0.61+0.13a
%CS  8.62+1.366c  18.59+2.59h 14.55+3.16b 7.50+0.71c 28.18+5.62a

&Prueba de Tukey significativamente diferentes entre tiempos (p>0.05)
“*Prueba de Tukey significativamente diferente entre tiempos (p>0.05)
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Anexo 2

Cuadro Il. Masa molecular aparente (kDa) de los monomeros y dimeros de fibras de colageno bajo
condiciones desnaturalizantes (Urea 3.5 M, SDS 10%) y reductoras (Urea 3.5 M, SDS 10% y B-
mercaptoetanol 5%) del musculo cuadriceps femoral de conejos raza California de 70+3 dias durante las 96 h
post-mortem

Tiempo (horas)

Cadenas 0 24 48 72 96
Desnaturalizantes
o1 139.63+1.53b  136.99+1.21c 144.72+1.79a 139.52+2.14b 138.04+1.81bc
o2 122.83+1.67b 123.86+6.95ab 127.51+1.39a 123.81+2.50b 124.88+6.16ab

P11 249.29+3.07h  241.83+2.13c  254.12+3.27a 243.02+3.57c  241.29+2.22c

B 1 235.76+2.63b  226.73+3.55c 241.21+4.25a 230.78+6.14c  229.05+2.42c

Reductores
o1 138.21+0.08 137.28+1.51 136.37+1.13  138.24+2.54 137.32+1.96
o2 122.02+2.04 121.44+2.25 120.84+2.34  124.01+1.01 122.59+1.44

P11 244.69+15.28 245.50+14.56 243.40+14.10 248.42+16.34 247.51+16.98

B 12 231.25+10.73  232.04+11.81 230.54+11.79 236.77+14.17 236.75+14.78

aPrueba de Tukey significativamente diferente entre tratamientos (P<0.05)
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Cuadro Il1. Concentracion (ug/uL) de los mondmeros y dimeros de fibras de colageno bajo condiciones
desnaturalizantes (Urea 3.5 M, SDS 10%) y reductoras (Urea 3.5 M, SDS 10% y [-mercaptoetanol 5%) del
musculo cuadriceps femoral de conejos raza California de 70+3 dias durante las 96 h post-mortem

Tiempo (horas)

i Cadenas 0 24 48 72 %

Desnaturalizantes

o1 13.26+£0.852  15.65+2.156 15.03+1.666 16.35+1.758 16.31+1.299
o2 10.44+0.46b 11.61+1.42ab 12.19+0.73a 12.63+1.52a 12.22+1.13ab
B11 8.53+0.982 8.43+0.6 7.03+0.606  8.01+0.921  9.04+1.459
B 12 17.50+0.83 20.15+1.98 18.98+3.37  18.35+2.25 15.73+2.55
Reductores
o1 16.5745.89  12.81+5.68  12.81+2.19 16.00+3.77  20.14+3.98
02 15.482+4.29 12.155+3.33 10.865+1.98 12.594+3.26 13.660+2.17
B11 9.80+2.88 6.59+1.88 7.02+2.54 7.43+2.58 9.79+2.08
B 12 12.1943.69  14.38+7.27  14.41+5.84 19.45+5.62  16.92+2.97

°Prueba de Tukey significativamente diferente entre tratamientos (P<0.05)
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Cuadro 1V. Masa molecular aparente (kDa) de los monomeros y dimeros de la fraccién soluble de colageno
bajo condiciones desnaturalizantes (Urea 3.5 M, SDS 10%) y reductoras (Urea 3.5 M, SDS 10% y B-
mercaptoetanol 5%) del musculo cuadriceps femoral de conejos raza California de 70+3 dias durante las 96 h
post-mortem

Tiempo (horas)

Cadenas 0 24 48 72 9%

Desnaturalizantes

129.60+6.41  134.03+6.85

01 138.43+6.06  133.61+6.81  136.3+6.83
o2 124.30+6.17ab 120.86+6.04b 136.30+6.83a 117.12+5.79b 121.50+6.72b
B11 247.9848.08 242.98+7.51  240.42+8.98  240.87+0.08 241.16+9.11
B 12 238.95+7.64 232.77£7.15 229.80+10.32 231.84+7.38 231.15+7.88
Reductores
o1 131.30+3.71  126.84+4.05 129.00+3.93  125.53+3.76  128.42+4.02
02 118.01+3.72b  115.14+3.57b 129.00+3.93a 113.03+3.94b 116.16+3.69b
B11 238.69+7.64  233.07£6.47 231.14+7.21  231.1447.63  231.0746.49
B 12 227.5046.92  221.9746.18 219.95+8.28  220.9446.85 221.68+6.41

&Prueba de Tukey significativamente diferente entre tratamientos (p>0.05)
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Cuadro V. Concentracion (ug/uL) de los mondmeros y dimeros de la fraccion soluble de colageno bajo
condiciones desnaturalizantes (Urea 3.5 M, SDS 10%) y reductoras (Urea 3.5 M, SDS 10% y B-
mercaptoetanol 5%) del musculo cuadriceps femoral de conejos raza California de 70+3 dias durante las 96 h
post-mortem

Tiempo (horas)

Cadenas 0 24 48 72 9%

Desnaturalizantes

o1 21414526  20.21+1.45 16.17+5.71 22.33+6.45 21.61+4.99

02 9.27+3.80ab 13.38+2.93a 6.27+2.64b 8.45+3.29ab  7.64+1.21b

P11 5.80+3.56ab 5.11+1.06a 11.46+4.24b 6.51+3.05ab 10.06+3.36b

B 12 8.49+329  11.68+3.50 15.2246.42  9.56+2.19 14.16+2.44
Reductores

o1 28.04+2.12 23.61+3.05 23.96+3.03 26.34+5.46 21.16+4.84

02 9.33+2.77a 13.26+2.44a 4.93+0.81b 8.69+1.74b  6.73+1.97b

B11 6.26+1.44b 599+1.13b 7.79+2.50ab 7.96+0.82a 10.49+1.80a

B 12 4.60£1.26b 11.92+2.09a 11.08+2.22a 8.53+0.83a 12.10+3.13a

&Prueba de Tukey significativamente diferente entre tratamientos (p>0.05)
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Cuadro VI. Masa molecular aparente (kDa) de los monomeros y dimeros de la fraccion insoluble de colageno
bajo condiciones desnaturalizantes (Urea 3.5 M, SDS 10%) y reductoras (Urea 3.5 M, SDS 10% y B-
mercaptoetanol 5%) del musculo cuadriceps femoral de conejos raza California de 70+3 dias durante las 96 h
post-mortem

Tiempo (horas)

Cadenas

0 24 48 72 96

Desnaturalizantes

o1 129.63+4.63 134.62+8.39 131.59+45.63  131.59+5.63  128.91+6.12

a2 117.03+4.95b 120.28+7.33ab 131.59+5.67a 115.13+5.98b 115.78+5.93b

B11 230.24+6.45 232.1745.54 233.4245.04  230.19+6.38  230.99+6.48

B 12 220.73+4.87 219.2845.20 222.51+45.63 218.48+6.96 220.08+6.77
Reductores

o1 127.08+4.35  129.80+5.50  129.27+3.25  130.09+2.21  130.92+2.73

o 114.02+4.63 116.15+6.79 121.69+6.82  115.64+2.55  117.14+2.41

B11 229.78+7.72  229.71+4.88  233.75#5.84  233.28+6.40  232.41+5.44

B 12 217.89+7.73  216.75+6.03  222.35#5.68 222.13+6.87  219.51+5.32

&Prueba de Tukey significativamente diferente entre tratamientos (p>0.05)
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Cuadro VII. Concentracion (ug/uL) de los mondmeros y dimeros de la fraccidn insoluble de colageno bajo
condiciones desnaturalizantes (Urea 3.5 M, SDS 10%) y reductoras (Urea 3.5 M, SDS 10% y B-
mercaptoetanol 5%) del musculo cuadriceps femoral de conejos raza California de 70+3 dias durante las 96 h
post-mortem

Tiempo (horas)

Cadenas 0 24 48 72 96
Desnaturalizantes
o1 129.63+4.63 134.62+8.39 131.59+5.63  131.59+5.63  128.91+6.12
a2 117.03+4.95b 120.28+7.33ab 131.59+5.67a 115.13+5.98b 115.78+5.93b
B11 230.24+6.45 232.1745.54 233.4245.04  230.19+6.38  230.99+6.48
B 12 220.73+4.87  219.28+5.20  222.51+5.63 218.48+6.96 220.08+6.77
Reductores
o1 127.08+4.35  129.80+5.50  129.27+3.25  130.09+2.21  130.92+2.73
o 114.02+4.63 116.15+6.79 121.69+6.82  115.64+2.55  117.14+2.41
B11 229.78+7.72  229.71+4.88  233.75#5.84  233.28+6.40  232.41+5.44
B 12 217.89+7.73  216.75+6.03  222.35#5.68 222.13+6.87  219.51+5.32

&Prueba de Tukey significativamente diferente entre tratamientos (p>0.05)
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Anexo 3. Patrén electroforético de colageno

En la Figura | se observa el efecto que tiene el uso de urea (agente caotrdpico) en el corrimiento de
las bandas de colageno tipo I y tipo 111, de acuerdo con el protocolo de Hayashi et al., 1979.

Figural. SDS PAGE al 5% de mezcla de
colageno tipo I y tipo Il de piel de
ternero en presencia de varias
concentraciones de urea con Tris-glicina
pH 8.8. Concentraciones de urea: OM (1),
1M (2), 2M (3), 4 M (5), 5 M (6), 5.8 M
(7) y 8 M (8). Fuente: Hayashi et al.,
1979

Figura Il. SDS PAGE al 7.5% de colageno
extraido de la piel del pardo patudo. A48:
Colageno extraido con acido durante 48 h.
BSPA48: Colageno extraido con &cido y
pepsina del estomago del pardo patudo (20
kUnidades/g) por 48 h. A24/BSP48:
Colageno extraido 24 h con é&cido y con
pepsina del estbmago del pardo patudo por

55 1 48 h. A24/PP48: Colageno extraido con

acido y pepsina del estomago del pardo

45
patudo (20 kUnidades/g) por 48 h. HM:
* . o — — Marcador de peso molecular. CSC:
HM CSC A48 BSP4S AW A2 CSC A4S BSPS A2 A2 ; ; . ;
RSN PaE oo ggg;geno tipo I. Fuente: Nalinanon et al.,

74

——
—



Anexo

UN/M

ias de Produc
de la Salud Anin

Anexo 4. Gréficos del Analisis Estadistico de SDS PAGE
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Figura I1l. ANOVA de 2 vias de la masa molecular (kDa) de las subunidades de las fibras de coldgeno del musculo cuadriceps femoral de conejos raza California
de 7043 dias durante las 96 h post-mortem (a: 0.05). a. Cadena o bajo condiciones desnaturalizantes. b. Cadena o bajo condiciones reductoras. c. Cadena f
bajo condiciones desnaturalizantes. d. Cadena [ bajo condiciones reductoras
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Figura IV. ANOVA de dos vias de la concentracion (pg/pL) de las subunidades de las fibras de colageno del mdsculo cuadriceps femoral de conejos raza
California de 70+3 dias durante las 96 h post-mortem (a: 0.05). a. Cadena o bajo condiciones desnaturalizantes. b. Cadena o bajo condiciones reductoras. c.
Cadena p bajo condiciones desnaturalizantes. d. Cadena [ bajo condiciones reductoras
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Figura V. ANOVA de dos vias de la masa molecular (kDa) de las subunidades del coldgeno soluble del musculo cuadriceps femoral de conejos raza California
de 7043 dias durante las 96 h post-mortem (a: 0.05). a. Cadena a bajo condiciones desnaturalizantes. b. Cadena o bajo condiciones reductoras. c. Cadena P bajo

condiciones desnaturalizantes. d. Cadena B bajo condiciones reductoras
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Figura VI. ANOVA de dos vias de la concentracion (ug/puL) de las subunidades del colageno soluble del mdsculo cuadriceps femoral de conejos raza California
de 7043 dias durante las 96 h post-mortem (a: 0.05). a. Cadena a bajo condiciones desnaturalizantes. b. Cadena o bajo condiciones reductoras. c. Cadena P bajo

condiciones desnaturalizantes. d. Cadena B bajo condiciones reductoras
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Figura VII. ANOVA de dos vias de la masa molecular (kDa) de las subunidades del coldgeno insoluble del musculo cuadriceps femoral de conejos raza
California de 7043 dias durante las 96 h post-mortem (a: 0.05). a. Cadena a bajo condiciones desnaturalizantes. b. Cadena o bajo condiciones reductoras. c.
Cadena p bajo condiciones desnaturalizantes. d. Cadena [ bajo condiciones reductoras
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Figura VIII. ANOVA de dos vias de la concentracién (ug/uL) de las subunidades del coldgeno insoluble del mdsculo cuadriceps femoral de conejos raza
California de 70+3 dias durante las 96 h post-mortem (a: 0.05). a. Cadena o bajo condiciones desnaturalizantes. b. Cadena o bajo condiciones reductoras. c.

Cadena p bajo condiciones desnaturalizantes. d. Cadena [ bajo condiciones reductoras
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