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Introduccion. La terneza es el atributo de calidad méas
importante de la carne. Entre diferentes variables de orden
bioldgico y fisicoquimico, in vivo los inhibidores de serina
peptidasas (SERPINAS) como la antitrombina Il (AT-III),
han sido los mejores indicadores de la terneza de la carne de
bovino (1). En la sangre, la actividad de la trombina esta
controlada por la AT-IIl, un inhibidor especifico. La
trombina extravascular estd regulada, y la AT-1Il es un
candidato potencial. La enzima en las células musculares se
localiza en la parte externa de la membrana del plasma en la
unién neuromuscular y su regulacién es en dicha unién (2).
En bovino, su presencia es desconocida. La AT-I11 es hallada
en fibras musculares de raton sugiriendo que esta serpina se
expresa en células musculares (3). A pesar que la AT-III
debe estar expresada en el musculo esquelético de bovino,
esta proteina nunca ha sido purificada y caracterizada en

dicho tejido.
El objetivo del presente trabajo es purificar y caracterizar la
AT-1Il del masculo esquelético de bovino; marcador

biologico de la calidad de la carne.

Metodologia. La purificacion de la AT-III fue realizada de
un extracto de muasculo Diafragma de bovino. El proceso
implica cinco etapas cromatograficas. Se evalud: la actividad
inhibitoria contra la tripsina en las fracciones recolectadas, la
titracion de dicha enzima y la estequiometria de la
interaccion enzima/inhibidor. Se midié las constantes de
asociacion y electroforesis en gel de poliacrilamida fue
realizada. La estabilidad al pH del inhibidor purificado fue
analizada en un rango de pH (2-12). La estabilidad a la
temperatura fue determinada entre 40-100 °C. La secuencia
N-Terminal de la AT-III fue realizada con un secuenciador
Applied Biosystems 477A. El analisis de espectrometria de
masas MALDI-TOF fue realizado con la tripsina, enzima de
digestion. La inmunolocalizacion de la AT-111 fue efectuada
en cortes transversales del mismo muisculo utilizando un
anticuerpo policlonal dirigido contra la AT-11l humana.

Resultados y discusion. La identidad de la serpina
purificada fue establecida por diferentes métodos analiticos.
El analisis SDS-PAGE de la AT-III purificada mostré una
banda con un peso molecular estimado de 58 kDa (Fig. 1,
linea b). La especificidad del anticuerpo policlonal dirigido
contra la AT-11l humana fue analizada con extracto crudo de
musculo y de serpina purificada. Como se muestra en la Fig.
2a, después del SDS-PAGE, el anticuerpo revela una banda
en el extracto bruto (linea 1) migrando similarmente la AT-
111 purificada (linea 2). En condiciones no desnaturalizantes,
el anticuerpo reconoce una banda en el extracto crudo (Fig.
2b, linea 1) migrado como la AT-IIl purificada (Fig. 2b,
linea 2). Estos descubrimientos sugieren una especificidad
alta del anticuerpo, el cual fue utilizado en la localizacién
dela AT-IIl en el tejido muscular. La espectrometria de
masas identifica esta proteina como la AT-III.
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7 - Fig. 1. El inhibidor fue migrado en
23— condiciones desnaturalizantes en un gel de
30— poliacrilamida a 12.5% y revelado por
coloracion el plata (a) Marcadores de
4 peso molecular, (b) AT-111 purificada
5 5 Fig. 2. Andlisis por Wester-blot con el
» - anticuerpo policlonal contra la AT-llI
- humana. (2a, linea 1): extracto bruto; (2a,
linea 2): AT-III purificada. En condiciones
no desnaturalizanrtes (2b, linea 1):
extracto bruto; (2b, linea 2): AT-lI

purificada

El tratamiento de la AT-IIl por 15 min. a temperaturas
entre 40 y 100 °C confirma la baja estabilidad térmica de
la AT-IIl bovina (Fig. 3a). La AT-Ill bovina es
relativamente estable solo a pH 10 (Fig. 3b).
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Fig. 3. Actividad de la AT- Tripsina 5x105
11l (a) calentada 15 min.,a | Quimotripsina ] 6.8 x 104
temperaturas entre 40-100 Plasmina 1.7 x 104
°C. (b) preincubada por 1h Trombina 1.8 x 105

a diferentes pH entre 2-12.

El patrén de actividad inhibitoria de la AT-11l de misculo
y las constantes de velocidad de asociacion (Cuadro 1)
indican que todas las peptidasas son sensibles a la accion
inhibitoria de esta serpina. La AT-IlI fue inmunolocalizada
entre las membranas del plasma y las miofibrillas donde
estd altamente concentrada.

Conclusiones. La AT-11I nunca antes habia sido purificada
del tejido muscular y esta es la primera vez que un
procedimiento de purificacion es propuesto. El presente
trabajo debe ser considerado como una nueva via de
informaciéon en los estudios sobre el rol de relacion
trombina/antitrombina en el desarrollo del muasculo y su
influencia en la terneza de la carne. La calidad mas
buscada por los consumidores.
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