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Introduccion

El sector carnico ocupa el primer lugar
de la industria espanola de alimentos y
bebidas, representando una cifra de ne-
gocio de 26.882 millones de euros que
constituye el 22,6% de todo el sector ali-
mentario espanol y supone aproximada-
mente el 2,24% del PIB nacional (segun
datos de la Asociacion Nacional de Indus-
trias de la Carne de Espana (ANICE)).

La calidad de la carne es un concepto
multifactorial que depende de factores in-
trinsecos al animal como la raza, la gené-
tica, el sexo, la edad o el tipo de musculo,
pero también extrinsecos como las con-
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diciones de alimentacidn y cria, el trans-
porte y manejo de los animales antes y
durante el sacrificio, asi como el manejo
post-mortem de las canales y la carne
(Adzitey y Nurul, 2011; Ponnanpalam y
cols., 2017). Gran parte de los defectos
de calidad estan relacionados con situa-
ciones de manejo que producen estrés
animal antes y/o durante el sacrificio, que
afectaran en mayor o menor grado, de-
pendiendo de la susceptibilidad indivi-
dual de los animales, a los procesos fisio-
lI6gicos y al metabolismo muscular,
alterando el proceso de conversién del
musculo en carne, lo que conllevara efec-
tos negativos sobre la calidad final de la
carne. Por otro lado, en las ultimas déca-
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das las estrategias de produccién animal
se han dirigido hacia la obtencion de ani-
males de crecimiento rapido y alta pro-
duccién carnica, lo que generalmente va
acompanado de menores reservas de
glucdégeno (almacén natural de carbohi-
dratos) en el musculo, aspecto éste que
también resulta perjudicial para la calidad
final del producto.

Los problemas de calidad de la carne
que mayor rechazo generan en los con-
sumidores, son defectos que afectan al
color o a la capacidad de retencién de
agua y que producen un impacto negati-
vo en la intencion de compra. Uno de los
defectos visibles mas comunes en la car-
ne de bovino son los cortes oscuros o
carnes DFD (del inglés Dark, Firm and
Dry, es decir, oscura, dura y seca). La apa-
ricion de carnes DFD se asocia con situa-
ciones de estrés animal, o a una actividad
muscular excesiva en momentos previos
al sacrificio, o que conlleva un agota-
miento temprano de las reservas de glu-
cbégeno, debido al esfuerzo que realizan
las células musculares para responder a
estas situaciones consumiendo grandes
cantidades de glucosa y oxigeno. Este
agotamiento hace que la glicolisis anae-
robia (ruta celular que ocurre en el tejido
muscular, tras el sacrificio del animal, pa-
ra conseguir energia cuando se corta el
aporte de oxigeno y nutrientes a la célula)
se vea interrumpida de forma temprana,
con lo que se reduce la acumulacién de
acido lactico (producto de la glicolisis
anaerobia) y se produce un descenso
andémalo del pH post-mortem, que se
mantiene en valores superiores a 6 a las
24h del sacrificio, mientras que en condi-
ciones normales alcanza valores en torno
a 5.4-5.6 (Ponnanpalam y cols., 2017). To-
dos estos sucesos influyen de forma ne-
gativa en el proceso de conversion del
musculo en carne, dando lugar a carnes
oscuras, secas, de textura anémala y mas
susceptibles al deterioro microbiano (es
decir, las carnes DFD) lo que reduce con-
siderablemente su vida (til.

De forma general se estima que, a ni-
vel mundial, hasta un 10% de las carnes
de vacuno presentan este tipo de defec-
tos de calidad (DFD), que en casos leves
devallan el precio de las canales entre un
30 y un 60% pero que en casos Severos
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producen el rechazo total del producto, lo
que supone un importante problema eco-
noémico para el sector, ademas de un gra-
ve problema de desperdicio alimentario.

Por ese motivo se estd desarrollando
en el SERIDA el proyecto SMARTBEEF, fi-
nanciado por el Ministerio de Ciencia e
Innovacién del Gobierno de Espana, cuyo
objetivo principal es abordar el estudio
de los procesos biolégicos que causan la
aparicion de carnes DFD con el fin de
identificar nuevos biomarcadores y herra-
mientas analiticas que puedan ser utiliza-
das en la industria carnica para una de-
teccion temprana de la calidad de la
carne. En este trabajo mostramos los re-
sultados obtenidos del estudio de molé-
culas relacionadas con el metabolismo
celular, que pueden ser medidas en el te-
jido muscular en las primeras horas tras
el sacrificio del animal y que podrian utili-
zarse como biomarcadores para la detec-
cién temprana de defectos de calidad.

Biomarcadores relacionados con
los procesos de estrés oxidativo

Tras el sacrificio del animal, las fibras
musculares se ven sometidas a una situa-
cion de isquemia (carencia de oxigeno y
nutrientes) que eleva los niveles de estrés
oxidativo celular y conduce a la acumula-
cion de especies reactivas de oxigeno
(EROs), que alteran el equilibrio redox y
pueden causar danos oxidativos celulares
(Bekhit y cols., 2013). Se ha demostrado
que cuanto mayor es el nivel de estrés al
que se ve sometido un animal, mayor
produccién de EROs y mayor dano oxida-
tivo se producira en sus tejidos (Li y cols.,
2011). Ante esta situacion, las células es-
tdn dotadas de varios sistemas de defen-
sa, como los enzimas antioxidantes, que
funcionan como mecanismos de preven-
cién del dano celular inducido por las
EROs (Delles y cols., 2014).

Teniendo esto en cuenta, se planteé la
hipdtesis de que el andlisis de la actividad
de los sistemas de defensa antioxidante
celular permitiria identificar interesantes
biomarcadores de estrés. Por ese motivo,
se analizé la actividad de los enzimas an-
tioxidantes catalasa (CAT) y superoxido
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dismutasa (SOD) en carnes DFD y en car-
nes de calidad normal (CONTROL) de ter-
neros anojos culones.

Los resultados se muestran en la Figura
1 y muestran una actividad significativa-
mente menor (P < 0,001) de los enzimas
antioxidantes CAT y SOD en las carnes
DFD, lo que indica una menor defensa an-
tioxidante, probablemente debido a la acti-
vacion mas temprana e intensa del meta-
bolismo celular post-mortem en respuesta
al estrés previo al sacrificio, lo que resulta
en un agotamiento de los sistemas de de-
fensa antioxidante naturales. Esto produci-
ra en el tejido muscular DFD mayor sus-
ceptibilidad a sufrir reacciones oxidativas,
y por tanto un aumento de las EROs y del
dano oxidativo, lo que produce los defec-
tos de calidad observados.

Otro biomarcador celular de posible
aplicacién para la deteccion de las carnes
DFD son las proteinas de choque térmico
(Heat Shock Proteins, HSPs), en concreto
la HSP70 y la HSP9O, por su importante
papel en la proteccién de las células y
los organismos frente al dano oxidativo
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(Zhang y cols., 2021). Diferentes estudios
protedmicos, han demostrado que las
HSPs tienen una expresion diferencial en
funcién de la raza, el sistema de produc-
cion y los rasgos de calidad de la carne
(Xing y cols., 2015; Sierra y cols., 2021).
Ademas, los niveles de HSPs en el mus-
culo post-mortem temprano se han rela-
cionado con los procesos de muerte ce-
lular, que influyen en el proceso de
conversion del musculo en carne (Fuen-
te-Garcia y cols., 2019). Esto ha sido de-
mostrado por varios autores (Zhang y
cols., 2021; QOuali y cols., 2013), que des-
cubrieron que la sintesis de HSP70 y
HSP90 en condiciones de estrés desem-
pena un papel protector en el manteni-
miento de la homeostasis (equilibrio me-
tabdlico) y la integridad estructural de las
células musculares contra los danos, ra-
lentizando la apoptosis y la tasa de degra-
dacion de las proteinas miofibrilares del
musculo, lo que afecta a la velocidad de
ablandamiento o tenderizacion de la car-
ne, y por lo tanto a su textura.

Los resultados de la actividad de las
HSPs en nuestro estudio (Figura 2) han
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Figura 2.-Resultados de
Western-blot de las
proteinas de choque
térmico (HSPs).
Diagramas de barras de
la semicuantificacion
(media * error estandar)
de A) HSP70 y B) HSP9O
en carne Control (CON,
azul) y DFD (rojo),
expresada como
unidades de densidad
Optica (O.D. y
normalizadas frente a la
proteina total con
Ponceau. **: P <0,01;
*** P <0,001.
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Figura 3.-Resultados de
Western-blot de las vias
de senalizacién de la
UPR. Diagramas de barras
de la semicuantificacion
(media % error estandar)
de A IRE1«, (B) ATF6x y
(O p-elF2a en carne
control CONTROL (CON,
barra azul. y DFD, barra
roja), expresada como
unidades de densidad
Optica (O.D. y
normalizadas frente a la
proteina total con
Ponceau. *, P < 0,05;

*»** P <0,001.

mostrado niveles significativamente supe-
riores de expresion de la HSP70 (P <
0,01) y la HSP90 (P < 0,001) en la carne
DFD que en la carne de calidad normal
(CONTROVD). Esto parece indicar que el
estrés previo al sacrificio, en los animales
que producen la carne DFD, promueve la
sobreexpresion de las HSPs en un intento
de restaurar la homeostasis celular. Esta
sobreexpresion de las HSPs en el mascu-
lo de las canales DFD podria influir en el
proceso normal de conversién del mus-
culo en carne, con un retraso de la sena-
lizaciobn apoptética (muerte celular), alte-
rando el proceso normal de protedlisis
(rotura de proteinas) en las células mus-
culares, con efectos negativos en la cali-
dad final de la carne.

El reticulo endoplasmico celular:
un organulo clave en situaciones
de estrés

En situaciones en que el dano oxidati-
vo es alto, el estrés oxidativo altera la fun-
cion normal de los orgdnulos celulares.
Entre éstos, el reticulo endoplasmico (RB),
es considerado uno de los mas importan-
tes en la regulacién de la respuesta celu-
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lar al estrés (Wang y Kaufman, 2016), ya
que es el principal organulo celular impli-
cado en la sintesis y el plegado de prote-
inas, asi como en el almacenamiento de
calcio intracelular, todo ello muy relacio-
nado con el metabolismo celular involu-
crado en el proceso de conversion del
musculo en carne.

Este estudio es el primero a nivel mun-
dial que propone analizar el papel del RE
en el proceso de conversiéon del misculo
en carne. El estrés del RE se produce
cuando el desequilibrio redox celular
conduce a la acumulacién de proteinas
desplegadas o0 mal plegadas, que afectan
a la funcion fisiologica normal del RE. Esta
situacion activa una cascada de senaliza-
cién intracelular denominada Respuesta
a Proteinas Desplegadas (Unfolded Pro-
tein Response, UPR) cuya funcién es res-
taurar el funcionamiento normal de la cé-
lula, deteniendo la traduccién de
proteinas y activando las vias de sefaliza-
cién que permitan incrementar la produc-
cién de chaperonas moleculares involu-
cradas en el plegamiento de las
proteinas. Si la célula no consigue restau-
rar la homeostasis y lograr la superviven-
cia celular, la UPR se dirige hacia proce-
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sos de muerte celular programada como
la apoptosis, (tipo de muerte celular que
elimina de forma selectiva las cé€lulas da-
nadas) (Uguz y cols., 2009), los cuales tal
y como se ha demostrado previamente,
influyen en la calidad final de la carne
(Garcia-Macia y cols., 2014; Fuente-Gar-
ciay cols, 2019; Diaz y cols., 2020).

En nuestro estudio se han analizado
tres proteinas transmembrana que pue-
den promover la UPR a través de casca-
das de accion independientes: ATF6x (en
inglés Activating Transcription Factor 6),
IRE1ax (en inglés Inositol-Requiring Enzy-
me 1) y PERK/elF2« (en inglés RNA-de-
pendent protein kinase-like ER/eukaryotic
transiation initiation factor 2x). Los resul-
tados obtenidos muestran que en las car-
nes DFD la respuesta del RE al estrés fue
mas intensa, mostrando mayor expresion
de IRE1ax (P < 0,001 y p-elF2a (P <
0,01) que las carnes CONTROL, mientras
que para ATF6&, no se encontraron dife-
rencias significativas. La mayor expresion
de IRE1x (implicada en la degradacion
de proteinas mal plegadas) y p-elF2« (im-
plicada en la detencion de la sintesis pro-
teica), parecen reacciones orientadas a
aliviar el estrés del RE.

Este aumento de la activacion de la
UPR observado a las 24h post-mortem
en las carnes DFD indica mayores niveles
de estrés en el RE de estos animales. In-
crementos en la UPR han sido asociados
previamente con mayor intensidad de un
tipo de muerte celular conocido como
autofagia (Yorimitsu y cols., 2007), proce-
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S0 que es mas intenso en las carnes DFD
(Diaz-Luis y cols., 2021). Estos mecanis-
mos celulares disenados para mantener
la homeostasis celular a pesar del dano
oxidativo (incremento de autofagia como
tipo de muerte celular orientado al reci-
claje y sustitucion de organulos danados)
que son inducidos por el estrés previo al
sacrificio, parecen retardar el inicio de la
apoptosis, lo que conduciria a un proceso
de tenderizacion andmalo y por tanto a la
aparicion de los defectos de calidad en la
carne.

Conclusiones

La carne con defectos de calidad DFD
muestra importantes diferencias respecto
a la carne de calidad normal en distintos
biomarcadores de los procesos celulares
de respuesta al estrés oxidativo. Este es-
tudio nos ha permitido demostrar que la
carne DFD muestra a las 24 horas post-
mortem una menor capacidad antioxi-
dante, una mayor expresion de proteinas
de estrés (HSPs) y una mayor activacion
de proteinas de la UPR (respuesta al es-
trés oxidativo del reticulo endoplasmati-
co), lo que en conjunto indica un aumen-
to de la respuesta celular al estrés
oxidativo y un retraso del proceso post-
mortem normal de muerte celular, cono-
cido como apoptosis, lo que conduce a
un proceso anormal de conversién del
musculo en carne que da lugar a una car-
ne defectuosa. Estos resultados parecen
indicar que una monitorizacion de la pre-
sencia y de la evolucioén de los principales
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Figura 4.-Diagrama de
flujo de trabajo para la
busqueda de
biomarcadores de calidad
de la carne.
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biomarcadores de estrés oxidativo (activi-
dad de las enzimas Superéxido Dismuta-
sa “SOD” y Catalasa “CAT” y de proteinas
de estrés HSPs) y de la respuesta al es-
trés del RE (IRE1a, ATF6a y p-elF2x)
puede servir para detectar situaciones de
estrés animal, asi como para predecir la
calidad final de la carne.
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