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RESUMEN

La comprension de los mecanismos que influyen en la conversion post-mortem
del musculo en carne podria conducir a la identificacion de biomarcadores de bienestar
animal y de calidad de la carne. Entre los factores que pueden afectar negativamente a
dicho bienestar animal se encuentran procesos que provocan estrés en los individuos.
Mezclar animales desconocidos puede ser una de estas causas de estrés ante- y peri-
sacrificio. En base a ello, el objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto de diferentes
tratamientos de manejo animal sobre la evolucion post-mortem de potenciales
biomarcadores presentes en el metabolismo muscular, con especial énfasis en el estudio
de las variaciones en el estrés oxidativo y la autofagia, ya que nuestro grupo ha
demostrado que afectan a la calidad de la carne final. Los tratamientos experimentales,
tales como la mezcla de animales desconocidos en la granja y/o durante el transporte y
estabulacion anteriores al sacrificio, no son procedimientos prohibidos, sin embargo, al
no conocerse su implicacion en la calidad de la carne, pueden promover el estrés
psicoldgico. Debido a lo anteriormente expuesto hemos decidido estudiar su efecto. En
el muasculo Longissimus dorsi de cerdos machos [(Large White x Landrace) x Duroc],
hemos demostrado que la mezcla de animales produce un aumento del estrés oxidativo
y, posteriormente, provoca autofagia como estrategia adaptativa de las células
musculares para contrarrestar el estrés inducido. Esto afecta al metabolismo del musculo
post-mortem y podria tener efectos importantes en los procesos de ablandamiento de la
carne y de la adquisicion de la calidad de la carne. Con base a estos resultados,
proponemos que el seguimiento de la presencia y evolucion de los principales
biomarcadores de la autofagia (Beclin 1, la relacion LC3-II/LC3-1) y/o de defensa
antioxidante muscular (actividad antioxidante total, actividad de la superdxido
dismutasa y de la catalasa) en los primeros tiempos post-mortem sea utilizado para la
prediccién precoz de la calidad de la carne final, ya que permite la deteccion sufrida por

el animal.
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ABSTRACT

Understanding the mechanisms that influence the post-mortem conversion of
muscle into meat could lead to the identification of biomarkers of animal welfare and
meat quality. Mixing unfamiliar animals may be an important ante- and peri-slaughter
stressor. The objective of this work was to study the effects of different management
treatments on the post-mortem evolution of biomarkers of muscle metabolism, with a
special focus on variations in oxidative stress and autophagy that can affect final meat
quality. Experimental treatments, such as mixing unfamiliar animals at farm and/or
during transport and lairage prior to slaughter, are not forbidden procedures and can
promote psychological stress. In the Longissimus dorsi muscle of male pigs [(Large
White x Landrace) x Duroc], we demonstrated that mixing animals produces increased
oxidative stress and subsequently triggers autophagy as an adaptive strategy of the
muscle cells for counteracting induced stress. This affects the post-mortem muscle
metabolism and could have important effects on the processes of meat tenderization and
meat quality acquisition. Based on these results, we propose that monitoring the
presence and evolution of the main biomarkers of autophagy (Beclin 1, the LC3-11/LC3-
| ratio) and/or muscle antioxidant defense (total antioxidant activity, superoxide
dismutase activity, catalase activity) at early post-mortem times allows detection of

animal stress and also could be used for early prediction of the ultimate meat quality.
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INTRODUCCION

La carne de cerdo es la carne mas consumida en el mundo, lo que representd en
2011 més del 37% de la produccion total de carne (méas de 110 millones de toneladas)
(FAOSTAT, 2013). Por lo tanto, este mercado se esta moviendo hacia la produccion de
animales que sean eficientes productores de carne, mostrando un rapido crecimiento y
tratando siempre de optimizar la obtencién de un alto contenido de carne magra a un
coste minimo de produccion. Para ello, se esta llevando a cabo una manipulacion de la
composicion genética de los animales y una cuidadosa seleccion de las razas. Pero ello
ha dado lugar a la produccion de animales que son mucho mas susceptibles al estrés, lo
que ha llevado a un aumento en la incidencia de defectos de la calidad de la carne, como
carne de cerdo palida, blanda y exudativa; en inglés, pale, soft and exudative (PSE)
(Adzitey y Nurul, 2011).

Los cerdos son animales mamiferos con una muy baja densidad de glandulas
sudoriparas, por lo que, su capacidad para disipar el calor por sudoracion es
insignificante. Por lo tanto, la hipertermia se convierte en una situacién muy peligrosa
para estos animales, que causa anomalias en las funciones celulares, la sintesis de
proteinas, el metabolismo y la proliferacion celular (Sonna et al., 2002), que se Ve,
ademas acompafiado por el aumento de los niveles de calcio, estrechamente relacionado
con la fisiologia del musculo. Por lo tanto, en el caso de estrés agudo, estos animales
pueden sufrir enormes dificultades en la regulacion de la contraccién muscular y entrar
en un estado de rigidez general (Webb, 1996, Manteca, 1998), lo que podria provocar la
muerte por paro cardiaco inducido por hipertermia, hipercatecolemia y contraccion
celular permanente (Reiner, 1993, O'Brien, 1995, Calvo, 1997).

Un menor grado de estrés puede no inducir la muerte de los animales, pero
ejercer un efecto dramaético en las caracteristicas organolépticas de la carne. Esta
situacion, tanto si conlleva la muerte del animal o afectacion severa se conoce como
Sindrome de Estres Porcino. Las carnes PSE se observan principalmente en cerdos que
han sido seleccionados para un crecimiento rapido y eficiente, que conllevase un alto
porcentaje de carne magra y una conformacion adecuada. Las carnes PSE se
caracterizan por poseer una glicélisis rapida, lo que conduce a una alta concentracion de
acido lactico en el musculo antes y poco después del sacrificio. Esta situacion provoca

una disminucion rapida del pH después del sacrificio, que en conjuncién con una alta
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temperatura, da como resultado la desnaturalizacién de las proteinas musculares y fugas
de membrana, induciendo un aspecto palido y alta pérdida de agua por goteo. Sin
embargo, el vinculo celular y fisiologico entre el estrés y las pérdidas organolépticas se

desconoce hasta el momento.

Se ha demostrado que las condiciones de manejo previo al sacrificio, como el
transporte, la estabulacion y la mezcla de animales desconocidos, afectan al estrés de los
animales y, por tanto, a la vista de lo expuesto hasta el momento, a la calidad de la carne
de cerdo (Stoier et al., 2001, Hambrecht et al., 2005). Mezclar animales desconocidos
es una practica comun en la produccion de cerdos, pero puede conducir a una tensién
social dentro del grupo y, por lo general, a una lucha continua para crear una nueva
jerarquia (Fabrega, 2013). Por lo tanto, la mezcla de animales puede ser un importante
factor de estrés ante- y peri-sacrificio que puede afectar al bienestar de los cerdos y con

afectacion final en la calidad carnica (Gispert et al., 2000).

En términos generales, se conoce que en el desarrollo de estrés psicoldgico, el
estrés oxidativo juega un papel importante en relacion con disfunciones significativas
inducidas en muchos tejidos (Li et al., 2012). Por lo tanto, bajo estrés psicolégico, los
animales sufren un aumento en la produccién de radicales libres, lo que provoca un
desequilibrio entre las especies reactivas de oxigeno (EROs) y la capacidad del sistema
para desintoxicar facilmente intermediarios reactivos y/o reparar el dafio resultante
(Lardone et al., 2006).

Estudios previos de nuestro grupo han demostrado que el estrés oxidativo esta
relacionado directamente con la tenderizacién de la carne en las etapas tempranas post-
mortem (Coto-Montes et al., 2004, Caballero et al., 2006), y muchos trabajos se han
centrado en los procesos de oxidacion como causa principal del deterioro de la calidad
de los alimentos musculares (Trefan et al., 2011). Sin embargo, el vinculo entre el estrés
psicologico y el estrés oxidativo celular en el masculo post-mortem ain debe ser

aclarado.

En un proceso normal en el momento del sacrificio, el proceso de desangrado
priva a las células y tejidos de nutrientes y oxigeno, lo que lleva a la acumulacion
masiva de EROs, deteniéndose la produccion de adenosin trifosfato (ATP) y causando

asi la acidificacion citoplasmatica y la desregulacion del calcio (Caballero et al., 2007).

20



Estos estimulos provocan diferentes respuestas celulares, incluyendo cambios en la
autofagia. La aparicion de la autofagia en el musculo post-mortem dependerd de la
situacion de ayuno y del estrés del animal antes de su muerte, asi como de la naturaleza
de la sefial de muerte celular y del tipo de tejido estudiado. Estudios previos de nuestro
grupo han demostrado que el estrés oxidativo global, combinado con los anteriores
factores descritos, dispara la autofagia en el tejido muscular de los toros de un afio en
las primeras etapas post-mortem (Garcia-Macia et al., 2014). Este estudio ha mostrado
también que la autofagia en la carne muestra una evolucion temporal durante la
maduracion de la carne, y podria desempefiar un papel esencial en el proceso de

maduracion de la carne (Garcia-Macia et al., 2014).

La autofagia se considera una forma especializada de protedlisis lisosomal,
donde una porcion del citoplasma u organulos enteros son secuestrados en vesiculas de
doble membrana conocidas como autofagosomas, que luego se fusionan con los
lisosomas, lo que resulta en la degradacion de su contenido por catepsinas lisosomales
(Caballero y Coto-Montes, 2012). Inicialmente, la autofagia se consideraba sinénimo de
muerte celular programada de tipo Il, un mecanismo equivalente a la apoptosis. Sin
embargo, ahora ha sido bien establecido que la autofagia es, inicialmente, un
mecanismo protector importante para las células sometidas a estrés, tal como la
inanicion, mediante la provisién de nutrientes y la eliminacién de agregados de

proteinas y mitocondrias dafiadas (Coto-Montes et al., 2012).

A la luz de estos resultados, el objetivo de este estudio fue determinar el efecto
del estrés en los animales causado por la mezcla de animales desconocidos en diferentes
momentos en el proceso de cria (en la granja y/o durante el transporte y la estabulacién
antes del sacrificio), buscando la presencia y la evolucion de los principales
biomarcadores de autofagia y estrés oxidativo en la carne de cerdo durante las primeras
etapas post-mortem de la maduracion. Ademas, se evalud su relacion con un rasgo clave

de la calidad de la carne, el pH.

Este estudio es parte de una investigacion mas amplia sobre el efecto de las
estrategias de mezcla de los animales sobre el bienestar animal y su rendimiento
(Fabrega, 2013).
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CONSIDERACIONES TEORICAS Y EXPERIMENTALES

El cerdo como animal

El cerdo es un animal mamifero, artiodactilo, de la familia Suidae, cuyo nombre
cientifico es Sus scrofa domestica. Es un animal doméstico usado en la alimentacion en
muchas civilizaciones. Su domesticacion se inicié en Oriente Proximo hace unos 13.000
afios, aunque se produjo un proceso paralelo e independiente de domesticacion en
China. En la actualidad, el cerdo doméstico se encuentra distribuido por casi todo el

mundo.

El cerdo doméstico adulto tiene un cuerpo pesado y redondeado, hocico
comparativamente largo y flexible, patas cortas con cuatro dedos con pezufias y una
cola corta. La piel, gruesa pero sensible, estd cubierta, en parte, de asperas cerdas y
exhibe una amplia variedad de colores y dibujos. A pesar de su apariencia son animales
agiles, rapidos e inteligentes.

Estos animales estan adaptados para la produccion de carne, dado que crecen y
maduran con rapidez, tienen un periodo de gestacién corto, de unos 114 dias, y pueden
tener camadas muy numerosas. En libertad, los cerdos pueden llegar a vivir de 10 a 15
afios. Son herbivoros en estado salvaje porque tienen una mandibula preparada para
vegetales. En domesticacion, son omnivoros y se les da también carne, siempre picada,
pero consumen una gran variedad de vegetales y restos organicos que contengan

proteinas.

Los cerdos desarrollan complejas estructuras sociales, y a las tres semanas de
edad comienzan a interactuar, jugando, con otros miembros de su comunidad. Es,
durante esta época, cuando los cerdos desarrollan lazos sociales méas fuertes con ciertos

miembros de su comunidad, lazos que prevaleceran a lo largo de su existencia.
Raza de cerdo Large White

El Large White, o también Ilamado gran cerdo blanco inglés, es una raza de
cerdo originaria del nordeste de Inglaterra, del condado de Yorkshire. Es un cerdo

uniformemente blanco, de orejas tiesas y patas largas (Figura 1). Es muy rastico y esta
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muy bien adaptado a la crianza al aire libre, aunque también se adaptd bien a la vida en

cautividad.

Figura 1. Fotografia de un cerdo de la raza Large White.

El Large White tiene grandes cualidades como reproductor, que combina con un
crecimiento muy rapido y unas canales de calidad satisfactoria. Debido a esta
versatilidad, se utiliza en cruces para obtener hembras de cualidades 6ptimas y para la
obtencion de verracos con muy buena conformacion para la obtencién de carne. Los
criadores enfocaron sus trabajos de seleccion en ambas direcciones dando lugar a la
creacion de dos variedades. Todas estas cualidades hacen de esta raza de cerdos la mas

extendida en el mundo.

Raza de cerdo Landrace

La raza Landrace es originaria de Dinamarca y tiene una excelente adaptacion al
medio, siendo el pilar para los programas de hibridacion, obteniéndose hembras de muy
buena produccion y excelente comportamiento, frente a las exigencias de las nuevas

técnicas de manejo en las explotaciones porcinas.

Es una raza muy versatil, ya que se utiliza como linea pura, materna o paterna.
Sus indices productivos son muy parecidos a los de Large White, aunque tiene un
mayor rendimiento de la canal y también una mayor longitud de la misma, presenta
unos valores algo inferiores en los parametros reproductivos, y una mayor tendencia a
presentar PSE. Esta raza estd reconocida como de tipo magro, ya que presenta unos

bajos valores de engrasamiento.
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Es una raza muy deseada también por su ganancia diaria en peso, conversion
alimenticia y poca grasa. El Landrace es una raza blanca de buena musculatura,
remarcado por la alta calidad de su canal, alto porcentaje de jamén y particularmente
por la produccion de tocino (Figura 2). Por otro lado, tienen una respuesta éptima bajo

condiciones adversas, tanto de produccion como climaticas.

Es, probablemente, junto con Large White la raza més utilizada.

Figura 2. Fotografia de un cerdo de la raza Landrace.

Raza de cerdo Large White x Landrace

El cruce de las lineas puras Large White y Landrace da como resultado madres
F1 que son la combinacién perfecta entre eficacia de produccion, capacidad maternal,
uniformidad y vitalidad de las camadas. Posee una rusticidad que las hace capaces de
desenvolverse en cualquier condicién con camadas de, aproximadamente, 14 nacidos
vivos y una media de 11,5 lechones destetados por camada con un promedio de 7 kilos
por individuo, convirtiéndola en la mejor opcién para producir lechones de engorde
(Figura 3).

Figura 3. Fotografia de un cerdo de la raza Large White x Landrace.
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Raza de cerdo Duroc

La raza Duroc es una raza de ganado porcino procedente de Estados Unidos,
donde es una de las méas populares. Su coloracién es roja, con variaciones de tonalidad.

El peso medio de los machos es de 350 kg y el de las hembras de 300 kg (Figura 4).
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Figura 4. Fotografia de un cerdo de la raza Duroc.

Su origen se encuentra en los cerdos rojos que eran criados en el este de EE. UU.
a principios del siglo XIX, los cuales procedian en gran medida de cerdos de capa
colorada y tipo ibérico de Espafia y Portugal. Se origind del cruzamiento de la raza
Jersey Red de Nueva Jersey y de la antigua Duroc de Nueva York. La raza resultante
fue conocida como Duroc-Jersey, pero posteriormente fue denominada simplemente

como Duroc.
El musculo

El musculo es un tejido con diversas funciones mecanicas, encargado del
movimiento del cuerpo, de mantener el equilibrio y la coordinacion, pero, ademas, el
metabolismo de las células musculares esta implicado en el mantenimiento del calor
corporal y la movilizacion de la sangre y la linfa. Existen pocas células que tengan que
generar tanta fuerza y estar sometidas a cambios tan drasticos en su metabolismo como
las células musculares. Por ello, la organizacion, estructura y metabolismo del muasculo
es clave para mantener su funcidn e integridad.

Existen tres tipos de tejido muscular: el tejido muscular estriado esquelético, que
es el que puede acortar su longitud por accién de los sarcomeros estables que presenta

26



como efecto de la estimulacion por parte de impulsos nerviosos provenientes del
sistema nervioso; el tejido muscular estriado cardiaco, exclusivo del corazon, que le
permite a este contraerse y asi bombear la sangre que llega a su interior; y el tejido
muscular liso que desarrolla sarcomeros sélo de forma transitoria y estd presente en el
estomago y a lo largo de todo el tubo digestivo, en los bronquios, en vasos sanguineos,

en la vejiga y en el Gtero, entre otros.

El musculo esquelético estd compuesto por conjuntos de fasciculos, estando a su
vez cada fasciculo formado por un conjunto de fibras musculares, o también llamadas
células musculares, gque son mantenidas juntas por tejido conjuntivo propio. El tejido
conjuntivo rodea tanto a las fibras individuales, denominandose asi endomisio, como a
los fasciculos, componiendo el perimisio, y a los conjuntos de fasciculos que forman el
musculo, formando finalmente el epimisio, y es indispensable para la transduccion de

fuerzas (Figura 5).

Endomisio ——+=

Perimisio

Musculo relajado "

Musculo contraido

Figura 5. Esquema de la estructura del tejido conjuntivo en el masculo esquelético.

La fibra muscular esquelética es un sincitio multinucleado rodeado de membrana
plasmatica, también llamada sarcolema, a la que se adhiere el tejido conjuntivo del
exterior. Las fibras musculares estan ocupadas en casi su totalidad por agrupaciones de
unidades longitudinales, llamados sarcomeros, que constituyen la maquinaria contractil
de la célula muscular y estan compuestas a su vez por haces de miofilamentos, que son

polimeros filamentosos individuales de miosina Il, denominados filamentos gruesos, y
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de actina y sus proteinas asociadas, denominados filamentos finos, que son los

verdaderos elementos contractiles del musculo estriado (Figura 6).
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Figura 6. Esquema de la estructura del tejido muscular.

El sarcomero, contiene todos los elementos estructurales necesarios para
desarrollar fisicamente la contraccion. El alineamiento de los sarcomeros es lo que
confiere la apariencia estriada a la célula muscular. Las estriaciones aparecen por la
alternancia de zonas proteicas densas, denominadas bandas A, y zonas menos densas,
denominadas bandas I. Tanto las bandas A como las | estan divididas en dos mitades
por regiones estrechas de densidad contrastante, asi las bandas | estaran divididas por
una linea oscura conocida como linea o disco Z y las bandas A por una menos densa o
clara Ilamada banda o zona H. Ademas, hacia la mitad de la zona H, hay una fina linea
densa Ilamada linea M. La estructura comprendida entre dos lineas Z es el sarcomero.
Las bandas | estdn compuestas principalmente de filamentos finos, mientras que las A
estan compuestas por filamentos gruesos y finos superpuestos. La actina, la troponina y
la tropomiosina de los filamentos finos y la miosina Il de los gruesos son las proteinas

primarias del aparato contractil muscular. Ademas, existen también una serie de
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proteinas accesorias que mantienen la alineacion precisa de los filamentos finos y

gruesos como son la desmina, filamina, etc. (Ross y Pawlina, 2007).
Conversién del masculo en carne

El concepto de musculo define al tejido muscular del animal in vivo, mientras
que la carne es el resultado de una serie de transformaciones estructurales y de
reacciones bioquimicas que tienen lugar en el mdsculo tras la muerte del animal,
durante el proceso de maduracién post-mortem, que produce cambios que afectan a su

calidad sensorial.
Este proceso consta de tres fases (Sentandreu et al., 2002):

- La fase pre-rigor, durante la cual el musculo permanece excitable y se
corresponderia con la fase de supervivencia del sistema nervioso (Chrystall y
Devine, 1985).

- La fase rigor, en la que los componentes energéticos (ATP, fosfocreatinina,

glucosa) se agotan.

- La fase post-rigor, de maduracion o tenderizacion de la carne en la que se

produce una desestructuracion de la arquitectura muscular.

Tras el sacrificio del animal, como consecuencia del desangrado, se produce un
descenso brusco del aporte de oxigeno y nutrientes al musculo, lo que producira un
descenso gradual y progresivo de la energia disponible. En estas circunstancias, el
musculo se ve obligado a utilizar las reservas de glucdgeno para sintetizar ATP a partir
de glucosa, con el fin de mantener su temperatura e integridad estructural,
produciéndose un cambio del metabolismo aerobio al anaerobio que varia en el tiempo
dependiendo de las reservas mitocondriales en cada caso. A medida que se van
reduciendo los niveles de ATP, se acumula fosfato inorganico que estimula la
degradacion de glucosa a piruvato. Esta ruta en ausencia de oxigeno continua hasta la
formacion de &cido lactico, cuyo incremento provoca un descenso gradual del pH
muscular, que continuara hasta que se agoten las reservas de glucégeno o se inactiven
los enzimas que rigen el metabolismo muscular. Cuando se agotan las reservas

musculares, la desaparicion del ATP que mantiene la integridad estructural del musculo
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provoca una lenta despolarizacion de las membranas, produciéndose entonces un
incremento en la fuerza idnica, en parte debido a la incapacidad de funcionamiento de
las bombas de Ca?/ATPdependiente y Na*-K*/ATPdependiente, lo que ocasiona la
salida de Ca®* del reticulo sarcoplasmico al espacio miofibrilar, ademas de disminuir la
capacidad celular de mantener las condiciones reductoras. Estos iones Ca* reaccionan
con la troponina que modifica su configuracion, desbloqueando los sitios activos de la
actina a los que se unia. Al quedar estos sitios libres, las cabezas de miosina se unen a la
actina, dando lugar a una union irreversible entre ambas, justo en los puntos ocupados
antes por la troponina (Paniagua et al., 1996). De esta forma, los filamentos finos son
trasladados sobre los gruesos, produciéndose un acortamiento muscular, llamado
acortamiento del sarcémero, sin que haya acortamiento de los filamentos finos sino sélo
desplazamiento. La formacion de actomiosina da lugar a una tensién y rigidez muscular
que conduce a la instauracion del rigor mortis o rigidez cadavérica. Tras el rigor
comienza la etapa de tenderizacion, que produce la mejora de la terneza de la carne
como consecuencia fundamentalmente de la rotura de la estructura miofibrilar por parte
de sistemas proteoliticos enddgenos que juegan un papel determinante (Ouali, 1992,
Sentandreu et al., 2002, Weaver et al., 2009, Huff Lonergan et al., 2010). Sin embargo,
a pesar del conocimiento acumulado a lo largo de los afios sobre los procesos que
conducen a la instauracion del rigor mortis y los que ocurren durante el periodo de
maduracion post-rigor, no se ha conseguido explicar de forma definitiva la variabilidad
en la tenderizacion de la carne, de forma que en los Gltimos afios estan surgiendo
hipo6tesis que abren la puerta a nuevos campos de investigacion, a través de una
reconsideracion del proceso de conversion de masculo en carne. La informacion
obtenida en estudios relacionados con diversas patologias como cancer, Alzheimer,
enfermedades neuromusculares, etc. (Majno y Joris, 1995, Hengartner, 2000, Tews,
2005), que transcurren en condiciones similares de estrés e isquemia a las que se
producen en las primeras horas tras la muerte y desangrado del animal, parece apuntar
que en los cambios en la estructura celular y proteica que se observan en el musculo tras
la muerte del animal y que no han sido todavia explicados, podrian participar procesos
de muerte celular programada (MCP) (Ouali et al., 2006). Estos procesos se han
observado en tejidos vivos sujetos a condiciones de isquemia y se tratan de estrategias
que inducen la muerte de algunas de sus células, con el objetivo Gltimo de asegurar la

supervivencia del tejido y evitar dafios mayores.
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Se han descrito diferentes tipos de muerte celular: la muerte celular programada,
que incluye la apoptosis y la autofagia, y la muerte celular no programada, que incluye
la necrosis. Su prevalencia en el tejido muscular dependera de las condiciones pre- y
post-sacrificio y puede afectar enormemente al proceso de conversion del musculo en
carne y, por tanto, a la adquisicién final de un grado de terneza y calidad 6ptimo. Se
desconoce el mecanismo de sefializacion que lleva a esos procesos de muerte celular
programada tras el desangrado del animal, pero este primer paso puede ser de crucial
importancia, puesto que todas las modificaciones posteriores que contribuyen a la
transformacion de musculo en carne dependeran de estos eventos tempranos. Por tanto,
se hace muy importante el estudio del pre-rigor y, mas concretamente, de los procesos
que ocurren en momentos muy tempranos tras la muerte, ya que, por ejemplo, en
apoptosis desde que ocurren los primeros cambios mitocondriales hasta la activacion de
las caspasas, que son el principal sistema proteolitico efector de apoptosis, so6lo
transcurren aproximadamente 10 minutos, aunque el proceso completo hasta la total
destruccidn celular puede durar horas o incluso dias. Una vez que ésta ha comenzado, la

muerte celular es inevitable (Green, 2005).
Principales cambios post-mortem en la arquitectura del musculo

Los principales cambios que se producen en la arquitectura del musculo son el
acortamiento sarcomérico Yy, posteriormente, durante la maduracion de la carne,

cambios proteoliticos en la arquitectura de las miofibrillas y sus proteinas asociadas.

Estudios protedmicos recientes estiman que la estructura sarcomérica esta
compuesta por, al menos, 65 proteinas, sin contar las distintas isoformas que se
coordinan estrechamente entre si (Fraterman et al., 2007). Hay muchas proteinas clave
localizadas en distintas regiones de la célula muscular relacionadas con la contraccion
(Figura 7), como por ejemplo aquellos que se localizan sobre o cerca de la linea Z o de
la banda I, que estan implicadas de algin modo en el mantenimiento de la estructura y
funcién de la célula muscular y que son degradadas durante el proceso de tenderizacion

post-mortem.
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Figura 7. Esquema de las principales proteinas implicadas en la estructura miofibrilar.

Sin embargo, ninguna proteina asociada puede compararse con el papel que
ocupan la actina y la miosina en la contraccion muscular. La miosina y la actina son las
proteinas méas abundantes de las miofibras del musculo esquelético y contribuyen
esencialmente a mantener la estructura y fuerza tensil del musculo inicialmente. Se
pensaba que ninguna de ellas sufria degradacion post-mortem, sin embargo, gracias a las
nuevas tecnologias en protedmica, Lametsch et al. consiguieron aislar en carne de cerdo
hasta 11 fragmentos distintos de actina, que variaban en pesos de 4 a 26 kDa y pH de
4,52 a 5,5, mostrando, claramente, que la actina es objeto de degradacion post-mortem
(Lametsch et al., 2002). Posteriormente, también se demostrd degradacidn post-mortem
de la miosina, la cual, puede ser llevada a cabo por p-calpaina (Lametsch et al., 2004).
Estos descubrimientos tendrdn, mas tarde, mucha importancia, ya que cualquier
modificacion, por pequefia que sea, a nivel de los complejos de actomiosina puede
afectar a la accesibilidad de las proteasas a sus sustratos (Weaver et al., 2007) e influir
notablemente en la solubilidad de estas proteinas y en la oposicion al corte de las fibras

lo que representara una importante contribucion a la calidad de la carne.
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La troponina es una proteina globular presente a nivel de los filamentos finos del
masculo, y compuesta por tres subunidades globulares: la troponina T, que proporciona
un punto de union entre la tropomiosina y la troponina; la troponina C, que es la
responsable de la fijacion del calcio necesario en el proceso de la contraccion muscular;
y la troponina | que tiene una funcién inhibidora de la ATPasa de los complejos de
actomiosina. Existen suficientes evidencias de que la degradacion de la troponina T con
la maduracion, parece ser llevada a cabo también por la B-calpaina, y la subsiguiente
aparicion de fragmentos de aproximadamente 30 kDa esta altamente correlacionada con
la terneza de la carne (Olson y Parrish, 1977, Rowe et al., 2004a). Esta degradacion
puede conducir a una desestabilizacion de la estructura sarcomérica a nivel de los

filamentos finos.

En relacién a su posible degradacion durante la tenderizacion, diversas proteinas
accesorias que mantienen la alineacion entre los filamentos finos y gruesos han sido
estudiadas. Entre ellas destacan la titina, que es la tercera proteina en abundancia en el
masculo; una megaproteina de 3 MDa, cuya funcion es mantener el alineamiento
sarcomérico de la miofibrilla durante la contraccién. La nebulina, también una mega-
proteina de 600-900 kDa, que se asocia con los filamentos finos de actina,
constituyendo una asociacion que puede anclar los filamentos finos a la linea Z del
sarcomero. La degradacién de ambas produciria debilitamiento de la estructura
sarcomeérica y, por tanto, de la estructura muscular. Degradacion de titina en carne se ha
observado en numerosos estudios (Zeece et al., 1986, Melody et al., 2004, Rowe et al.,
2004a) produciéndose un fragmento denominado T2, de aproximadamente 2400 kDa, y
otro de aproximadamente 1200 kDa. Este Gltimo aparece mas tempranamente en carne
con menor dureza instrumental y mejores valores de terneza sensorial (Huff-Lonergan
et al., 1995, Huff-Lonergan et al., 1996). Igualmente, la degradacion de nebulina se
correlaciona con la tenderizacion post-mortem de la carne en diversos trabajos (Huff-
Lonergan et al., 1995, Melody et al., 2004). La desmina, por su parte, es una proteina
que forma parte de los filamentos intermedios localizada en la periferia de la linea Z.
Los filamentos intermedios conectan miofibrillas adyacentes al nivel de la linea Z y
también miofibrillas, a otras estructuras celulares como la membrana plasmatica, por lo
que son muy importantes en el mantenimiento de la integridad estructural de las células

musculares (Robson, 1989, Robson et al., 1995). Se ha descrito que la desmina es
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degradada mas rapidamente en la carne de menor dureza y mayor capacidad de

retencion de agua (Huff-Lonergan y Lonergan, 1999, Zhang et al., 2006).

El interés econdmico que despiertan estos procesos hace que numerosos
investigadores centren sus estudios en ellos y, en particular, en la busqueda de
marcadores bioldgicos que consigan detectar la calidad del producto de forma precoz,
asi como su estado de maduracion. Durante los Ultimos afios, se han hecho grandes
avances en el estudio proteolitico, es decir, en el andlisis del contenido proteico celular
0 proteomal del masculo, y su evolucién a lo largo de la maduracién, con el fin de
analizar su relacion con la evolucion de la calidad de la carne, asi como identificar
fragmentos proteicos que puedan funcionar como marcadores de calidad (Lametsch et
al., 2004, Bernard et al., 2007, Hollung et al., 2009). Siguiendo estos objetivos, Bouley
et al. consiguieron identificar en el muasculo de terneros afiojos de raza Charolais un
amplio nimero de proteinas; con funcion metabdlica (25,5%), estructural (17%), de
defensa celular (16%) y del aparato contractil (14,5%), ademas de identificar distintas
isoformas de la troponina T y diferenciar diversas proteinas fosforiladas, lo que
permitieron aplicar este método en el estudio de la fisiologia del musculo de animales
con distinto manejo o genética (Bouley et al., 2004). En este sentido, un afio mas tarde,
los mismos autores (Bouley et al., 2005) analizaron el proteoma de animales con el gen
de la hipertrofia muscular, encontrando diferencias como consecuencia de la mutacion
en varias proteinas del aparato contréctil, entre ellas troponina T, y también en proteinas
metabolicas como la fosfoglucomutasa (PGM) y la proteina de union de acidos grasos
cardiaca (H-FABP).

La identificacion de marcadores en la carne durante las primeras horas post-
mortem no solo es de gran interés cientifico, sino que, ademas, podria tener una
aplicacion directa en el sector, ya que podria transferirse a las empresas para ser
utilizado como herramienta para discriminar, desde los primeros pasos de la cadena, la
calidad de distintas canales y tomar decisiones sobre su destino o, incluso, sobre el
método de conservacién mas adecuado para obtener la mejor calidad organoléptica. No
obstante, hay que ser conscientes de que su deteccion conlleva la utilizacion de técnicas
analiticas de alto coste y que requieren un tiempo de espera relativamente alto, por lo
que es preciso orientar las investigaciones hacia el desarrollo de métodos de prediccion
rapidos y no destructivos que permitan controlar los parametros de calidad citados. Con
la vista puesta en este interés hemos desarrollado el presente estudio.
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Calidad de la carne

La calidad es un término complejo de definir. EI concepto de calidad mas

extendido es el que la define como “la adecuacion al uso”, es decir, la capacidad de un

producto para satisfacer las expectativas de los consumidores.

En el caso de un alimento, la calidad engloba diferentes conceptos:

Calidad higienico-sanitaria: que no presente contaminacion microbiana ni

sustancias toxicas.

Calidad nutritiva: que aporte los nutrientes necesarios para satisfacer las

necesidades del organismo.

Calidad organoléptica: que ofrezca durante su consumo cierta cantidad de

sensaciones satisfactorias de caracter sensorial.

Calidad tecnoldgica: que mantenga las caracteristicas necesarias para el
desarrollo de determinados procesos de transformacion en la industria y de

manejo y conservacion.

Calidad de servicio: que tenga ciertas cualidades culinarias o cierto formato
de presentacion que permita que sea facil de preparar y/o consumir.

Calidad simbolica: que posea ciertas caracteristicas que el consumidor
asocie con una mayor calidad como, por ejemplo, crianza en campo frente a
cebadero, producto fresco frente a congelado, imagen de una determinada

marca, etc.

Parametros indicativos de calidad de la carne

Atendiendo a las distintas definiciones de calidad, existen diversos parametros y

atributos indicativos de la calidad de la carne, como son, el pH, el color, el contenido en

pigmentos, la flora bacteriana, la capacidad de retencion de agua, la composicion

quimica y energética, los niveles de oxidacion lipidica, propiedades de textura, atributos

sensoriales como olor, gusto, aromas percibidos durante la masticacién, etc. Dichos

atributos de calidad no pueden considerarse independientes, ya que estan muy
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relacionados entre si y su interaccion proporciona las caracteristicas globales de calidad

de carne.

De todos ellos, los principales indicadores de la calidad tecnoldgica y

organoléptica de la carne que vamos a considerar en este trabajo son:

- El pH. Se define como el logaritmo negativo de la concentracion de protones
de una disolucion. Su valor se expresa en una escala de 0 (&cido) a 14
(bésico). Es un atributo determinante de la calidad de la carne, ya que afecta
a los procesos bioquimicos que tienen lugar durante la transformacion del
musculo en carne, influyendo directamente sobre la estabilidad y
propiedades de las proteinas y sobre las caracteristicas fisicoquimicas de la
carne. La acumulacion de metabolitos intermedios tras la muerte del animal,
en particular &cido lactico y otros acidos organicos, provoca un descenso del
pH muscular. La evolucién del pH tras el sacrificio puede tener un profundo
efecto sobre las propiedades sensoriales y tecnoldgicas de la carne, afectando
al color, la textura y el grado de exudacion, asi como a la degradacion

proteolitica de la carne.

- El estado oxidativo. Las modificaciones que se van produciendo a lo largo
de la maduracion post-mortem en las biomoléculas musculares incluyen un
descenso de la defensa antioxidante y un incremento del grado de oxidacion
de lipidos y proteinas por la accion de radicales libres (Renerre et al., 1999),
con consecuencias sobre la calidad sensorial y la textura final de la carne. En
el muasculo, la oxidacion lipidica se inicia a nivel de las fracciones de
fosfolipidos de membrana, debido principalmente a sistemas autocataliticos
de radicales libres en cadena. Se sabe, ademas, que la oxidacion de las
proteinas altera su estructura secundaria y terciaria y puede conducir a la
formacion de agregados (Grune et al.,, 1997) y, en ocasiones, a la
inactivacion de enzimas, lo que puede afectar negativamente a la
tenderizacion de la carne (Rowe et al., 2004a, Rowe et al., 2004b). Para
tratar de contrarrestar los efectos de la oxidacion, existen en las células una
serie de enzimas antioxidantes como son la superéxido dismutasa (SOD), la
catalasa (CAT) y el tindem glutation peroxidasa/reductasa (GSH-Px/GSH),

ya descritos. EI método maés utilizado en alimentos, y en particular en la

36



carne, para medir el estado oxidativo, es el indice de sustancias reactivas con
el &cido tiobarbiturico; en inglés, thiobarbituric acid reactive substances
(TBARS), que mide la cantidad de malonaldehido que se produce como
resultado de la oxidacion de las grasas y algunas proteinas que generalmente

esta altamente correlacionado con la calidad sensorial.

Factores que afectan a la calidad final de la carne

La calidad de la carne depende de diversos factores intrinsecos propios del

animal (raza, genotipo, sexo y edad) y extrinsecos o ligados al proceso productivo

(alimentacion, castracion), ademés de otros relacionados con el manejo del animal y la

canal en los momentos previos y posteriores al sacrificio (transporte, tiempo de espera,

ayuno, estrés, método de aturdimiento, sangrado, enfriamiento de la canal, tiempo de

maduracion, envasado, etc...). Dichos factores pueden dividirse en funcioén del espacio

temporal en el que actdan:

Factores ante-mortem: la raza. La raza es un factor muy importante que
afecta a muchas caracteristicas productivas de los animales y también a la

calidad final de la carne.

Factores peri-mortem: el transporte, el manejo y el estrés al sacrificio.
Todos los animales destinados a la produccion de carne van a sufrir ciertos
niveles de estrés al sacrificio, y ésto puede tener efectos negativos sobre la
calidad del producto. Desde que los animales salen de la granja hasta que son
sacrificados estan expuestos a numerosos estimulos que perturban su
homeostasis y generan respuestas adaptativas para restaurar el equilibrio.
Dicha respuesta es muy variable entre individuos, que no sélo no perciben el
estrés de igual modo, sino que coordinan de diferente modo su respuesta al
mismo (Hemsworth y Barnett, 2001). Esto estara modulado por distintos
factores intrinsecos del animal (genética, sexo, edad, estado fisiologico)
ademas de por experiencias anteriores y aprendizaje adquirido (Boissy, 1995,
Hemsworth y Barnett, 2001). El estrés que sufren los animales antes del
sacrificio provoca cambios en la composicion de metabolitos (fosfocreatina,
glucdégeno), cambios en la temperatura y pH al sacrificio (Warner et al.,

2000, Warner et al., 2005) y también cambios en la actividad del reticulo
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sarcoplasmico afectando especialmente al transporte de calcio, lo que puede
alterar la glucolisis produciendo un consumo excesivo de glucogeno
muscular (Ferguson y Warner, 2008, Mach et al., 2008). El nivel de
deplecion de glucogeno puede depender de infinidad de factores de manejo,
tales como el cansancio fisico y el estrés al que se someta el animal (Nockels
et al., 1996, Immonen y Puolanne, 2000), el tiempo que dure el transporte, el
manejo aplicado durante el transporte de los animales desde la granja al
matadero (Schaefer et al., 1997, Arthington et al., 2003), las condiciones de
carga y descarga de los animales, el tiempo de espera en el matadero
(Warriss, 2003), las temperaturas extremas (Kreikemeier et al., 1998, Silva
et al., 1999), la ruptura de grupos sociales establecidos o reagrupacion de
animales de distinta procedencia (Apple et al., 2005), la exposicién a un
ambiente nuevo (Hambrecht et al., 2005, Mounier et al., 2006) y la privacion
de agua y alimento (Ferguson y Warner, 2008). La concentracion de
glucdgeno también varia notablemente en el momento del sacrificio,
dependiendo de la tasa de alimentacion (Schaefer et al., 1997, Gardner y
Thompson, 2003, Bee et al., 2006), del peso vivo (Smith y Dobson, 1990),
del estado nutricional (Geay et al., 2001), del tipo de musculo y fibras
musculares (Hambrecht et al., 2005), de la capacidad tamponadora del
musculo (Silva et al., 1999, Immonen y Puolanne, 2000), del sexo
(Shackelford et al., 1994, Hoffman et al., 1998), de la raza (Gardner y
Thompson, 2003) y del temperamento propio de los animales (Gardner y
Thompson, 2003, King et al., 2006). Todos estos factores pueden tener un
gran efecto sobre diferentes atributos de calidad como son cambios en pH,
(Warner et al., 2005), en terneza, color, capacidad de retencion de agua y
también sobre la maduracion de la carne (Gregory, 2003) y pueden
determinar la aparicion de carnes oscuras, duras y secas; en inglés, Dark,
Firm, Dry (DFD), con un pH elevado y unas caracteristicas como color,
capacidad de retencién de agua o textura que no son las deseables (Beriain y
Lizaso, 1998, Viljoen et al., 2002, Wulf et al., 2002).

Factores post-mortem: el tiempo de maduracién. El tiempo de maduracion
de la carne es fundamental para la adquisicion de un grado de terneza

adecuado debido al ablandamiento de la carne, que se atribuye a una
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degradacion progresiva y selectiva de la estructura de las miofibrillas a causa
de la accion de enzimas proteoliticos enddgenos. Ademas, a lo largo de la
maduracién ocurren fenémenos oxidativos que afectan a lipidos y proteinas
y provocan cambios en el color de la carne y contribuyen de forma positiva
en el desarrollo adecuado de su flavor caracteristico. Por un lado, los
procesos post-mortem acontecidos hasta la instauracion de la rigidez
cadavérica conducen a la degradacion de ATP a inosin monofosfato (IMP),
que al degradarse da lugar a ribosa, fosfato e hipoxantina y a esta Gltima
molécula se le atribuye un efecto favorable sobre las caracteristicas
sensoriales de la carne (Prandl et al., 1994). Por otro lado, también se
producen durante la maduracién compuestos que contribuyen al aroma de la
carne por degradacion de proteinas y grasas (Touraille y Girard, 1985).
Marino comprob6 gue una extension del tiempo de maduracion de 15 a 21
dias post-mortem incrementaba el flavor de la carne (Marino et al., 2006),
coincidiendo con resultados de Campo et al. y Napolitano et al. que
encontraron que la intensidad del flavor se incrementaba con el tiempo de
maduracion (Campo et al., 1999, Napolitano et al., 2001), probablemente
debido a fendmenos de protedlisis y lipolisis que dan lugar a la formacion de
precursores del sabor. Ademas, muchos péptidos que son producidos durante
la maduracion podrian reaccionar con otras moléculas dando lugar a nuevos
componentes del flavor, razén por la que Campo et al. apuntaban la
necesidad de un tiempo de maduracién adecuado para el desarrollo de
componentes del flavor y la adquisicion de ciertas propiedades sensoriales de

la carne tras el sacrificio (Campo et al., 1999).

Estrés oxidativo

Los radicales libres son moléculas altamente inestables que poseen uno 0 mas

electrones desapareados en su orbital mas externo, lo cual les lleva a interactuar

avidamente con otras moléculas. La produccion de radicales libres es un proceso

continuo e inevitable, puesto que la cadena respiratoria mitocondrial no es eficaz al

100% vy cerca del 2% del oxigeno utilizado en la respiracién aerobia por cualquier

organismo, eventualmente, finaliza dando lugar a radicales libres. Muchos de estos
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subproductos del metabolismo normal son altamente toxicos y aun teniendo una vida

media de milisegundos y pueden causar un dafio importante en las macromoléculas.

Existen sustancias capaces de contrarrestar los efectos de los radicales libres que
se denominan antioxidantes. Cuando el equilibrio entre los radicales libres y las
sustancias antioxidantes, lo que se denomina balance oxidativo, se pierde en favor de
los primeros se desencadena una cascada de procesos dafiinos, una auténtica reaccion en
cadena de efectos nocivos. Esta situacion se conoce como estrés oxidativo. La
destruccion de las moléculas celulares debido a un exceso de radicales libres que no han
sido neutralizados por la defensa antioxidante del organismo se conoce como dafio
oxidativo (Pierrefiche y Laborit, 1995).

Entre las principales EROs se encuentran los radicales superoxido (O;),
peréxido (ROO™) e hidroxilo ('OH) (Figura 8).

1e

\7

02 e —————— O"2

1e Figura 8. Esquema de la transferencia de
electrones en la cadena respiratoria

mitocondrial.

El radical superoxido (O,") se produce in vivo por varias vias. Su principal
fuente de produccion es la cadena de transporte de electrones de la mitocondria. Una
vez formado, dismuta rapidamente a perdxido de hidrogeno (H20,), el cual no es
especialmente toxico por si mismo y esta en altas concentraciones dentro de las células.
El H,0, difunde rapidamente a través de las membranas celulares, de forma que puede
llegar facilmente a sitios distantes de los que fue generado. Sin embargo, en presencia
de metales de transicién, como pueden ser el Fe?* y el Cu®*, el H,0, se reduce a radical
hidroxilo ("OH) a través de la reaccién de Fenton. El radical ‘OH es la especie reactiva

de oxigeno mas activa y mejor estudiada. Una vez formado reacciona rapidamente con
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cualquier molécula que se encuentre en las cercanias del lugar donde se ha producido.
Este radical produce dafio en el &cido desoxirribonucleico (ADN), tanto mitocondrial

como nuclear, y dafia lipidos de membrana y proteinas.

Por otro lado, hay que tener en cuenta que los radicales libres no son sélo
moléculas perjudiciales, sino que también pueden jugar un papel fisiologico clave en la
homeostasis. Este es el caso del oxido nitrico (NO), que participa en la relajacion
muscular y en el control del tono vascular. Por su parte, el O, controla la produccion
de eritropoyetina, participa en el control de la ventilacion, la relajacion del musculo liso
y la transduccion de sefiales de varios receptores de membrana que activan funciones
inmunes. Ademas, los radicales libres también son generados y utilizados por células de
defensa como los neutrofilos, monocitos, macréfagos y eosinofilos (Turrens, 2003).

Los radicales libres, por tanto, son resultado de procesos fisiologicos propios del
organismo, pero también pueden ser generados por otro tipo de factores exdgenos,
como por ejemplo pesticidas y radiaciones, o enddgenos, como determinadas
enfermedades y procesos inflamatorios e inmunes (Riediger et al., 2007).

Defensa antioxidante

El hecho de que en las células se formen especies altamente reactivas, que
puedan poner en peligro la integridad de la propia célula, genera la necesidad de contar

con mecanismos de proteccion eficaces.

Se define como antioxidante a aquella sustancia que, aun encontrandose
habitualmente en pequefias concentraciones comparada con el sustrato oxidable, inhibe

o retarda significativamente la oxidacion de dicho sustrato.

Un importante nimero de enzimas actlan como antioxidantes gracias a su
capacidad para absorber la energia de las EROs metabolizando los radicales libres o sus
intermediarios reactivos, transformandolos en productos sin efectos nocivos para los

tejidos.

Destacan como principales enzimas antioxidantes la superdxido dismutasa
(SOD), la catalasa (CAT), y el tandem glutation peroxidasa/ reductasa (GSH-Px/GSH-
R) (Figura 9).
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Figura 9. Esquema del sistema enzimético de defensa antioxidante.

La SOD esta distribuida universalmente en todas las células con respiracion
aerobia. Se considera que es uno de los mas importantes enzimas antioxidantes, aun
cuando para cumplir este papel precisa de un acoplamiento perfecto con los enzimas
encargados de neutralizar el H,0,, producto de la reaccion de este enzima. Si este
balance no se produce, por exceso en la actividad SOD, descenso en la actividad de los
enzimas antioxidantes acoplados (GSH-Px y/o CAT) u otros mdltiples factores, el
enzima SOD destruira radicales O," dando lugar a elevados niveles de H,O; que, a su
vez, por la reacciéon de Fenton, produciran radicales ‘OH, mucho mas téxicos que el
primero y, por lo tanto, en base a esta actividad SOD se convertiria en un peligroso
oxidante.

En células eucariotas superiores hay tres formas de dicho enzima: SOD
citosélica o SOD1, que tiene cobre y zinc en su centro activo; SOD mitocondrial o
SOD2, que tiene manganeso en su centro activo; y SOD extracelular o SOD3, que tiene

cobre y zinc en su centro activo (Loschen et al., 1974).

Quimicamente, la CAT es una hemoproteina de estructura similar a la
hemoglobina. Tiene cuatro subunidades proteicas, cada una de ellas con un grupo hemo
y una molécula de nicotinamida adenina dinucleotido fosfato en su forma reducida; en

inglés, nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH). Se encuentra muy
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activa en eritrocitos y en el higado pero ha sido descrita en todos los tejidos, incluido el
cerebro (Vega-Naredo et al., 2005).

El H,0, se forma como uno de los productos finales del metabolismo oxidativo
aerobico de los hidratos de carbono. La CAT actua eliminandolo, pero tiene una baja
afinidad por su sustrato, de manera que es mucho mas eficiente cuando las
concentraciones de H,0, son elevadas, sin conocérsele concentracion de saturacion. Se

encuentra localizada principalmente en los peroxisomas (De Duve y Baudhuin, 1966).

La GSH-Px comparte sustrato con la CAT, utilizando el glutation reducido
(GSH) como donador especifico de H* para reducir el H,0, a agua. Ademas, también
puede reaccionar de manera efectiva con lipidos y otros hidroperdxidos organicos. Se
encuentra en el citosol y en la mitocondria, siendo la que contiene selenio de ubicacién
mayoritariamente mitocondrial (Lawrence y Burk, 1976). En tdndem con ella trabaja la
GSH-R, una flavoenzima dependiente de NADPH que cataliza la reduccion del
glutation oxidado (GSSG) a glutation reducido (GSH), de modo que permite la
recuperacion del glutation a su estado reducido inicial. Tiene alta afinidad por el H,0O;
y, por ello, comienza a actuar a bajas concentraciones de H,0,, catalizando las

reacciones descritas en la figura 9.

Por dltimo, cabe destacar la existencia de depuradores no enzimaéticos de
radicales libres. Son compuestos capaces de neutralizar los radicales libres debido a su
capacidad para donarles un electron, neutralizando asi su toxicidad potencial. Para que
una molécula de estas caracteristicas sea considerada un depurador de radicales libres,
al donar un electron debe formar un radical que no sea toxico, ya que de otro modo el
sistema seria indtil. En esta categoria se engloban varias moléculas de diversa
naturaleza quimica como pueden ser los antioxidantes obtenidos a partir de la dieta
como el acido ascorbico, el a-tocoferol y el B-caroteno. También podemos encontrar en
este grupo compuestos como la melatonina y el y-glutamil-cisteinil-glicina (glutation,
GSH). El glutation tiene poder reductor debido al grupo -SH libre de la cisteina central.
Cuando se oxida, dos moléculas de glutation se unen para formar el glutation oxidado
(GSSG) a través de un puente disulfuro establecido entre las dos cisteinas. Este péptido
participa en una gran cantidad de procesos redox intracelulares como, por ejemplo, en el

mantenimiento de la hemoglobina en estado ferroso. Su actividad antioxidante radica en
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la donacion de un electron, neutralizando asi la toxicidad de los radicales libres y dando

lugar a la formacion de un radical no toxico.
Dafio oxidativo

Si bien las células han desarrollado mecanismos de defensa para contrarrestar el
efecto lesivo de los radicales libres, en casos de intoxicacion masiva o continuada, estos
sistemas celulares pueden ser superados, condicionando una situacién de estrés
oxidativo. Como ya hemos comentado, cuando este estrés provoca la destruccion
molecular por el bombardeo continuado de EROs a moléculas, se alcanza el dafio
oxidativo. Esta agresion puede llegar a ocasionar la muerte celular por destruccion
masiva de macromoléculas, favoreciendo la aparicion de enfermedades, asi como la

aceleracion del envejecimiento (Caballero et al., 2008).

La lipoperoxidacion (LPO), u oxidacion lipidica, es un proceso degradativo de
autooxidacion que implica una propagacion en cadena de reacciones de radicales libres
que afecta mayoritariamente a &cidos grasos poliinsaturados abundantes en las
membranas bioldgicas y en las lipoproteinas, y que culmina en la formacién de
hidroperdxidos lipidicos y aldehidos lo suficientemente toxicos como para reaccionar
con otro acido graso poliinsaturado (Figura 10). Cada vez hay maés evidencias que
apuntan a que los aldehidos generados endégenamente durante el proceso de LPO estan
implicados en la mayoria de los efectos patolégicos y fisioldgicos asociados con el

estrés oxidativo en células y tejidos (Esterbauer y Cheeseman, 1990).

R RH 0, LH L
LOOH _ )
Hidroperaxido lipidico L+ LOO
LH ML'—) LOO'M . —_ )
Acido grasno Radical alquilo  Radical peroxilo IR_z%ical alcoxilo L+L
INICIACION PROPA GA CION TERMINA CION

Figura 10. Esquema del proceso de lipoperoxidacion (LPO).

Entre los aldehidos derivados de la LPO destacan el malondialdehido (MDA) y
el 4-hidroxi-2-nonenal (4-HNE) que puede ser producido por el acido araquiddnico,
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acido linoleico o sus hidroperoxidos. EI 4-HNE presenta un amplio rango de actividades
bioldgicas, incluyendo la inhibicién de la sintesis de proteinas y de ADN, inactivacion
de enzimas, estimulacion de la fosfolipasa C, expresion de varios genes, etc. Incluso
puede reaccionar con proteinas y ADN para generar diersos tipos de aductos (Esterbauer
y Cheeseman, 1990).

Cabe destacar la implicacion de la LPO en la patogénesis de numerosas
enfermedades, incluyendo ateroesclerosis, diabetes, cancer y artritis reumatoide, asi
como en la toxicidad asociada a drogas y en procesos de envejecimiento (Uchida,
2000).

Los radicales libres producidos durante una situacion de estrés oxidativo
también pueden dafiar el esqueleto peptidico de las proteinas, generando proteinas
carboniladas. Este proceso se inicia por la sustraccion del hidrégeno de un carbono a en
una cadena polipeptidica. Alternativamente, el oxigeno molecular puede atacar al
radical del carbono o para formar intermediarios peroxidos llevando finalmente a la
formacion de péptidos que contienen carbonilos (Dean et al., 1997) (Figura 11). Los
enzimas que contienen metales de transicion son los mas afectados por el alto riesgo de
generar radicales hidroxilo en la vecindad de la proteina (Stadtman et al., 1992). Las
proteinas carboniladas se acumulan en una gran variedad de organismos durante el
envejecimiento y en enfermedades relacionadas con el mismo (Levine y Stadtman,
2001). También se han encontrado proteinas modificadas por productos derivados de la
LPO en enfermedades cardiovasculares y neurodegenerativas (Uchida, 2000, Sayre et
al., 2001).
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¢) Modificacion por productos derivados de la LPO
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Figura 11. Esquema de las diferentes modificaciones de polipéptidos

La exposicion a oxidantes lleva también al incremento del dafio a acidos
nucleicos. El dafio al ADN puede resultar de reacciones con los residuos de
desoxirribosa, con el esqueleto fosfodiéster o con las bases nitrogenadas. Habitualmente
se produce por accion de radicales hidroxilo y epdxidos sobre las bases nitrogenadas,
dando lugar a especies del tipo 8-oxo-deoxiguanosina. Las lesiones del ADN, que no
son reparadas, se van acumulando y pueden contribuir a la aparicion de procesos
mutagénicos y carcinogénicos (Chatgilialoglu y O'Neill, 2001). Sin embargo, el factor
de transcripcion p53 puede ser activado en respuesta al dafio oxidativo en el ADN,
favoreciendo la detencion del ciclo celular y la correccién de los dafios del material

genético o, en el caso de un dafio mayor, disparando la muerte programada de la célula.

El estrés oxidativo estd considerado como actor fundamental en procesos de
muerte celular, envejecimiento y mutagénesis, estando ademas implicado en muchos
tipos de enfermedades como céancer, trauma post-isquémico y desdrdenes
neurodegenerativos (Behrend et al., 2003, Caballero et al., 2009). Aparte de su
indiscutible significado patofisiologico, pocas células y 6rganos permanecen expuestos,
de forma crénica y fisioldgica, a altos niveles de estrés oxidativo, de forma que la
ausencia de buenos modelos experimentales dificulta el estudio del papel del estrés

oxidativo bajo condiciones “normales” o fisiologicas.
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Autofagia

La autofagia es un mecanismo de supervivencia que esta adscrito a un sistema
constante de reciclaje de estructuras dafiadas (Tomas-Zapico et al., 2005). La autofagia
es un proceso celular dindmico por el cual membranas subcelulares secuestran proteinas
y organulos para su degradacion por proteasas lisosomales con el fin de recuperar sus
componentes. Este es un proceso evolutivamente muy conservado que puede ocurrir en
todas las células eucariotas, desde levaduras hasta mamiferos. La autofagia permite a las
células responder flexiblemente a los cambios ambientales que abarcan desde la
adaptacion a la escasez de nutrientes hasta la adaptacion frente a un dafio celular y, en el
caso en el que los mecanismos adaptativos resulten insuficientes, evoluciona a un

proceso de muerte celular programada, similar a apoptosis o precursor de éste.

Mientras que proteinas de vida media corta se degradan preferentemente por el
proteasoma, las de vida media larga son degradadas por el sistema lisosomal-autofagico
(Cuervo, 2004). La autofagia estd considerada como la principal ruta inducible para la
renovacion de componentes citoplasmicos y depende de una sintesis continua de
proteinas y presencia de ATP. Hasta el momento se han descrito tres tipos de autofagia:

macroautofagia, microautofagia y autofagia mediada por chaperonas; en inglés,

chaperone-mediated autophagy (CMA) (Figura 12).
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Figura 12. Esquema de los diferentes tipos de autofagia.

Estos tres tipos de autofagia difieren entre si en la ruta que sigue el material a
degradar en su camino hacia el lisosoma, pero muestran un paso final comun que
consiste en la degradacion lisosomal y posterior reciclaje del material citoplasmico.
Durante la microautofagia, el Unico proceso constitutivo de los tres, el secuestro de
material citoplasmico se realiza mediante una invaginacion directa de la membrana
lisosomal (Yen y Klionsky, 2008). La CMA permite la degradacion lisosomal de
proteinas especificas y difiere del resto de rutas de degradacion lisosomal en que no
requiere trafico vesicular. Esas proteinas, prestas a ser degradadas, portan un péptido
sefial KFERQ que es reconocido por una chaperona citosolica, llamada hsc70, que

transporta la proteina al lisosoma donde el centro activo de la proteina interacciona con
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su receptor asociado a la membrana lisosomal 2A; en inglés, lysosome-associated
membrane protein type 2A (LAMP-2A) (Cuervo y Dice, 1996). Una vez efectuado el
reconocimiento, la proteina es desplegada por un complejo de chaperonas antes de ser
importada al lumen lisosomal, donde es degradada rapidamente (Massey et al., 2006).
La unién a LAMP-2A es un paso limitante en la CMA. La induccion de este tipo de
autofagia ha sido demostrada durante hambruna prolongada, exposicién a compuestos
toxicos y estrés oxidativo moderado (Kaushik y Cuervo, 2006).

Generalmente el término autofagia se aplica a procesos macroautofagicos. La
macroautofagia es un proceso de alta capacidad que permite el secuestro simultaneo de
maltiples constituyentes citoplasmicos, incluyendo grandes orgéanulos, para su
degradacion en el lumen lisosomal (Levine y Klionsky, 2004). Consta de cinco fases:
Induccidn; Seleccién de carga y embalaje de porciones de citoplasma en vesiculas de
doble membrana, llamadas autofagosomas; Fusién de los autofagosomas con
endosomas tardios; Degradacion de los autofagosomas y su contenido por las proteasas
lisosomales; y Reciclaje de las macromoléculas constituyentes y formacién del cuerpo
residual (Yen y Klionsky, 2008). Aungue el origen de las membranas que forman el
autofagosoma aun permanece oscuro, se ha propuesto la implicacion tanto del reticulo
endoplasmatico como del aparato de Golgi, asi como de ciertas estructuras
preautofagosomales denominadas fagéforos en un proceso de nucleacion, ensamblaje y
elongacion de pequefias estructuras membranosas (Yen et al., 2010). Los genes y
proteinas que constituyen la maquinaria basica de este proceso estan bien descritos en
levaduras y muchos de sus ortélogos mamiferos ya han sido caracterizados. Dichos
genes han sido denominados genes relacionados con autofagia; en inglés, autophagy-
related genes (Atg), y codifican proteinas necesarias para la induccién, generacion,
maduracion y reciclado de autofagosomas. Por su parte, las proteinas codificadas por

estos genes se han clasificado en cuatro grupos funcionales:

- Los complejos de proteinas serina/treonina quinasas (Atgl, Atgl3, Atgl7)
que actlan como sustratos de diana de rapamicina en mamiferos; en inglés,

mammalian target of rapamycin (MTOR) quinasa en la induccion.

- El complejo de sefializacién lipido-quinasa (Atg 6 o Beclin-1, Atgl4, Atg34,

Atg15) que participan en procesos de nucleacion vesicular.
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- El sistema de conjugacion similar a ubiquitina (Atg8 o LC3, Atgl2) que

participa en la elongacion de la membrana vesicular.

- Las proteinas implicadas en la ruta de reciclado que median el desmontaje de
las proteinas Atg de los autofagosomas maduros (Atg2, Atg9, Atgl8).

Aunque bajo el término macroautofagia se incluye cualquier proceso no
selectivo de secuestro de grandes estructuras celulares, distintos tipos de autofagias
selectivas han sido descritas recientemente y, en funcién de los organulos secuestrados,
se les han ido denominado mitofagia, micro y macropexofagia, reticulofagia, ribofagia e
incluso microautofagia gradual del ndcleo. Sin embargo, todos y cada uno de estos

procesos comparten caracteristicas morfoldgicas y componentes moleculares comunes.

Tanto cada una de las variedades de macroautofagia como la CMA se
encuentran intimamente influidas por el estrés oxidativo, pero los niveles de estrés
oxidativo necesarios para disparar un proceso u otro son diferentes. Asi, la CMA es
inducida por niveles moderados de estrés oxidativo (Kaushik y Cuervo, 2006) mientras

que poco se conoce sobre los niveles necesarios para activar la macroautofagia.

Hay varias proteinas claves en la ruta macroautofagica. Entre ellas, cabe destacar
Beclin 1, una proteina de mamiferos homologo al Atg6 de levaduras, que forma un
complejo multimérico con varias proteinas, entre ellas una fosfoinositol-3-quinasa
(PI3K) de clase 11l (Vps34). Este complejo es fundamental también para la formacion
del autofagosoma (Liang et al., 1999). LC3 es el marcador mas utilizado de autofagia.
LC3 se sintetiza inicialmente en una forma sin procesar, proLC3, que se convierte en la
forma procesada proteoliticamente LC3-I, que carece de los amino&cidos del extremo
C-terminal, y finalmente esta modificado en una forma fosfatidiletanolamina conjugada,
LC3-1l (Skop et al., 2012). LC3-II es el Unico marcador proteico que se asocia de forma
fiable con fagoforos, autofagosomas sellados y autofagosomas maduros o lisosomas
(Rubinsztein et al., 2009). Sin embargo, LC3-11 se localiza tanto en lugares luminales y
citosoélicos del autofagosoma y sufre una rapida degradacion en el lisosoma (Skop et al.,
2012). Para determinar el flujo real de la autofagia, es necesario mostrar la relacion
LC3-1I/LC3-1 y también el incremento de los niveles de LC3-1y de LC3-II.
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METODOLOGIA

Animales

Cerdos [(Large White x Landrace) x Duroc] machos se criaron desde el
nacimiento (abril) hasta el sacrificio (octubre) en una granja experimental del Institut de
Recerca i Tecnologia Agroalimentaries; en espafiol, Instituto de Investigacion vy
Tecnologia Agroalimentarias (IRTA-Monells) (Catalufia) y se sometieron a diferentes
tratamientos de manejo que promueven distintos tipos de estrés psicologico, como la
mezcla de animales desconocidos en la granja y/o durante el transporte y la estabulacion
antes del sacrificio. Durante el periodo de cria en la granja, algunos animales no se
mezclaron nunca después de la formacion inicial de los grupos experimentales
(Unmixed group at the Farm, UF), mientras que los demas fueron sometidos a una
rutina comudn de crear nuevos grupos sin tener en cuenta su camada y después fueron
mezclados dos veces méas (21 y 60 dias de edad) con animales desconocidos (Mixed
group at the Farm, MF).

Cuando los cerdos (n=15) alcanzaron un peso de 120 kg, fueron sacrificados en
un matadero experimental situado a 1 km de la granja. Los procedimientos de
manipulacion y de transporte fueron suaves para evitar un estrés adicional. Después, se
realizaron dos tratamientos diferentes previos al sacrificio: algunos animales no se
mezclaron con animales de otros corrales durante el transporte o la estabulacion antes
del sacrificio (Unmixed group at Slaughter, US), mientras que el resto se mezclaron en
el transporte y durante la estabulaciéon (Mixed group at Slaughter, MS). A estos grupos
experimentales no se les puede considerar como grupo control, intermediario y maximo
porque al no saber el efecto provocado por cada estrés ejercido no podemos asegurar el

incremento proporcional al musculo.
En base a estos tratamientos, los animales fueron divididos en tres grupos:

- UF-US (Unmixed at the Farm - Unmixed at Slaughter), representa al grupo
control, sin estrés debido a la mezcla de animales, ya sea en la granja o

durante el transporte y la estabulacion.
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- MF-US (Mixed at the Farm - Unmixed at Slaughter), representa al grupo
sometido a estrés psicoldgico causado por la mezcla de animales
desconocidos en la granja, pero no durante el transporte y la estabulacion.

- MF-MS (Mixed at the Farm - Mixed at Slaughter), representa al grupo con
estres psicoldgico causado por la mezcla de animales desconocidos en la

granja y durante el transporte y la estabulacion.

A los 45 minutos después del sacrificio, se midié el pH en el musculo
Longissimus dorsi (LD). Ademas, las muestras musculares fueron tomadas del LD de
cada animal a las 4, 8 y 24 post-mortem. Estas muestras fueron inmediatamente
congeladas sumergiéndolas completamente en nitrégeno liquido y se almacenaron a

-80°C hasta que fueron analizadas.
Preparacion de las muestras

Las muestras de musculo fueron homogeneizadas en una proporcion 1:10 mL
(masculo:tampon) en un tampon de homogeneizacion (pH 7,4), que contiene tampon
fosfato potasico 10 mM, cloruro sédico 50 mM vy Tritobn 0,1%, usando un
homogeneizador Ultra-Turrax T25. Los homogeneizados fueron centrifugados a 1500 g
durante 6 minutos a 4°C. Los sobrenadantes, que contienen las proteinas, fueron

recogidos, alicuotados y congelados a -80°C hasta su analisis.
Actividad antioxidante total

La actividad antioxidante total (AAT) fue determinada usando el método
ABTS/H,0,/HRP (Arnao et al., 2001, de Gonzalo-Calvo et al., 2010). Los resultados

estan expresados en equivalentes de mg Trolox/mg proteina.
Actividad de la superoéxido dismutasa

La actividad de la superéxido dismutasa (SOD; EC 1.15.1.1) fue medida
conforme a Martin y colaboradores (Martin et al., 1987). Este enzima inhibe la
autooxidacion de la hematoxilina a hemateina, que es un compuesto coloreado. Los

resultados estan expresados como pmol hemateina/mg proteina*minuto.
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Actividad de la catalasa

La actividad de la catalasa (CAT; EC 1.11.1.6) fue ensayada conforme a
Lubinsky y Bewley usando H,O, como sustrato (Lubinsky y Bewley, 1979). Los
resultados estan expresados como pmol H,O,/mg proteina*minuto.

Dafio oxidativo de lipidos

La peroxidacion de lipidos (LPO) fue medida por la determinacién del contenido
de aldehidos reactivos, malondialdehido (MDA) y 4-hidroxi-2-(E)-nonenal (4-HNE),
los cuales son los productos finales de la cascada de peroxidacion lipidica. Las
cantidades de MDA ademas de las de 4-HNE se determinaron en el musculo usando un
kit de ensayo de LPO de Calbiochem (No. 437634) basado en la reaccion de
condensacion del cromogeno 1-metil-2-fenilindol, ya sea con MDA o con 4-HNE. Los

resultados estan expresados como pmol (MDA+4-HNE)/g proteina.
Inmunoensayo Western Blot

Las alicuotas de muestras de homogeneizado de musculo contienen 100 ug de
proteina por muestra y se mezclaron con tampon de muestra Laemmli (BioRad
Laboratories, Inc., Hercules, CA, EE.UU.) y desnaturalizados por ebullicion a 100°C
durante 5 minutos. Después, en cada muestra fueron aislandose cada proteina por peso
molecular y carga eléctrica mediante la generacion de una cometa diferencial en gel de
poliacrilamida con dodecilsulfato sddico (SDS-PAGE) y posteriormente se transfirieron
a membranas de difluoruro de polivinilideno (PVDF) (Immobilon TM-P; Millipore
Corp., Bedford, MA, EE.UU.). Las membranas fueron bloqueadas durante toda la noche
a 4°C con leche desnatada 5 0 10% (p/v) disuelta en tampon Tris salino (TBS) (Tris/HCI
50 mM, pH 7,5 y NaCl 150 mM). Posteriormente, las membranas se incubaron con los
siguientes anticuerpos primarios: anti-Beclin 1 (sc-10086, Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA, USA) y anti-LC3 (PD014, Medical & Biological Laboratories CO.,
LTC, Naka-ku Nagoya, Japan) previamente diluidos en TBS que contiene leche
desnatada 1% (p/v). Después de tres lavados durante 10 0 20 minutos en Tampo6n Tris
salido que contiene Tween-20 (TBS-T) (Tris/HCI 50 mM, pH 7,5, NaCl 150 mM y
Tween-20 0,05%), las membranas se incubaron con el correspondiente anticuerpo

secundario conjugado con peroxidasa de rabano picante (Sigma Aldrich, Saint Louis,
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MO, USA) diluido en tampdn TBS que contiene leche desnatada 1% (p/v) durante una
hora a temperatura ambiente, seguido de tres lavados de 10 o 20 minutos con TBS-T.
Las membranas se revelaron usando un sustrato quimioluminiscente para la peroxidasa
de rabano picante (WBKLS0500, Millipore Corporation, Billerica, USA) de acuerdo
con el protocolo del fabricante. Se presentan los datos representativos de, al menos, tres
experimentos separados. Los niveles de proteinas se analizaron cuantitativamente
usando el software Quantity One 5.5.1. Los resultados se normalizaron con Ponceau
como control de carga, ya que, debido al propio proceso de tenderizacion en si mismo,
tanto B-actina, como GADPH, como a-tubulina mostraron fragmentacion en las muestra

recogidas.

Analisis estadistico

Los datos fueron analizados mediante el analisis de la varianza (ANOVA) de
dos vias usando el software GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, Inc. La Jolla,
California, USA). El modelo incluye los efectos del tratamiento de mezcla (UF-US,
MF-US, MF-MS), el tiempo post-mortem (4h, 8h, 24h) y su interaccion con los efectos
principales. Una vez que se descarté la interaccion entre el tratamiento de mezcla y el
tiempo, el efecto del tratamiento de mezcla y el efecto del tiempo se analizaron por
separado. Cuando fueron significativas, las diferencias se analizaron con el test post-hoc

Bonferroni.

El andlisis multivariante se aplic para explorar las relaciones complejas entre la
calidad de la carne, definida por el pH, y las variables bioquimicas, definidas mediante
biomarcadores de autofagia y estrés oxidativo y entre las variables y los tratamientos.
Luego, se realizd un andlisis de componentes principales (PCA), con extraccion de

cuatro factores y rotacion varimax utilizando XLSTAT (2013).
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RESULTADOS EXPERIMENTALES

En general, los datos sobre la autofagia y el estrés oxidativo obtenidos mostraron
que las muestras tomadas a tiempos tempranos post-mortem (4h y 8h) eran mas
adecuadas para el estudio de las alteraciones en la biologia celular de las células del
musculo, ya que reflejaron con mas precision los efectos del estrés sobre los animales
en el proceso de conversion del musculo en carne, mientras que a un tiempo de
muestreo largo, como el de 24h post-mortem, las alteraciones encontradas en las células
podrian estar relacionadas, méas probablemente, con la degeneracién celular

generalizada en lugar de con las condiciones experimentales.

El pH del musculo LD registrado a los 45 minutos post-mortem (pH45) (Tabla
1) en los animales sometidos a tratamientos de mezcla (MF-US y MF-MS) mostr6 una
tendencia de una mayor tasa de declive post-mortem, por lo tanto, los valores de pH45
fueron menores en la carne de los tratamientos MF-US y MF-MS (6,45 y 6,50,

respectivamente) que en la carne de animales sin mezclar (control) (UF-US = 6,71).

Este resultado esta de acuerdo con trabajos anteriores de Staier y colaboradores
y Young y colaboradores, quienes mostraron que el estrés a corto plazo antes del
aturdimiento resulta en valores mas bajos de pH y temperaturas mas altas en una etapa
temprana post-mortem (Stoier et al., 2001, Young et al., 2009). De hecho, una mayor
tasa de descenso del pH tendra un efecto sobre el metabolismo del musculo post-
mortem y, por lo tanto, en la calidad final de la carne de cerdo (Rosenvold y Andersen,
2003).

Actividades antioxidantes

Todos los ensayos antioxidantes (Tabla 1) llevados a cabo en los musculos de
los animales de los tratamientos de mezcla (MF-US y MF-MS) mostraron un aumento
significativo (p<0,001), en algunos casos y en otros no, en los tiempos tempranos post-
mortem (4h y 8h) en comparacién con el grupo control de animales sin mezclar (UF-

US), lo que indica un posible papel del estrés causado por la mezcla de animales
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desconocidos en el desencadenamiento de la capacidad antioxidante para combatir las
EROs.

Actividad antioxidante total

Como se muestra en la Tabla 1, a las 4h, la AAT fue significativamente (p<0,01)
mayor en el masculo de los animales sometidos al tratamiento de doble mezcla, es decir,
mezclandolos tanto en la granja como durante el transporte y la estabulacion antes del
sacrificio (MF-MS = 70,94), que en el grupo de animales mezclados sélo en la granja
(MF-US), cuya media fue de 46,13, que era, a su vez, significativamente (p<0,001)
mayor que la observada en el grupo de animales sin mezclar (control) (UF-US =
19,75). Por lo tanto, en este tiempo post-mortem mas temprano, la AAT parece estar
directamente relacionada con el estrés fisioldgico derivado del grado de mezcla de los

animales dentro del grupo.

En el siguiente tiempo de muestreo post-mortem (8h), se encontré un gran
aumento de la AAT (p<0,001) en el musculo de los animales del grupo MF-MS, lo que
parece indicar la presencia de estrés agudo inducido por el tratamiento de doble mezcla.
Ademas, el muasculo de los animales de este grupo sometido al tratamiento de doble
mezcla (MF-MS) mostré un agotamiento temprano de la AAT, es decir, presentando los
valores més bajos de AAT a las 24h post-mortem, mientras que la carne del grupo de
animales mezclados en la granja (MF-US) siguié mostrando los valores més altos de
AAT (p<0,001) (Tabla 1). Mientras tanto, la AAT en el masculo de los animales del
grupo control (UF-US) mostré niveles moderados, con un aumento significativo a las
8h, seguido de una disminucion significativa a las 24h. Estos resultados sugieren una
intensa activacion de la proteccidon contra el estrés oxidativo muscular en animales
sometidos al factor estresante que es la mezcla, con una activacion mas temprana que se

observo en animales en el grupo de tratamiento de doble mezcla.
Enzimas antioxidantes

Los enzimas antioxidantes son la primera linea de defensa antioxidante,
consistiendo principalmente en la actividad de la superdxido dismutasa y en la actividad

de la catalasa, que normalmente trabajan en tandem, reutilizando el producto de la
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superdxido dismutasa (H,0,) como sustrato de la catalasa, como hemos expuesto en la

introduccién de este trabajo.
Superoxido dismutasa

Tambien, la respuesta de SOD se relaciona directamente con la intensidad del
estrés en los primeros periodos post-mortem (Tabla 1). Por lo tanto, a las 4h post-
mortem, el tratamiento de doble mezcla (MF-MS) indujo la méaxima actividad de la
SOD, mostrando diferencias significativas con las otras condiciones (p<0,01). Mas
tarde, a las 8h, ambos tratamientos de mezcla (MF-US y MF-MS) produjeron un
aumento en la actividad de la SOD muscular, aunque la diferencia no fue significativa
debido a la alta variabilidad de los datos, seguido de una disminucion a las 24h post-
mortem, cuando la actividad de la SOD en el musculo de los animales control (UF-US)

comenz6 a aumentar (p<0,01).
Catalasa

De acuerdo con los resultados de SOD, la enzima CAT también mostr6 una
mayor actividad, directamente relacionada con el grado del estresante de mezcla a las
4h, siendo, nuevamente, significativamente mayor (p<0,001) en MF-US y MF-MS (3,39
y 3,73, respectivamente) con respecto a UF-US (1,84). Esta actividad se mantuvo a las
8h (p<0,001) y luego cay6 pronunciadamente a las 24h, muy probablemente debido a un
efecto de degradacion celular (Tabla 1).

Dafio oxidativo de lipidos

En general, la LPO refleja la capacidad que la actividad de los antioxidantes ha
tenido en la neutralizacién de los radicales libres, mostrando un mayor dafio de lipidos
en el tejido en el caso en el que la actividad antioxidante sea insuficiente. En nuestro
trabajo, no hubo diferencias significativas entre los grupos a las 4h post-mortem,
probablemente debido a que se trataba de un punto demasiado inicial como para mostrar
diferencias, mientras que a las 8h, comparando todos los grupos, se observé un dafio
mucho mayor de lipidos en los musculos de los animales del grupo sin mezclar (control)
(p<0,001) que lo observado en los otros dos grupos sometidos al factor estresante de
mezcla de los animales. Si, a las 8h post-mortem, estudiamos por separado solo los dos

grupos estresados, los datos mostraron que, entre ellos, las diferencias eran mas
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pequefias pero también significativas (p<0,05), con mayor dafio de lipidos en animales
sometidos al factor estresante de doble mezcla (MF-MS). Estas diferencias fueron
mitigadas en el Gltimo punto de tiempo estudiado (24h), donde no se encontraron
diferencias significativas, en el musculo de los animales del grupo de doble mezcla,
aunque si se presentd el nivel méas bajo de dafio de lipidos (p<0,001), es decir, los que
presentan mayor defensa antioxidante en los primeros (4h a 8h) tiempos post-mortem.

Tabla 1. Efecto de los grupos de mezcla (en filas) y el tiempo post-mortem (en columnas) sobre el pH y los
biomarcadores de estrés oxidativo, medidos en el muasculo LD: actividad antioxidante total (AAT, mg

Trolox/mg proteina), actividad de la superéxido dismutasa (umol hematoxilina/mg proteina*minuto), actividad
de la catalasa (umol H,O,/mg proteina*minuto) y peroxidacion lipidica (umol MDA+4-HNE/g proteina).

GRUPO DE MEZCLA

Tiempo
post- UF-US MF-US MF-MS S.e. Sign.
mortem

pH 45 min 6.71 6.45 6.50 0.227 NS

4h 19.75a A 46.13b A 7094 cA 0.874 falea

8h 36.56a B 4441aA 201.27b B 8.955 falaid

AAT 24h 2442 aC 109.32b B 20.13aC 17.537 faladd
Slgn *k*k *kk *kk

. 4h 3.38aA 3.35a AB 5.95b 0.910 *k

Actividad gh 237 A 9.06 B 712 3992 NS

Superoxido 24h 551aB 283b A 3.52b 0523  *%*

dismutasa . ) ) : )

Sign. ** * NS

4h 1.84aA 3.39b A 3.73b A 0.420 falaid

Actividad 8h 2.28aB 410bB 3.33¢cB 0.163 Fokk

Catalasa 24h 1.71aA 164aC 1.44bC 0.093 folekad
Slgn *k*k *kk *k*k

4h 113.76 A 127.83 A 117.87 A 19.549 NS

Peroxidacion 8h 170.44aB 49.01bB 77.41cB 10.916 falelad

lipidica 24h 132.01a AB 14421aC 89.77b C 9.453 kK
Slgn * *** ***

En un tiempo de maduracién dado, medias en la misma fila sequido por letras mindsculas diferentes son
significativamente diferentes con p<0,05.

En un tratamiento de mezcla y variable dado, medias en la misma columna seguido por letras mayusculas
diferentes son significativamente diferentes con p<0,05.

s.e.: pooled standard error; NS: No significativo; *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001.

Autofagia

Nuestros resultados mostraron claramente que la actividad de la autofagia tiene
lugar durante la maduracion de la carne de cerdo, asi como dos biomarcadores
principales de autofagia (Beclin 1 y LC3-I1) estuvieron presentes durante el periodo

post-mortem bajo todas las condiciones estudiadas.
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Beclin 1

Beclin 1 se detectd en todas las muestras de muasculo analizadas, mostrando una
expresion mas alta en el tiempo post-mortem mas temprano (4h) de los grupos de estres
en comparacion con el grupo control. Se detectaron niveles significativamente mayores
(p<0,001) de esta proteina en el grupo sometido a la mezcla de animales en la granja
(MF-US), mientras que se encontraron niveles intermedios en el grupo de doble mezcla
(MF-MS). Cuatro horas mas tarde, es decir, a las 8h post-mortem, la expresion de
Beclin 1 seguia siendo significativamente mayor (p<0,001) en el grupo MF-US. Sin
embargo, los valores en el grupo control (UF-US) mostraron un aumento significativo
(p<0,001) de 0,70 a 1,25 (D.O., en unidades arbitrarias), mientras que en los grupos
mixtos se observaron disminuciones significativas, de 2,10 a 1,89 (D.O., en unidades
arbitrarias) en MF-US (p<0,01) y de 1,21 a 1,06 (D.O., en unidades arbitrarias) en MF-
MS (p<0,05). A las 24h, se manifestd una gran disminucion (p<0,001) en la expresion
de Beclin 1 en todos los tratamientos estudiados (Figura 13).

2) - —— — — — — <— Beclin 1
4h  8h 24h 4h 8h 24h 4h  8h 24h
UF-US MF-US MF-MS
b) Beclin 1
*Rw
=97 c FEH 1 UF-US

b mm MF-US
mm MF-MS

2.0+

1.5+

1.0+

0.5+

Beclin 1 D .0 . unidades arbitrarias

0.0-

4 h B h 24 h

Figura 13. a) Analisis inmunoblot de la expresion de Beclin 1 en el misculo LD de animales de
diferentes tratamientos de mezcla (UF-US, MF-US, MF-MS) durante el periodo post-mortem
estudiado (4h, 8h, 24h). b) Efecto de los tratamientos de mezcla sobre Beclin 1 (D.O., en unidades
arbitrarias) medidas a diferentes tiempos post-mortem. En un tiempo de maduracion dado, letras
diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos de mezcla (p<0,05). Para el efecto
general del tratamiento de mezcla: ***: p<0,001.
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LC3-I

El valor méximo de LC3-I se observé a las 4h post-mortem en la carne de
animales mezclados en la granja (MF-US = 1,09), cuyas diferencias fueron
significativas (p<0,01) con respecto a los otros grupos (0,84 y 0,82, UF-US y MF-MS,
respectivamente). A las 8h, hubo un aumento significativo (p<0,05) de LC3-I en el
musculo de los animales del grupo control (UF-US), mientras que en los otros grupos,
el nivel de LC3-1 disminuy6 (p<0,05) (MF-US) o se mantuvo (p>0,5) (MF-MS). A las
24h, el patron de expresion era muy similar al de 4h, con valores més altos (p<0,001) en
MF-US que en los otros grupos (Figura 14b).

LC3-11

LC3-11 siempre mostr6 valores méas bajos que LC3-1, debido principalmente a la
importante funcién que LC3-I (conocida como LC3) juega en el citoplasma de las
células del musculo como una de las tres cadenas ligeras (LC1, LC2 y LC3) asociado a
MAP1A purificada y MAP1B (Tanida et al., 2008).

El patron de expresion de LC3-11 era anélogo al de LC3-1 a las 4h post-mortem,
con diferencias significativas (p<0,01) entre los distintos tratamientos, el mdsculo de los
animales del grupo mezclado en la granja (MF-US) mostrando los valores mas altos.
Sin embargo, a las 8h post-mortem, los musculos de los animales en el tratamiento de
doble mezcla (MF-MS) y sin mezclar (control) (UF-US) mostraron una mayor
expresion de LC3-11, mientras que el del grupo MF-US present6 un patron decreciente,
mostrando los valores minimos (0,15 vs 0,32/0,35 en MF-US vs MF-MS/UF-US,
p<0,001). A las 24horas, los valores LC3-11 en la carne de todos los tratamientos fueron

minimos (Figura 14c).
Flujo autofagico (LC3-11/LC3-1)

El flujo autofagico, controlado a través de la relacion entre LC3-11 y LC3-1, se
mantuvo a las 4h post-mortem, sin diferencias entre los grupos. Sin embargo, a las 8h,
este parametro mostro diferencias significativas (p<0,001), con valores maximos que se
encuentran en el grupo MF-MS y valores minimos que ocurren en el tratamiento MF-
US (Figura 13d). Al final del periodo de estudio, es decir, a las 24horas post-mortem, la

relacion LC3-11/LC3-1 no mostré diferencias significativas entre los tratamientos, pero
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el tejido muscular de los animales del grupo control (UF-US) mantuvo un relativamente
alto flujo autofagico (p<0,05), mientras que el flujo se redujo en los dos tratamientos de
mezcla, MF-US y MF-MS (Figura 14d).

e <—LC3-II

a) - - R s B e, < 1C3-1

-

4h  8h 24h 4h 8h 24h 4h  8h 24h

UF-US MF-US MF-MS
b
) LC3
1.5+
*% 1 UF-US
o *
-g o} B MF-US
= 3 _
E 1[]_ 5 3 T d b e e e [ ] MF MS
- , P
5
a _ C
© 05
o™
o
0.0
4h 8h 24 h
©) LC3-Il
1.5-
1 UF-US
[}
-g Em MF-US
B mm MF-MS
& 1.0
W
-
=
5 * % KRK
o _
a 05 b 5 . *k
™ = a a
o b ab b
0.0-
4h gh 24 h

64



d) Flujo autofagico (LC3-I/LC3-1)
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Figura 14. a) Andlisis inmunoblot de la expresion de LC3-1 y LC3-1I en el masculo LD de animales
de diferentes tratamientos de mezcla (UF-US, MF-US, MF-MS) durante el periodo post-mortem
estudiado (4h, 8h, 24h). b) Efecto de los tratamientos de mezcla sobre LC3-I (D.O., en unidades
arbitrarias) medidas a diferentes tiempos post-mortem. ¢) Efecto de los tratamientos de mezcla sobre
LC3-Il (D.O., en unidades arbitrarias) medidas a diferentes tiempos post-mortem. d) Efecto de los
tratamientos de mezcla sobre el flujo autofagico (LC-II/LC3-1) (D.O., en unidades arbitrarias)
medidas a diferentes tiempos post-mortem. En un tiempo de maduracion dado, letras diferentes
indican diferencias significativas entre los tratamientos de mezcla (p<0,05). Para el efecto general del
tratamiento de mezcla: ***: p<0,001.

Analisis multivariante

El andlisis multivariante se aplicd para obtener una evaluacién sintética de las
complejas relaciones entre los biomarcadores de calidad de la carne (pH), autofagia
(Beclin 1, LC3-1, LC3-1I, flujo autofagico) y estrés oxidativo (AAT, SOD, CAT, LPO),
junto con los diferentes tratamientos de mezcla (Figura 14). El biplot obtenido a través
de la PCA mostro que PC1 y PC2 explican el 61% de la variabilidad en los datos. En el
lado positivo, PC1 distinguié muestras de carne que muestran un descenso del pH post-
mortem normal (pH mas alto a los 45 minutos en el musculo LD), junto con una mayor
capacidad antioxidante (SOD24, CAT24) a las 24h post-mortem, ademas de niveles de
LC3-1l mas altos e incluso una relacion LC3-11/LC3-1 superior a las 24h. Estas muestras
correspondieron a los animales del tratamiento UF-US, es decir, sin mezcla de animales,
lo cual demuestra ningun efecto del estrés psicoldgico sobre el metabolismo muscular

post-mortem. Sin embargo, en el lado negativo del biplot, habia muestras de carne de
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los tratamientos MF-US y MF-MS (Figura 15), que mostraron mayor actividad
antioxidante (TAA, CAT, SOD) y los niveles de Beclin 1 en tiempos tempranos post-
mortem (4h), mostrando asi la activacioén temprana de la autofagia, muy probablemente
debido a un mayor estrés pre-sacrificio debido al tratamiento de mezcla de los animales

(en la granja o en la granja mas en el sacrificio).
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Figura 15. Analisis biplot de componentes principales de variables (pH, AAT, SOD, CAT, Beclin 1,

LC3-I, LC3-1l, LC3 ratio) y tratamientos (UF-US, MF-US, MF-MS). AAT: actividad antioxidante
total; SOD: superdxido dismutasa; CAT: catalasa; LC3 ratio: LC3-11/LC3-I.
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DISCUSION

Las variaciones en las emociones animales y la percepcion de estrés debido a las
diferentes estrategias de manejo en la granja y en el matadero pueden tener un efecto
importante sobre la calidad de la carne (Gispert et al., 2000). Diferentes factores de
estrés y las respuestas individuales de los animales ante estos factores estresantes parece
que podrian explicar, al menos en parte, las altas variaciones de calidad de la carne que
se encuentran en el mercado, especialmente en el caso de los cerdos, ya que es un
animal muy sensible al estrés. En el proceso de conversion post-mortem de musculo en
carne, el estrés puede llevar a cambios significativos en las caracteristicas
organolépticas de la carne que podria llevar a la produccion de carnes PSE, que se
consideran carnes de baja calidad. De una forma u otra, estos problemas causan
importantes pérdidas econémicas en el mercado de la carne que demandan respuestas de

la comunidad cientifica a este problema.

El estrés es un término general que describe la inadecuada respuesta fisioldgica
de un organismo ante cualquier demanda mental, emocional o fisica, ya sea real o
imaginaria (Selye, 1956, Schiavone et al., 2013). Los mecanismos celulares que
desencadenan el estrés son desconocidos, pero ya se ha descrito una relacion entre el
estrés y el estrés oxidativo ya que los cambios oxidativos se producen en situaciones
tales como el transporte por carretera, el destete o el estrés por calor (Burke et al.,
2010). El incremento en la actividad de los individuos sometidos a estrés requiere una
mayor produccion de ATP, lo que resulta en un aumento de consumo de oxigeno por las
mitocondrias, que a su vez conduce a una mayor produccion de radicales libres. Ya que
el estrés oxidativo y el estrés psicologico parecen estar implicados en la calidad de la
carne, la determinacion del nivel de implicacion de ambos factores en este proceso

puede tener importantes repercusiones en el mercado carnico.

Es conocido que el estrés psicoldgico provoca dafio oxidativo en el masculo (Li
et al., 2011). Nuestros datos apoyan esta conclusion, ya que se observéd un incremento
en los sistemas antioxidantes que era proporcional al estrés sufrido. Por lo tanto, durante
el periodo de maduracion post-mortem, se indujo un incremento de la AAT, asi como de
los enzimas antioxidantes en el tejido muscular para contrarrestar las EROs producidas
por el estrés. Datos previos de nuestro grupo muestran que en las células musculares

después del sacrificio, la actividad de varios enzimas puede ser inducida, principalmente
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en el caso de los enzimas antioxidantes (Coto-Montes et al., 2004, Caballero et al.,
2006) y las catepsinas (Caballero et al., 2007) y, por lo tanto, se puede esperar el
aumento de enzimas antioxidantes observado a las 4h y 8h. Este incremento de las
actividades, en nuestro estudio, mostraron una evolucién temporal con un correcto
equilibrio oxidativo porque, aunque las actividades de CAT y SOD se expresaron en
unidades diferentes, siguieron un patron similar, manteniendo un equilibrio SOD/CAT
delicado para la desintoxicacion, como se ha observado anteriormente en estudios
analogos al que presentamos (Pinho et al., 2006). En nuestro caso, a las 24h, estos
enzimas antioxidantes mostraron pruebas de degradacion celular, perdiendo su
capacidad de sintesis, algo que fue repetidamente observado en todas las proteinas
estudiadas.

Incluso con el incremento de la actividad antioxidante, la LPO fue inevitable en
todos los casos. Asi, a las 4h, el tejido muscular de todos los animales estudiados
mostrd niveles similares de dafio de lipidos, lo que implica que en el periodo temprano
post-mortem, el sacrificio fue el principal factor de induccién de estrés. Sin embargo, a
medida que avanzaba el periodo post-mortem, el incremento de la defensa antioxidante
observado en el musculo de los animales sometidos a estresantes de mezcla ante- y
peri-mortem tuvieron efectos claros sobre el dafio inducido por los radicales libres con
una disminucién significativa en la LPO observada en MF-US y MF-MS a las 8h post-
mortem, mientras la LPO se mantuvo baja en el grupo sometido a una doble mezcla
(MF-MS) a las 24h post-mortem. Una vez mas, la pérdida de la capacidad de sintesis

celular a las 24h se manifesté en todas las condiciones estudiadas.

Sin embargo, la disminucion en el dafio observado en el musculo de los animales
estresados podria estar relacionada no s6lo con la eficacia antioxidante, sino también
con otros procesos que podrian estar implicados. En este contexto, la autofagia
desencadenada por el estrés oxidativo ha sido ampliamente documentada (Chen et al.,
2008). Aunque la relacion entre el estres psicologico y la autofagia es aun desconocida,
nuestro grupo recientemente demostrd que los procesos de autofagia que se producen en
la carne de vacuno durante la maduracion post-mortem de la carne estan directamente
relacionados con el estado de estrés oxidativo de las células (Garcia-Macia et al., 2014).
Por lo tanto, la posibilidad de aparicion de autofagia en el tejido muscular durante la

maduracion post-mortem temprana modulada por el estrés ante- o peri-mortem inducida
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en el animal se podria esperar, ya que este estrés provoca alteraciones en el equilibrio

oxidativo, como se muestra en el presente trabajo.

Como ruta metabdlica, la autofagia es altamente sensible a los cambios en el
entorno (Scherz-Shouval y Elazar, 2011). Por lo tanto, se puede ver activada ante
condiciones de estrés, porque el estres psicologico suele ir acompafnado de un aumento
de EROs, vy la relacion entre EROs y autofagia se ha documentado ampliamente (Azad
et al., 2009). Nuestros resultados estan de acuerdo con estos datos ya que los principales
marcadores de autofagia estudiados, Beclin 1 y LC3, mostraron un aumento en su
actividad. Sin embargo, estos incrementos se deben interpretar con cuidado, ya que
podria ser el resultado de dos estimulos muy diferentes que tienen que ser considerados
de forma independiente: el estrés por el sacrificio y el estrés inducido por la mezcla ante

0 peri-mortem de los animales.

El estrés del sacrificio junto con las condiciones andxicas causadas por el corte
repentino del flujo de sangre es capaz de inducir la expresion de ambos marcadores de
autofagia, pero esta situacion deberia observarse en todos los animales de nuestro
estudio, incluso los del grupo control sin mezcla de animales (UF-US), ademas de los
sometidos a diferentes factores estresantes de mezcla animal (MF-US y MF-MS). La
autofagia se ha demostrado que es un mecanismo de supervivencia para el tejido
muscular en el periodo temprano post-mortem de toros de un afio (Garcia-Macia et al.,
2014). Este proceso ha sido descrito como una respuesta a la hipoxia brusca sufrida por
las células musculares después del sacrificio, porque la hipoxia siempre esta acompafia
por una induccién de EROs. Pero en base a los datos presentados en este trabajo, debe
ser considerado un cierto componente de estrés psicoldgico involucrado en la induccién
de la autofagia, ya que se han observado diferencias significativas entre los grupos
estudiados. Asi, ambas condiciones experimentales que muestran el estrés causado por
la mezcla de animales desconocidos (en la granja o en la granja mas en el sacrificio) dio
lugar a un incremento significativo en Beclin 1 en el tejido muscular durante un periodo
post-mortem muy corto (4h-8h). Este ortélogo en mamiferos de Atg6 de levaduras
desempefia un papel central en la autofagia como contribuyente principal a la iniciacion
de la autofagia (Kang et al., 2011). En el presente estudio, su valor fue ain mayor en el
grupo MF-US (mezcla de animales en la granja), en comparacion con MF-MS (mezcla
de animales en la granja mas en el sacrificio). Este mayor incremento en el grupo
sometido a la mezcla de animales en la granja, donde se puede esperar un nivel
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intermedio de estrés inducido debido a la mezcla de animales en comparacion con el
grupo de tratamiento de doble mezcla (en la granja més en el sacrificio) parece reflejar
una alta variabilidad interindividual en la susceptibilidad de los animales al estrés, lo
cual demuestra que la activacion de la autofagia depende en gran medida del nivel de

estrés psicoldgico en cada animal individual.

Por lo tanto, la respuesta de la autofagia observada en el masculo post-mortem
no fue proporcional al nivel del factor estresante de mezcla como, sin embargo, se

observo de forma general en la respuesta antioxidante.

De hecho, las respuestas conductuales, fisioldgicas y metabolicas a situaciones
adversas dependen de los antecedentes genéticos y la experiencia previa de los animales
(Terlouw, 2005). Es importante sefialar que los niveles de estrés de los animales
dependen indirectamente de la situacion y directamente de la evaluacion de los animales
de dicha situacién. Cada individuo es Unico, y su evaluacion de la situacion y los niveles
de estrés potencialmente resultantes son, por lo tanto, subjetivos, es decir, dependen del
individuo (Terlouw, 2005). Es por esta razon que los cientificos deberian trabajar en el
desarrollo de medidas individuales para evaluar el bienestar animal en los animales de

granja.

Dado el papel de las EROs en la induccion de la autofagia, los antioxidantes
pueden servir como reguladores a la baja (down-regulators) naturales de este proceso
(Scherz-Shouval y Elazar, 2011). Varios trabajos recientes han mostrado la modulacion
de la autofagia mediante antioxidantes. La glucolisis inducida por TP53 y el regulador
de la apoptosis (TIGAR), que modula la via glucolitica y disminuye los niveles de
EROs intracelulares, son capaces de inhibir la autofagia través de la actividad
constitutiva del sistema celular de defensa antioxidante (Bensaad et al., 2009). Del
mismo modo, bajo condiciones de inanicién prolongada o privacion de glucosa, la
sobreexpresion de SOD y CAT son capaces de inhibir la autofagia (Chen et al., 2009).
La privacion de glucosa y la hipoxia brusca muestran varios efectos comunes,
incluyendo incrementos de EROs. En nuestros resultados, se observé que los enzimas
antioxidantes se incrementaron bajo ambos tipos de estrés (estrés en el sacrificio y
estrés inducido por la mezcla de animales), pero al mismo tiempo estos incrementos
fueron proporcionales al estrés inducido a las 4h, mientras que a las 8h esta tendencia

cambid. Esta actividad antioxidante significativa parece que fue capaz de inhibir la
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autofagia, si tenemos en cuenta el papel esencial en la autofagia desempefiado por el

flujo autofégico, medido como la relacion LC3-11/LC3-I.

En el presente estudio, se estimo el flujo autofagico teniendo en cuenta todas las
posibles transformaciones de LC3, y se observé que LC3-1 estaba incrementado de
forma consecuente con el incremento también observado para Beclin 1. Sin embargo,
LC3-11 mostr6 una disminucion a las 8h en el grupo de animales mezclados en la granja
(MF-US) cuando SOD y CAT se produjeron en exceso. Esta disminucion podria ser una
consecuencia de la baja formacion de LC3-11 debido a una disminucion de la autofagia
provocada por la actividad antioxidante, asi como por el incremento de la degradacion
debido a la mayor actividad lisosomal. Ambas acciones son posibles e incluso podrian

ser acumulativas.

Sin embargo, después de 8h de maduracién de la carne, la mas alta actividad
antioxidante se observd en términos de actividad de SOD y de CAT, lo que puede
inducir una reduccion dréstica de la formacion de LC3-11. Seran necesarios mas estudios
para aclarar qué factor tiene una mayor influencia en cuanto a la inhibicién de la

autofagia.

La mezcla de cerdos no familiarizados deriva habitualmente en peleas (D’Souza
et al., 1999) y ha demostrado que acelera el metabolismo muscular ante-mortem, que
conduce a disminuir las reservas de glucoégeno muscular pre-sacrificio. Por otra parte, se
sabe que los efectos post-mortem del ejercicio o del estrés inmediatamente antes del
sacrificio inducen una temperatura y un contenido de acido lactico mas altos en el
masculo lo que conlleva una disminucion de pH maés rapida (Terlouw, 2005). Esta
situacion es similar a la que se encontro en el presente estudio, en las muestras de carne
procedentes de animales mezclados, que mostraron un descenso del pH post-mortem
mas rapido. Por otra parte, la velocidad y el grado de disminucion del pH afectan
sensorial y tecnologicamente a la calidad de la carne de forma significativa (Terlouw,
2005). Un descenso rapido del mismo provoca la desnaturalizacion de las proteinas
musculares, debido a la asociacion de un pH bajo y una temperatura relativamente alta
del musculo, por lo que la carne producida bajo tales condiciones tendria altas
posibilidades de ser palida, blanda y exudativa (PSE) y al mismo tiempo tenderia a una

mayor dureza de masticacion.
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En este trabajo, la mezcla de animales desconocidos llevo a un estrés ante- y
peri-sacrificio en los cerdos y tuvo un efecto sobre el metabolismo muscular post-
mortem, lo que provocO una disminucion de pH mas rapida, lo que deberia afectar
negativamente a la calidad final de la carne. Ademas, en el andlisis multivariante resalta
una correlacion de los tratamientos de mezcla de los animales y, por lo tanto, el
resultante estrés inducido por la mezcla, con una activacion temprana post-mortem de la
defensa antioxidante y la ruta autofagica-lisosomal en el tejido muscular. Esta respuesta
es una estrategia adaptativa para mantener la supervivencia celular bajo condiciones de

estrés y puede tener efectos importantes en la calidad de la carne obtenida.

Finalmente, la autofagia parece, nuevamente, para jugar un papel importante en
la regulacion del metabolismo muscular post-mortem y la tenderizacién de la carne. Por
otra parte, el seguimiento de la evolucion temporal de los enzimas antioxidantes y de los
biomarcadores autofagicos (Beclin 1 y la relacién LC3-11/LC3-1) en el mdsculo en las
primeras horas post-mortem podria proporcionar buenos biomarcadores de la influencia

del estrés de los animales en la conversion del muisculo en carne.
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CONCLUSIONES



CONCLUSIONES

> Existe una alta variabilidad interindividual en la susceptibilidad de los
animales al estrés.

> El estrés psicologico genera estrés oxidativo y, éste a su vez, activa la
autofagia.

» La defensa antioxidante es proporcional al estrés inducido.

> La mezcla de animales provoca un incremento del estrés oxidativo

acelerando la tenderizacion.
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SIMBOLOS

4-HNE: 4-Hidroxi-2-(E)-NonEnal.

AAT: Actividad Antioxidante Total.

ADN: Acido DesoxirriboNucleico.

ANOVA: en inglés, ANalysis Of VAriance; en espafiol, analisis de las varianzas.

Atg: en inglés, Autophagy-related genes; en espafiol, genes relacionados con autofagia.
ATP: en inglés, Adenosine TriPhosphate; en espafiol, adenosin trifosfato.

CAT: CATalasa.

CMA: en inglés, Chaperone-Mediated Autophagy; en espafiol, autofagia mediada por

chaperonas.
DFD: en inglés, Dark, Firm, Dry; en espafiol, oscura, dura y seca.
EROs: Especies Reactivas de Oxigeno.
GSH: glutation reducido.
GSSG: glutatién oxidado.
GSH-Px/GSH-R: tandem glutation peroxidasa/reductasa.
H,0,: peroxido de hidrégeno.

H-FABP: en inglés, Heart-type Fatty Acid Binding Protein; en espafiol, proteina de

unién de &cidos grasos cardiaca.
IMP: en inglés, Inosine MonoPhosphate; en espafiol, inosin monofosfato.

IRTA: en catalan, Institut de Recerca i Tecnologia Agroalimentaries; en espariol,

instituto de investigacion y tecnologia agroalimentarias.

kDa: kiloDalton.
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LAMP-2A: en inglés, Lysosome-Asociated Membrane Protein type 2A; en espafiol,

proteina asociada a la membrana lisosomal tipo 2A.
LD: Longissimus dorsi.
LPO: LipoPerOxidacion.
MCP: Muerte Celular Programada.
MDa: MegaDalton.
MDA: MalonDiAldehido.
MF: en inglés, Mixed group at the Farm; en espafiol, grupo mezclado en la granja.
MS: en inglés, Mixed group at Slaughter; en espafiol, grupo mezclado en el sacrificio.

MF-US: en inglés, Mixed at the Farm - Unmixed at Slaughter; en espafiol, grupo

mezclado en la granja, pero no en el sacrificio.

MF-MS: en inglés, Mixed at the Farm - Mixed at Slaughter; en espafiol, grupo

mezclado en la granja y en el sacrificio.

MTOR: en inglés, mammalian Target Of Rapamycin; en espafiol, diana de rapamicina

en mamiferos.

NADPH: en inglés, Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate; en espafiol,

nicotinamida adenina dinucleétido fosfato, en su forma reducida.
NO: dxido nitrico.
O,": Radical superdéxido.
"OH: radical hidroxilo.

PCA: en inglés, Principle Component Analysis; en espafiol, analisis de componentes

principales.
PGM: en inglés, PhosphoGlucoMutase; en espafriol, fosfoglucomutasa.

PI3K: en inglés, Phospholnositide-3-Kinase; en espafiol, fosfoinositol-3-quinasa.
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PSE: en inglés, Pale, Soft and Exudative; en espafiol, palida, blanda y exudativa.
PVDF: en inglés, PolyVinylidene DiFluoride; en espafiol, difluoruro de polivinilideno.
ROQ"™: radical perdxido.

SDS-PAGE: en inglés, Sodium Dodecyl Sulfate PolyAcrylamide Gel Electrophoresis;
en esparfiol, electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato

sodico.
SOD: SuperOxido Dismutasa.
SOD1: SOD citosolica.
SOD2: SOD mitocondrial.
SOD3: SOD extracelular.

TBARS: en inglés, ThioBarbituric Acid Reactive Substances; en espafiol, indice de

sustancias reactivas con el acido tiobarbitdrico.
TBS: en inglés, Tris-Buffered Saline; en espafiol, tampdn Tris salino.

TBS-T: en inglés, Tris-Buffered Saline — Tween-20; en espafiol, tampo6n Tris salino con
Tween-20.

UF: en inglés, Unmixed group at the Farm; en espafiol, grupo no mezclado en la granja.

US: en inglés, Unmixed group at Slaughter; en espafiol grupo no mezclado en el

sacrificio.

UF-US: en inglés, Unmixed at the Farm - Unmixed at Slaughter, en espafiol, grupo no

mezclado en la granja ni en el sacrificio.
PGM: en inglés, PhosphoGlucoMutase; en espafiol, fosfoglucomutasa.

H-FABP: en inglés, Heart-type Fatty Acid Binding Protein; en espafol, proteina de

unién de acidos grasos cardiaca.
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