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Resumen

En el ganado vacuno, el estrés pre-sacrificio provoca la aparición de carnes conocidas como DFD (Dark,
Firm, Dry), que se identifican por un descenso anómalo del pH muscular post-mortem y que muestran
serios problemas de calidad, lo cual disminuye su valor comercial. El objetivo de este trabajo es conocer
las diferencias en los procesos de estrés oxidativo, en los mecanismos de supervivencia/muerte celular
(autofagia/apoptosis) y en biomarcadores proteómicos a las 24 h post-mortem, entre canales que mos-
traron un descenso normal de pH (pH = 5,4-5,8 a las 24 h post-mortem) utilizadas como CONTROL y ca-
nales con pH a las 24 h post-mortem (pH24) > 6,0 clasificadas como DFD, con el fin de identificar los pro-
cesos del metabolismo muscular ligados a la aparición de carnes DFD.

Se analizó el estrés oxidativo celular mediante el estudio de la actividad antioxidante total y los daños
en macromoléculas (proteínas y lípidos). Las carnes DFD mostraron mayor actividad antioxidante (P < 0,05)
a las 24 h post-mortem, así como mayor daño de proteínas (P < 0,05). También se analizaron biomar-
cadores de autofagia (Beclin-1 y LC3-II/LC3-I) y apoptosis (caspasa-3), así como los cambios producidos
en el proteoma muscular. Los resultados demuestran la coexistencia de autofagia y apoptosis en el te-
jido muscular a las 24 h post-mortem, con diferencias de expresión significativas (P < 0,05) que permi-
ten discriminar carnes DFD frente a carnes sin alteraciones de calidad (CONTROL).

Palabras clave: Calidad de carne, muerte celular, biomarcadores proteómicos, daño macromoléculas, ba-
lance oxidativo, pH24.

Novel indicators of DFD beef: oxidative stress, autophagy and apoptosis

Abstract

In cattle, pre-slaughter stress causes the appearance of DFD (Dark, Firm, Dry) beef, with defective post-
mortem muscle pH decline and detrimental quality that reduce its commercial value. This paper aims
to study differences in oxidative stress, cell survival or death mechanisms (autophagy/apoptosis) and pro-
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Introducción

La obtención de carne de calidad requiere la
aplicación de condiciones de cría y manejo
pre- y peri-mortem adecuadas, para evitar si-
tuaciones de estrés animal que pueden influir
en el metabolismo post-mortem muscular,
afectando de forma negativa a la calidad de
la carne (Apple et al., 2005; Terlouw et al.,
2008). Estos defectos de calidad producen im-
portantes pérdidas económicas en el sector,
porque afectan en mayor grado a las partes
más valiosas de la canal (Xing et al., 2018). En
nuestro país, por ejemplo, se ha descrito una
incidencia de un 13,9% de carne de vacuno
con pH a las 24 h post-mortem (pH24) superior
a 5,8 viéndose penalizado el precio de la canal
entre un 30% y un 60% (Mach et al., 2008).

En la carne de vacuno, se consideran norma-
les valores de pH24 de entre 5,4 y 5,6 (Pearson
y Young, 1989; Warriss, 2000). Sin embargo,
el estrés animal puede producir defectos de
calidad relacionados con una menor acidifi-
cación post-mortem del músculo, de modo
que el pH24 se mantiene en valores superio-
res a 6, produciendo carnes oscuras y de tex-
tura defectuosa, conocidas como carnes DFD
(del inglés Dark, Firm, Dry), que son recha-
zadas por el consumidor (Viljoen et al., 2002;
Wulf et al., 2002; Mach et al., 2008; Ponnam -
palam et al., 2017). Generalmente, el fenóme -
no DFD se asocia con un agotamiento tem-

prano de las reservas de glucógeno muscular
(Muchenje et al., 2009) como consecuencia
de un incremento de adrenalina in vivo en
respuesta a situaciones de estrés y/o por una
actividad muscular excesiva en momentos
previos al sacrificio. Como consecuencia de es -
te agotamiento, la glicolisis anaerobia post-
mortem se ve alterada y se produce un des-
censo anormal del pH.

En estas condiciones de pH24 > 6, las proteí-
nas musculares estarán por encima de su
punto isoeléctrico y retendrán fuertemente
el agua aumentando el volumen de las fibras
musculares. Este aumento se produce a nivel
del entramado miofibrilar, reduciéndose el
espacio extracelular, por lo que se produce un
mayor empaquetamiento de los haces de fi-
bras. Todo esto afectará a la capacidad de re-
tención de agua, que se incrementa, y tam-
bién se producirán alteraciones en el color y
la textura (Apple et al., 2005; Zhang et al.,
2005). Así, la reducción del espacio extracelu-
lar junto con el mayor empaquetamiento de
las fibras producirá una reducción en el índice
de refracción de las miofibrillas y el sarcoplas -
ma, además, este mayor empaquetamiento di-
ficultará la oxidación de la mioglobina por lo
que estos músculos serán más oscuros (Mou-
nier et al., 2006).

Otro defecto importante en las carnes DFD se
produce a nivel de los procesos de ablanda-

teomic biomarkers at 24 h post-mortem between beef carcasses with normal pH decline (pH = 5.4-5.8
at 24 h post-mortem) used as CONTROL and carcasses with pH at 24 h hours post-mortem (pH24) > 6.0
classified as DFD, in order to understand the relevant changes on the early post-mortem muscle me-
tabolism related to the DFD occurrence.

Cell oxidative stress was analyzed as total antioxidant activity and damage of macromolecules (proteins
and lipids). The results showed that DFD meat had increased muscle antioxidant activity (P < 0.05) as
well as increased protein damage (P < 0.05). In addition, biomarkers of autophagy (Beclin-1 and LC3-
II/LC3-I) and apoptosis (caspase-3), and changes of the muscle proteome were analyzed. The results sho-
wed the coexistence of autophagy and apoptosis in the muscle tissue at 24 h post-mortem, but with
differential expression (P < 0.05), which allows to discriminate between DFD and CONTROL beef.

Keywords: Meat quality, cell death, proteomic biomarkers, macromolecules damage, oxidative balance, pH24.



miento y maduración (Silva et al., 1999), ge-
nerando carnes con textura anómala. Se ha
comprobado que la degradación miofibrilar
se ve afectada por el pH final, de modo que
a pH intermedios (5,7 < pH24 < 6,3) las prote-
ínas de choque térmico (HSPs) pueden pro-
teger a las proteínas miofibrilares por lo que
se producirá menor degradación proteolítica
de estas, mientras que si el pH24 es menor de
5,7 o mayor de 6,3, es decir está más cercano
al pH óptimo de los distintos sistemas prote-
olíticos celulares, se producirá mayor degra-
dación enzimática de las proteínas miofibri-
lares y mayor desnaturalización proteica
(Pulford et al., 2009). Por otro lado, también
se producirá una importante reducción de la
vida útil debido a que los microrganismos, en
ausencia de glucosa, utilizarán los aminoáci-
dos como fuente de energía por lo que apa-
recerán más rápidamente olores inadecuados
y se producirá una degradación microbiana
más rápida (Newton y Gill, 1981; Ponnampa-
lam et al., 2017). Todo esto afectará negati-
vamente a la palatabilidad y aceptabilidad,
ya que estas carnes no solo tendrán defectos
en color, sino que mostrarán un desarrollo
más temprano de sabores y olores no desea-
dos junto con una textura inadecuada (Vil-
joen et al., 2002; Wulf et al., 2002; Ponnam-
palam et al., 2017).

El metabolismo post-mortem muscular se ve
afectado por el estrés oxidativo ocasionado
a nivel celular tras la muerte del animal, de-
bido al corte súbito del aporte de oxígeno y
la inhibición de la respiración mitocondrial.
Se ha demostrado que la producción de es-
pecies reactivas de oxígeno (EROs) se incre-
menta en los tejidos estresados, alterándose
gradualmente el balance redox entre molé-
culas oxidantes y antioxidantes, lo que pro-
duce daño oxidativo (Li et al., 2011). Ante
esta situación de estrés y daño oxidativo, las
células que aún permanecen excitables en el
post-mortem temprano desencadenarán dis-
tintos mecanismos que mediante el reciclado

y recambio de orgánulos dañados (autofagia),
o mediante la eliminación selectiva de célu-
las dañadas sin dañar a las células circundan -
tes (apoptosis), intentarán restaurar la homeos -
tasis y supervivencia tisular (Ouali et al., 2006;
Sierra y Oliván, 2013).

El papel que desempeñan estos mecanismos
de supervivencia y/o muerte celular sobre el
proceso de conversión del músculo en carne
y su influencia en la calidad final ha sido ob-
jeto de estudio en las últimas décadas. Así, se
sabe que la apoptosis induce la pérdida de la
función mitocondrial, la reducción del volu-
men de las células musculares, la traslocación
de los fosfolípidos de membrana, la rotura de
las proteínas miofibrilares y el desmantela-
miento de las estructuras celulares, lo que re-
percute en la terneza y calidad final de la
carne (Ouali et al., 2006; Kemp y Parr 2012;
Chen et al., 2015; Wang et al., 2018). Se ha
demostrado también la ocurrencia de auto-
fagia en el tejido muscular bovino en las pri-
meras horas tras el sacrificio (García-Macía et
al., 2014) y en el músculo de animales some-
tidos a diferentes situaciones de estrés (Ru-
bio-González et al., 2015; Potes et al., 2017;
Díaz et al., 2020).

Las variaciones de calidad de la carne que re-
sultan de canales con pH24 elevado depende-
rán de los cambios específicos que se produz-
can a nivel de la estructura y el metabolismo
celular, en función de las rutas metabólicas
que prevalezcan a nivel celular. En este sentido,
los cambios en el perfil proteómico del tejido
muscular pueden ser claves para entender es-
tos procesos (Sierra et al., 2012; Picard et al.,
2015; Schilling et al., 2017; Poleti et al., 2018).

En general, valores de pH24 por encima de 5,8
se relacionan con la aparición de carnes DFD,
sin embargo, existe cierta controversia a este
respecto en la bibliografía, ya que se ha visto
que la relación entre el pH24 > 6 y la aparición
de defectos de calidad relacionados con el co-
lor o la capacidad de retención de agua no
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siempre se mantiene (Ponnampalam et al.,
2017). Así, Hughes et al. (2014) demostraron
que en el Longissimus dorsi solamente el 28%
de las carnes con valores de pH24 > 5,8, tenían
características DFD para el color, aumentando
al 74% en el caso de pH24 > 6. En este mismo
sentido apunta el trabajo de García-Torres et
al. (2019) en el que se demostró que el valor
de pH > 6 no es siempre un criterio suficien-
temente fiable para la clasificación de carne
DFD de distintas razas de vacuno.

Por todo esto, en vista de que el descenso
post-mortem del pH no parece ser el único in-
dicador fiable de canales DFD, se propuso
este trabajo cuyo objetivo fue estudiar las di-
ferencias a nivel de biomarcadores proteó-
micos, de estrés oxidativo y de mecanismos
de supervivencia y muerte celular (apoptosis,
autofagia) entre carnes con valores normales
de pH24 (entre 5,4 y 5,8) y carnes DFD (pH24
> 6) con el fin de entender los cambios rele-
vantes en el metabolismo post-mortem mus-
cular que afectan al proceso de conversión de
músculo en carne así como tratar de definir
nuevos biomarcadores de los procesos rela-
cionados con las carnes DFD.

Material y métodos

Recogida de muestras

Se monitorizaron, en un matadero comercial,
un total de 100 canales de terneros añojos
(13 a 18 meses) en las que se midió el pH a las
24 h post-mortem (pH24) en el músculo Lon-
gissimus dorsi (LD) a nivel de la 13ª costilla del
lado izquierdo de la canal. Del total de ca-
nales medidas, 10 canales mostraron un pH24
elevado (pH24 > 6,0), y fueron clasificadas
como DFD. Por cada canal DFD encontrada,
se seleccionó una canal de características si-
milares, es decir del mismo lote de sacrifico,
edad, grupo racial y origen, pero con un pH24
normal (5,4-5,8) que fueron clasificadas como

canales CONTROL. Debido a la elevada hete-
rogeneidad racial del grupo de canales DFD
encontradas, en el que había animales de las
razas Parda, Limusina, Charolesa y del cruce
comercial “Asturiana de los Valles x Frisona”
y para tratar de minimizar la variabilidad de-
bida al efecto de la raza, se seleccionaron
para este estudio las muestras del grupo ra-
cial más numeroso (n = 8), que fueron las ca-
nales del cruce “Asturiana de los Valles x Fri-
sona” de las que se obtuvieron 4 canales DFD
y 4 CONTROL.

A las 24 h post-mortem se extrajeron con un
cuchillo 20 g del músculo Longissimus dorsi
de cada canal, a nivel de la 13ª costilla en la
zona anexa a donde se realizó la medida de
pH. Cada una de estas muestras se troceó, en
fragmentos de 1 g aproximadamente, que
fueron introducidos en tubos falcon (10 g
por tubo, 2 tubos por animal) y congelados
inmediatamente en nitrógeno líquido, con-
servándose a –80 °C para el posterior análisis
de biomarcadores proteómicos, estrés oxi-
dativo y muerte celular.

Obtención de extractos celulares:
sarcoplásmico y miofibrilar

Para realizar las extracciones sarcoplásmicas
y miofibrilares se procedió a la descongela-
ción de un trozo de carne de aproximada-
mente 1 g del que se pesaron 0,5 g que fue-
ron homogenizados en 4 ml de tampón de
extracción TES (Tris 10 mM pH 7,6, 1 mM de
EDTA y 0,25 M de sacarosa) al que se añadió
un cóctel de inhibidores de proteasas (P8340,
Sigma-Aldrich Inc., San Luis, USA) al 0,6%. El
tejido fue homogeneizado empleando un
Polytron PT1200 E (Kinematica. Inc., Luzern,
Suiza) 2 x 15 s a 20000 rpm. El homogenei-
zado se centrifugó durante 20 min a 13000
rpm y 4 °C tras lo cual, se recogió el sobre-
nadante, que contiene las proteínas sarco-
plásmicas, que fue filtrado con un filtro de
fluoruro de polivinilideno (PVDF) (0,45 m) y
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alicuotado en tubos eppendorf (25 alícuotas
de 120 µl), que fueron almacenadas a –80 °C
hasta su utilización. El pellet resultante de la
centrifugación, que contiene la fracción mio-
fibrilar, fue sometido a una fase de lavado en
4 ml de tampón TES repitiendo el paso ante-
rior de homogeneizado y centrifugado para
remover todas las proteínas solubles en TES
antes de proceder a la extracción miofibrilar.
El pellet resultante fue homogeneizado en 4
mL de tampón Lisis (10 mM Tris-HCl pH = 7,6,
7 M Urea, 2 M Tiourea, 2% CHAPS, 10 mM
DTT) con el Polytron 2 x 15 s a 20000 rpm.
Posteriormente esta solución se agitó duran -
te 1 h en un agitador Multi Reax (Heidolph
Instruments, Schwabach, Alemania), se cen-
trifugó a 13.000 rpm durante 20 min a 4 °C y
se recogió el sobrenadante que contiene las
proteínas miofibrilares, que se filtró con un
filtro de nylon (5 µm) y fue alicuotado en tu-
bos eppendorf (25 alícuotas de 120 µl) y al-
macenado a –80 °C hasta su utilización. De
cada muestra se realizaron tantas extraccio-
nes como fueron necesarias para disponer
de suficiente cantidad para la realización de
la batería completa de ensayos con sus respec -
tivas réplicas. La concentración de proteí na
obtenida en los extractos miofibrilar y sarco-
plásmico se analizó siguiendo el método de
Bradford (Bradford, 1976) para ca da muestra
y extracción.

Biomarcadores de estrés oxidativo

El balance en el equilibrio oxidativo celular se
analizó en el extracto sarcoplásmico median -
te el cálculo de la Actividad Antioxidante To-
tal (AAT) y los daños sobre macromoléculas,
en concreto sobre lípidos y proteínas.

Para la valoración de la AAT se utilizó el mé-
todo ABTS/H2O2/HRP de Arnao et al. (2001)
modificado por de Gonzalo-Calvo et al. (2010).
Los resultados se expresan como equivalen-
tes de mg de Trolox/g de proteína.

Para estimar los daños de los lípidos, se midió
la peroxidación lipídica (LPO), es decir, la pro-
ducción de peróxidos de lípidos y sus deriva-
dos como malondialdehído (MDA) y 4-Hi-
droxialquenal (4-HNE) según el método de
Esterbauer et al. (1990).

La determinación del daño oxidativo de pro-
teínas se llevó a cabo siguiendo el protocolo
desarrollado por Levine et al. (1990) con las
variaciones introducidas por Coto-Montes y
Hardeland (1999).

Análisis de marcadores moleculares
de Autofagia y Apoptosis

Para el estudio de estos procesos se analizó la
expresión de algunos de sus marcadores en el
extracto sarcoplásmico muscular mediante
Western-Blot. Como marcadores de autofa-
gia se utilizaron Beclin-1 y la proteína de ca-
dena ligera asociada a microtúbulos LC3 y
como marcador de apoptosis, la actividad de
caspasa-3.

Se utilizaron 50 µg de proteína por muestra
que se sometieron a separación electroforé-
tica 1D-SDS-PAGE y posterior transferencia a
membrana de PVDF (Immobilon TM-P; Milli-
pore Corp., Bedford, MA, USA) según el pro-
cedimiento descrito por Díaz et al. (2020). Fi-
nalizada la transferencia, las membranas se
bloquearon 1 h a temperatura ambiente con
leche desnatada en polvo al 10% (170-6404,
Bio-rad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA)
disuelta en tampón TBS (50 mM Tris/HCl pH
7,5, 150 mM NaCl). Posteriormente, las mem-
branas se incubaron con los respectivos anti-
cuerpos primarios: anti-Beclin-1 dilución
1:1500 (3738; Cell Signaling Technology Inc.,
Danvers, MA, USA), anti-LC3 dilución 1:1000
(PD014; Medical & Biological Laboratories
Co. Ltd, Naka-ku Nagoya, Japón) y antiCas-
pasa-3 dilución 1:500 (9661, de Cell Signaling
Technology Inc., Danvers, MA, USA) en tam-
pón TBS y leche desnatada en polvo al 1% en
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agitación y 4 °C toda la noche. Posteriormente
se realizaron tres lavados (de 10 min para Be-
clin-1 y de 20 min para LC3 y caspasa-3) en
TBS-T (50 mM Tris / HCl pH 7,5; 150 mM NaCl
y 0,5% Tween-20) tras lo que se incubaron las
membranas con el correspondiente anticuer -
po secundario conjugado con la peroxidasa de
rábano (7074S, Antirabbit IgG HRP linked AB,
Cell Signaling Technology Inc., Danvers, MA,
USA), diluido en tampón TBS al 1% de leche
desnatada en polvo (con diluciones 1:2500,
1:5000 y 1:1000 respectivamente), durante 1 h
a temperatura ambiente y agitación, seguido
de tres lavados de 10 min (Beclin-1) o 20 min
(LC3 y caspasa-3) en TBS-T.

Las membranas fueron reveladas con el sus-
trato quimio-luminiscente de peroxidasa de rá-
bano (WBKLS0500; Millipore Corp., Darmstadt,
Alemania) y se analizaron los niveles de expre-
sión de las proteínas mediante el software
Image Studio Lite 3.1. Los resultados de densi-
tometría se expresaron semi-cuantitativamente
como unidades arbitrarias de densidad óptica
de las bandas proteicas (por triplicado) norma-
lizadas con una banda constante de la tinción
con Ponceau como control de carga.

Separación electroforética de los
subproteomas sarcoplásmico y miofibrilar

Los extractos sarcoplásmicos y miofibrilares
del tejido muscular (15 g y 30 g de proteína
por muestra, respectivamente) se desnatura-
lizaron con tampón de muestra (65,8 mM
Tris/HCl pH 6,8, 2% SDS, 21% glicerol, 5%
beta-mercaptoetanol y 0,026% azul de bro-
mofenol) a 95 °C durante 5 min y se cargaron
en geles verticales de 1 mm de grosor (Mini-
protean, Bio-Rad Laboratories Inc., CA, USA).
La composición del gel de resolución era 12%
Acrilamida/Bisacrilamida (30%), 10% SDS, 15
M Tris/Hcl pH 8,8; 10% Persulfato amónico y
0,1% TEMED, modificando en el gel de em-
paquetamiento al 4% la concentración de
Acrilamida y a 0,5 M el tampón Tris/HCL pH

6,8. Los geles se corrieron en un Mini-PRO-
TEAN® Tetra Cell de BioRad con tampón de
corrida (25 mM Tris, 192 mM glicina y 0,1%
SDS) y las muestras se separaron electroforé-
ticamente durante aproximadamente 2 h a
150 V. En cada gel se cargó además un mar-
cador de peso molecular (Precision Plus Pro-
teinTM All Blue Standards, Bio-Rad Laborato-
ries Inc., Hercules, CA, USA) para determinar
los pesos moleculares de las bandas proteicas.
Tras la separación electroforética, los geles se
tiñeron con una solución comercial (161-0803,
QC Colloidal Coomasie Stain, Bio-Rad Labora-
tories Inc., Hercules, CA, USA) y se destiñeron
con agua destilada. Se hicieron triplicados de
geles por muestra para su cuantificación me-
diante técnicas de análisis de imagen.

Cuantificación e identificación del proteoma

Los geles de electroforesis se escanearon, una
vez teñidos, con un escáner comercial (Ima-
geScanner UMAX, Amersham Biosciences
Corp., Bath, Reino Unido). El análisis de den-
sitometría y la cuantificación de las bandas se
realizó mediante la herramienta de análisis
de geles 1D del software ImageQuant TL, ver -
sión 7.0, (GE Healthcare, Buckinghamshire,
Reino Unido). Para tener en cuenta las ligeras
variaciones en la carga proteica, la densidad
óptica de las bandas proteicas se expre só
como abundancia relativa (volumen normali-
zado) expresada en unidades arbitrarias.

Las bandas de proteínas se cortaron manual-
mente y fueron digeridas y procesadas para
un análisis posterior según lo indicado por
Jami et al. (2010). Las muestras se analizaron
con un espectrómetro (MALDI-TOF/TOF) de
ionización por desorción láser asistida por
matriz 4800 (ABSciex, MA, USA). Se usó el
analizador proteómico 4700 (Cal Mix 5, ABS-
ciex, MA, USA) como calibración externa. To-
dos los espectros de MS se calibraron inter-
namente utilizando péptidos de la digestión
con tripsina. El análisis por espectrometría de
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masas MALDI-TOF/TOF produjo huellas de
péptidos y los péptidos observados (hasta 65
péptidos por punto) se recogieron y se re-
presentaron como una lista de pesos mole-
culares monoisotópicos con una relación se-
ñal a ruido (S/N) mayor que 20, utilizando el
software 4000 Series Explorer versión 3.5.3
(ABSciex, MA, USA). Todos los iones contami -
nantes conocidos (péptidos derivados de trip-
sina y queratina) se excluyeron para el pos-
terior análisis MS/MS. Por lo tanto, a partir de
cada espectro MS, los 10 precursores más in-
tensos con S/N > 20 se seleccionaron para el
análisis MS/MS con CID (gas atmosférico) en
modo de reflector iónico de 2 kV y ventanas
de masa precursora de ±7 Da. La calibración
predeterminada se optimizó para los espec-
tros MS/MS.

Para la identificación de proteínas, se crearon
archivos genéricos Mascot que combinan es-
pectros MS y MS/MS y se consultó una base de
datos de proteínas no redundantes utilizando
una licencia local de Mascot versión 2.2 de Ma-
trix Science a través de Global Protein Server
versión 3.6 (AB Sciex). Los parámetros de bús-
queda para las huellas de masas de péptidos
y los espectros de MS en tándem obtenidos se
establecieron de la siguiente manera: i) se uti-
lizaron las bases de datos de secuencias NCBI-
prot 20180429; ii) taxonomía: todas las entra-
das (152462470 secuencias, 55858910152
residuos); iii) se consideraron modificaciones
fijas y variables (cisteína como derivado de
azufre carbamidometilo y metionina como
metionina oxidada); iv) se permitió un sitio de
escisión perdido; v) la tolerancia del precursor
fue de 100 partes por millón y la tolerancia del
fragmento MS/MS fue de 0,3 Da; vi) carga
peptídica: 1+; y vii) el algoritmo se estableció
para usar tripsina como enzima. Las proteínas
candidatas se consideraron válidas cuando la
puntuación global Mascot fue superior a 94,
con un nivel de significación de P < 0,05.

Análisis estadístico

Los análisis estadísticos se realizaron con el
programa SPSS vs 22 (IBM Corp, Armonk,
Nueva York, USA). Se revisaron los datos para
la detección y eliminación de errores tipográ-
ficos, además se realizó un análisis explorato-
rio de la distribución de cada variable anali-
zada mediante diagramas de caja (boxplot)
eliminando los datos extremos y atípicos. La
normalidad de las variables se comprobó me-
diante el test de Kolmogórov-Smirnov y poste-
riormente se analizó la existencia de diferencias
significativas entre los dos grupos de muestras
(CONTROL vs DFD) mediante test T para mues-
tras independientes (para las variables norma-
les) o mediante el test de Mann-Whitney (en el
caso de las variables no normales), fijando 0,05
como nivel de significación aceptado.

Resultados y discusión

pH

En este estudio, las canales CONTROL mos-
traron valores de pH24 normales (5,64 ± 0,04)
y significativamente (P < 0,001) menores que
las muestras DFD, cuyos valores de pH24 me-
dios fueron de 6,51 ± 0,21 (Tabla 1).

Estrés oxidativo

La AAT, que proporciona información sobre la
cantidad de sustancias antioxidantes que hay
disueltas en los extractos celulares y es consi-
derada como un indicador útil de la capaci-
dad del sistema para impedir el daño causado
por las EROs, mostró valores significativa-
mente más elevados (P < 0,001) en las mues-
tras DFD que en las CONTROL (Tabla 1). Estos
resultados coinciden con trabajos previos en
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los que se encontraron incrementos en la de-
fensa antioxidante, medida como AAT, del
tejido muscular de cerdos como respuesta el
estrés previo al sacrificio ocasionado por mez-
cla con animales extraños (Rubio-González
et al., 2015) o por mayor susceptibilidad in-
dividual al estrés (Potes et al., 2017).

En ocasiones los sistemas antioxidantes no
pueden contrarrestar el incremento masivo
de EROs y el exceso de radicales libres puede
generar importantes daños a nivel de ma-
cromoléculas celulares como proteínas y lípi-
dos (Bekhit et al., 2013). En este trabajo se
observaron daños de proteínas significativa-
mente mayores (P < 0,05) en el tejido mus-
cular post-mortem en las muestras DFD que
en las CONTROL (Tabla 1) lo que indica un ni-
vel más elevado de estrés oxidativo. También
los valores de LPO fueron ligeramente supe-
riores en las muestras DFD que en las CON-
TROL (Tabla 1), si bien esta diferencia no re-
sultó significativa.

Apoptosis y Autofagia

Estudios recientes han señalado el papel re-
levante que ciertos procesos de supervivencia
y/o muerte celular que se desencadenan en el
tejido muscular tras el sacrificio del animal

pueden tener sobre el proceso de conversión
del músculo en carne, en respuesta a la si-
tuación de estrés oxidativo del tejido tras la
muerte del animal (Sierra y Oliván, 2013).
Entre ellos, el proceso más estudiado hasta la
fecha ha sido la apoptosis o muerte celular
programada tipo I (PCD I), cuya relación con
la calidad de la carne fue propuesta por pri-
mera vez por el grupo de Ouali (Ouali et al.,
2006; Herrera-Mendez et al., 2006).

Por otro lado, la autofagia es una respuesta ce-
lular al estrés oxidativo, que permite el re-
cambio de orgánulos dañados en un intento
de mantener la viabilidad celular. Sin embargo,
cuando la autofagia no consigue revertir los
daños o se convierte en un proceso masivo,
puede disparar mecanismos de muerte celu-
lar programada dando lugar a la destrucción
total de las células vía apoptosis (PCD I) o me-
diante la muerte celular autofágica (PCD II).
Ambos procesos (autofagia y apoptosis) se han
descrito en el tejido muscular post-mortem en
situaciones de estrés animal (Zhang et al., 2014;
Wang et al., 2018; Díaz et al., 2020), aunque
hasta la fecha no se había estudiado en deta-
lle su relación con la aparición de carnes DFD.

La Figura 1 muestra los resultados obtenidos
para la expresión de los distintos biomarca-
dores celulares de estos procesos: Beclin-1 y
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Tabla 1. Valores de pH y estrés oxidativo (media ± desviación estándar) a las 24 horas post-mortem en
carne de pH normal (CONTROL) y carne DFD.
Table 1. Values of pH and oxidative stress (mean ± standard deviation) at 24 hours post-mortem in meat
of normal pH (CONTROL) and DFD meat.

Variable Control DFD Valor de P

pH 5,64 ± 0,04 6,51 ± 0,21 0,000

AAT (mg Trolox/mg prot) 6,89 ± 2,04 13,97 ± 1,88 0,000

DP (nm prot carbonilada/mg prot) 1,04 ± 0,19 1,88 ± 0,58 0,033

LPO (nm MDA+4HNE/g prot) 3,93 ± 0,851 4,83 ± 1,099 0,704

AAT: Actividad antioxidante total; DP: Daño de Proteínas; LPO: Lipoperoxidación; MDA: Malonaldehido;
HNE: Hidroxinonenal.
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Figura 1. Análisis de biomarcadores de autofagia y apoptosis: imagen representativa de Western-blot
y diagramas de barras de la semi-cuantificación (media ± desviación estándar) expresada como unida-
des arbitrarias de densidad óptica (D.O.) y normalizada frente al Ponceau. A) Beclin-1; B) LC3-II/ LC3-I
y C) Caspasa-3.
CON: muestras control; DFD: muestras con pH24 > 6; * P < 0,05; ***: P < 0,001.
Figure 1. Analysis of biomarkers of autophagy and apoptosis: representative Western-blot and bar charts
of semi-quantitative optical density (O.D.) in arbitrary units (mean ± standard deviation) and Ponceau nor-
malized. A) Beclin-1; B) LC3-II/LC3-I and C) Caspase-3.
CON: control samples; DFD: samples with pH24 > 6; * P < 0.05; ***: P < 0.001.



LC3 para autofagia y caspasa-3 para apopto-
sis. En el caso de Beclin-1 se encontraron dos
bandas, una de 60 kda correspondiente a la
proteína nativa y otra de 37 kDa correspon-
diente a un fragmento de degradación, ob-
servándose una expresión significativamente
mayor (P < 0,05) de la banda nativa de 60 kDa
en las carnes DFD, mientras que la expresión
de la banda de 37 kDa fue significativamente
menor (P < 0,001) en las muestras DFD res-
pecto a las muestras CONTROL (Figura 1A).

Estudios previos realizados por nuestro gru -
po de investigación en canales de vacuno de
pH24 normal de las razas Asturiana de los
Valles y Asturiana de la Montaña, mostraron
un descenso paulatino desde las 2 hasta las
24 horas post-mortem de la expresión de Be-
clin-1 (60 kDa) acorde con la disminución de
ATP en la célula (García-Macía et al., 2014; Díaz
et al., 2020). Esto, junto con los resultados
aquí expuestos, parece indicar que la auto-
fagia ocurre tanto en el músculo de canales
DFD como en las canales CONTROL, aunque
evoluciona a distinta velocidad, de modo que
las muestras DFD presentan a las 24 horas
post-mortem una respuesta autofágica de
mayor intensidad o más prolongada en el
tiempo (mayor expresión de Beclin-1 de 60
kDa a las 24 horas después del sacrificio) que
el músculo de las canales CONTROL. Por el
contrario, en las muestras CONTROL el pro-
ceso autofágico ha sido menos intenso o se
ha interrumpido más rápidamente, con ape-
nas expresión del fragmento de 60 kDa y
una expresión significativamente mayor del
fragmento de degradación de 37 kDa a las 24
horas post-mortem.

Otro método de análisis de la autofagia es el
estudio de la proteína de cadena ligera-3
asociada a microtúbulos (LC3). La conversión
de LC3-I (forma soluble de 18kDa) a LC3-II
(forma conjugada con fosfolípidos y unida a
membrana de 16 kDa) se correlaciona con la
formación de autofagosomas completos y
autolisosomas, por lo que el análisis del flujo
autofágico (relación LC3II/LC3I) es un bio-

marcador de actividad autofágica en las cé-
lulas (Kabeya et al., 2000). Los resultados de
este estudio mostraron mayor nivel de ex-
presión del flujo autofágico LC3-II/LC3-I a las
24 horas post-mortem en las carnes DFD que
en las CONTROL (P < 0,05, Figura 1B), lo que
concuerda con los resultados obtenidos para
Beclin-1 (60 kDa).

Para completar el estudio, se analizó la ocu-
rrencia de apoptosis mediante la determina-
ción de la expresión de la Caspasa 3. Este
enzima pertenece a una familia de cisteín-
proteasas mediadoras esenciales en los pro-
cesos apoptóticos, que ha sido propuesto
como el primer sistema proteolítico que par-
ticipa en la proteólisis y el ablandamiento de
la carne durante la maduración post-mortem
(Sentandreu et al., 2002). Los resultados ob-
tenidos mostraron mayor expresión (P < 0,001)
de la forma activa de caspasa 3 (17 kDa) en las
carnes DFD, que en las CONTROL, en las que
apenas se detecta expresión a las 24 h post-
mortem (Figura 1C), lo que podría indicar
que la apoptosis ha ocurrido de forma más
temprana en los individuos CONTROL. Estu-
dios previos en Longissimus dorsi en cerdo
demostraron que en las carnes con pH24 > 6
se producía una expresión significativamente
mayor de la proteína de choque térmico de
90 kDa (HSP90), siendo ésta una proteína
que ejerce un papel anti-apoptótico, inhi-
biendo la inversión de fosfolípidos de mem-
brana asociada a la ocurrencia de apoptosis,
y por tanto retardando el proceso de apop-
tosis y el descenso de pH (Zhang et al., 2014).

Además estos resultados concuerdan con los
cambios observados en Beclin-1, ya que se ha
descrito que durante la apoptosis las caspasas
pueden inhibir la autofagia fragmentando
Beclin-1 y dando lugar a un fragmento de 37
kDa (Wirawan et al., 2010), que es el fragmen -
to que presentó mayor expresión en las carnes
CONTROL a las 24 h post-mortem, indicando
la ocurrencia de ambos procesos (autofagia y
apoptosis) a tiempos post-mortem más tem-
pranos en la carne de pH24 normal.
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Estos resultados nos permiten afirmar que los
procesos de autofagia y apoptosis coexisten
en el tejido muscular post-mortem, inde-
pendientemente de la evolución del des-
censo de pH, aunque con diferencias signifi-
cativas, en cuanto a su expresión, entre las
carnes DFD y CONTROL. Así, los resultados pa-
recen indicar que en las carnes DFD, general-
mente relacionadas con situaciones de estrés
animal, se produce una respuesta autofágica
más intensa y/o de mayor duración junto con
una defensa antioxidante más elevada. En las
muestras DFD, ambos procesos, autofagia y
apoptosis, permanecen aún activos a las 24 ho-
ras post-mortem, ya que se encontró mayor
expresión de la banda de Beclin-1 de 60 kDa,
del flujo autofágico LC3II/LC3I y de la forma
activa de caspasa-3. En cambio, la autofagia
es menos intensa o presenta menor duración
en el tiempo en las carnes CONTROL en las
que la escasa expresión de caspasa-3 y la ma-
yor expresión del fragmento de Beclin-1 de 37
kDa a las 24 horas post-mortem parecen indi-
car que la apoptosis ocurre de forma más tem-
prana y podría estar inhibiendo la autofagia.

Cambios en el proteoma muscular

Las diferencias encontradas en intensidad y
duración de los procesos celulares de apop-
tosis y autofagia llevan asociados una serie
de cambios en el proteoma muscular. Me-
diante electroforesis 1D SDS-PAGE se sepa-
raron un total de 28 bandas en el subproteo -
ma sarcoplásmico y de 26 bandas en el
miofibrilar, de entre 200 kDa y 20 kDa. La Ta-
bla 2 muestra las proteínas que mostraron
cambios significativos de intensidad entre
las muestras CONTROL y DFD a las 24 horas
post-mortem, tanto a nivel del subproteoma
sarcoplásmico, que contiene la mayor parte
de las proteínas metabólicas, como en el mio-
fibrilar, formado principalmente por proteí-
nas estructurales y contráctiles.

Entre las proteínas sarcoplásmicas, hubo 7 que
mostraron mayor intensidad (P > 0,05) en las

muestras DFD que en las CONTROL y que fue-
ron identificadas como Enzima desramificante
de glucógeno (GDBE), Glucógeno fosforilasa
muscular (PYGM), Aconitasa 2 mitocondrial
(ACO2), β-Enolasa (ENO3), Gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa (GAPDH), Anhidrasa
carbónica tipo III (CAIII) y una banda doble for-
mada por dos proteínas: precursor de Seroal-
búmina (ALB) y la Proteína de estrés térmico
(Heat Shock Protein) de 70 kDa (HSP70). En
cambio, se encontraron dos bandas identifica-
das como Fructosa bisfosfato aldolasa A (AL-
DOA) y Creatinina quinasa muscular (CKM29)
que mostraron menor intensidad (P > 0,05) en
las muestras DFD.

La mayoría de estas proteínas son enzimas re-
lacionados con los procesos del catabolismo
de carbohidratos, implicadas en la glucoge-
nólisis (GDBE y PYGM), en la glicólisis (ENO3,
GAPDH y ALDOA) o con efecto en el mante-
nimiento de la homeostasis muscular (CKM).
Las diferencias encontradas en cuanto a su in-
tensidad entre ambos grupos probablemente
sean debidas a la mayor demanda energética
producida a consecuencia del estrés previo al
sacrificio en las carnes DFD respecto a las
CONTROL (Díaz et al., 2020).

La interpretación de las diferencias en la
banda doble ALB/HSP70, que mostró mayor
intensidad (P < 0,05) en las muestras DFD res-
pecto a las CONTROL, resulta difícil al tratarse
de una banda peptídica que contiene dos pro-
teínas que no pudieron separarse en los geles
1D SDS-PAGE, siendo ésta una de las limita-
ciones inherentes a esta técnica analítica. Se
sabe que la HSP70 ejerce una función protec-
tora sobre las proteínas estructurales contri-
buyendo al mantenimiento de la integridad
muscular, además se ha descrito que esta pro-
teína puede tener un papel anti-apoptótico
(Bjarnadóttir et al., 2010; Fuente-García et al.,
2019). Por tanto, la mayor intensidad de esta
banda detectada en las muestras DFD podría
indicar un retraso en la señal apoptótica, lo
que coincide con nuestros resultados que
muestran un retardo de la apoptosis en las
muestras DFD a las 24 horas post-mortem.
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En el caso del subproteoma miofibrilar, sola-
mente 5 bandas mostraron diferencias signi-
ficativas (P < 0,05) entre los grupos de mues-
tras analizadas, posiblemente porque los
cambios en proteínas estructurales implicadas
en el ablandamiento de la carne requieren
tiempos más largos de maduración. En las
carnes DFD se encontró mayor intensidad de
Proteína LIM de 4 dominios y medio (FHL1) y
de Miosina de cadena ligera 1/3 (MYL1) y me-
nor de proteínas como α-actinina 3 (ACTN3),
α-Actina muscular y Troponina T isoforma 31
(TnT) que en las carnes CONTROL.

Resulta especialmente relevante la mayor
presencia del fragmento de 26 kDa de la TnT
en las carnes CONTROL, dado que el perfil de
degradación de esta proteína ha sido seña-
lado en numerosos trabajos como indicador
de proteólisis del tejido muscular (Sierra et
al., 2012; Wu et al., 2015). Esto, junto con la
mayor aparición de fragmentos de degrada-
ción de otras proteínas estructurales como
son la ACTN3 y la α-actina en las muestras
CONTROL, parece indicar un mayor grado de
proteólisis en la carne de pH24 normal que en
la carne DFD a las 24 horas post-mortem, es
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Tabla 2. Proteínas con expresión diferencial entre muestras CONTROL y DFD a las 24 horas post-mor-
tem (media ± desviación estándar, expresadas en unidades arbitrarias de densidad óptica).
Table 2. Proteins with differential expression between CONTROL and DFD samples at 24 hours post-mor-
tem. (mean± standard error, expressed in optical density arbitrary units).

Identificación Valor
PM (kDa) Control DFD de P

Extracto sarcoplásmico

Enzima desramificante de glucógeno (GDBE) 167,9 0,59 ± 0,08 1,33 ± 0,56 0,040

Glucógeno fosforilasa muscular (PYGM) 95,1 3,54 ± 0,61 6,04 ± 0,33 0,000

Aconitasa 2 mitocondrial (ACO2) 86,9 0,47 ± 0,08 0,71 ± 0,09 0,015

Precursor de seroalbúmina/HSP70 (ALB/HSP70) 68,1 4,23 ± 0,76 5,56 ± 0,59 0,034

β-Enolasa (ENO3) 49,2 0,81 ± 0,06 1,01 ± 0,08 0,029

Fructosa bisfosfato aldolasa A (ALDOA) 38,3 11,95 ± 0,69 8,07 ± 0,27 0,000

Gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa (GAPDH30) 27,1 4,28 ± 0,69 5,74 ± 0,19 0,021

Creatinina quinasa muscular (CKM29) 26,2 4,37 ± 0,09 3,56 ± 0,46 0,014

Anhidrasa Carbonica-III (CAIII) 25,0 4,60 ± 0,13 4,98 ± 0,25 0,034

Extracto miofibrilar

α-actinina-3 (ACTN3) 95,5 6,510 ± 0,430 5,76 ± 0,205 0,021

α-actina muscular 40 19,545 ± 0,963 17,929 ± 0,582 0,028

Proteina 1 de cuatro dominios y medio LIM (FHL1) 28,7 3,827 ± 1,144 5,295 ± 0,159 0,044

Troponin T isoforma 31 (TnT) 26 0,849 ± 0,108 0,587 ± 0,122 0,018

Miosina de cadena ligera 1/3 (myL1) 22,7 4,956 ± 0,286 5,597 ± 0,330 0,026

PM: Peso molecular experimental (kDa).



decir, una ralentización de la proteólisis del
tejido muscular en las canales DFD. Esto con-
cuerda con estudios previos que también
mostraron ralentización en la degradación
de proteínas estructurales asociada con un
retardo en los procesos apoptóticos en carnes
de pH24 > 6, lo cual contribuye negativamen -
te a la maduración, dando lugar a defectos o
anomalías en la textura final de la carne
(Franco et al., 2015; Poleti et al., 2018).

Conclusiones

Este estudio ha permitido demostrar por pri-
mera vez la coexistencia e interrelación entre
los procesos de autofagia y apoptosis en el
tejido muscular y su papel relevante en la re-
gulación del metabolismo post-mortem del
músculo.

Las carnes DFD, normalmente asociadas a un
mayor nivel de estrés animal pre-sacrificio,
mostraron mayor estrés oxidativo, mayor ac-
tivación de la respuesta antioxidante celular
y mayor activación de mecanismos de super-
vivencia y de muerte celular programada (au-
tofagia y apoptosis) a las 24 horas post-mor-
tem. Esto parece indicar que en el tejido
muscular de las canales DFD ocurre una res-
puesta celular al estrés oxidativo más intensa
y prolongada durante las primeras 24 horas
post-mortem, lo que parece producir una ra-
lentización de la apoptosis y un retardo en
los procesos proteolíticos. En cambio, en el
tejido muscular de las canales CONTROL, con
descenso de pH normal y menor estrés oxi-
dativo, la apoptosis podría ocurrir de forma
más temprana facilitando una proteólisis y
un ablandamiento adecuado de la carne.

Estos resultados permiten entender los cam-
bios relevantes en el metabolismo post-mor-
tem muscular que afectan al proceso de con-
versión de músculo en carne e indican nuevos
biomarcadores de los procesos relacionados
con las carnes DFD, dado que el pH24 no siem-

pre resulta un indicador fiable de carnes de
calidad anómala. No obstante, sería necesario
ampliar este estudio con muestras de canales
de distintos tipos raciales y monitorizar la evo-
lución de un mayor número de biomarcado-
res para conocer con exactitud la sucesión tem -
poral de los procesos estudiados.
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