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Resumen:

La decorina (DCN) es un proteoglicano presente en los musculos de bovinos y su
cantidad puede afectar la formacion de fibras de colageno e influir en la calidad de
la carne. Se carece de informacién sobre la cantidad de DCN presente en musculos
de animales adultos con diferente condicion corporal (CC) y su efecto con la calidad
de la carne. El objetivo de este experimento fue relacionar la expresion del gen que
codifica para DNC por medio de PCR en tiempo real y por localizacion
inmunohistoquimica en tejido de bovinos Holstein con diferente CC y su posible
efecto en la textura de la carne. Se utilizaron 20 vacas de desecho Holstein de
diferentes origenes, sistemas de produccién y con cinco CC (CC-1, emaciado, CC-
2, delgado, CC-3, en peso, CC-4, gordo y CC-5, obeso) de un rastro TIF. Se tomaron
muestras de tejido del musculo Longissimus dorsi (LD) de entre la 72 y 122 costilla
de cada canal, las cuales se procesaron para la expresion del gen de DCN por PCR-
RT y por localizacion inmunohistoquimica. Los datos del ARNm se ajustaron con un
procedimiento GLM. La CC-1 y CC-2 presentaron valores de expresion bajos de
ARNmM, por el contrario, la CC-3, CC-4 y CC-5 presentaron valores altos. Lo anterior
coincidié con lo observado en las micrografias donde se presenta una mayor
intensidad de la inmunofluorescencia en las CC mayores (3 a 5), donde CC-5
presento una franja de fluorescencia mas gruesa, reflejando una mayor expresion
de DCN. Los cambios en la expresiéon de la DNC aumentan cuando mejora la
condicion corporal de las vacas Holstein de manera lineal positiva.

Palabras clave: Proteoglicanos, condicion corporal, inmunohistoquimica, vacas de
desecho, carne.
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Abstract:

Decorin (DCN) is a proteoglycan present in bovine muscles and its quantity can
affect the formation of collagen fibers and influence meat quality. Information on the
amount of DCN present in muscles of adult animals with different body condition
(CC) and its effect on meat quality is lacking. The objective of this experiment was
to relate the expression of the gene that codes for DNC by means of real-time PCR
(PCR-RT), and by immunohistochemical localization in Holstein bovine tissue with
different CC and its possible effect on meat texture. The mRNA data were adjusted
using a GLM. 20 Holstein cull cows from different origins, production systems and
with five CC (CC-1, emaciated, CC-2, lean, CC-3, in weight, CC-4, fat and CC-5,
obese) were used of a TIF trace. Longissimus dorsi (LD) muscle tissue samples
were taken from between the 7th and 12th rib of each carcass, which were
processed for DCN gene expression by RT-PCR and by immunohistochemical
localization. CC-1 and CC-2 presented low mRNA expression values, while CC-3,
CC-4 and CC-5 presented high values. The foregoing coincided with what was
observed in the micrographs where a greater intensity of immunofluorescence is
presented in the larger CCs (3 to 5), with CC-5 being the one that presented a thicker
fluorescence fringe, reflecting a greater expression of DCN. Changes in DNC
expression increase when Holstein cows' body condition improves in a positive linear
manner.

Keywords: Proteoglycans, body condition score, immunohistochemistry, cull cows,
beef.

INTRODUCCION

Los estudios e investigaciones en el musculo esquelético de los animales se han
enfocado en la evaluacion de las estructuras minimas de contraccion como la actina
y la miosina. Sin embargo, el desarrollo del musculo esta organizado y regulado por
procesos que se realizan entre el musculo y las fibras musculares conformada por
el tejido conectivo intramuscular (TCIM) que rodean y envuelven al musculo
(Nishimura et al., 2002; Nishimura, 2010).

Uno de los componentes mas importantes del TCIM es la matriz extracelular (MEC).
Esta ultima forma parte de las tres capas de tejido conectivo (epimiso, perimisio y
endomisio) y esta compuesta por fibras de colageno, elastina, proteoglicanos (PG)
y glicoproteinas. La MEC es una estructura dinamica que a través de la ruta de
sefalizacion célula-matriz regula el comportamiento de las células a través de la
interaccion de las moléculas la componen con multiples factores de crecimiento
(Velleman, 1999; Wang et al., 2019), los cuales afectan la respuesta del musculo
esquelético a la fuerza de tension, los enlaces cruzados y la organizacion fibrilar

que determinan la elasticidad del musculo (Velleman, 2002; Hao et al., 2022).
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El colageno, componente importante de la MEC tiene una distribucion especifica y
propiedades funcionales unicas en el tejido, formado por los tipos | y Il (Bailey y
Light, 1989; Kjaer, 2004; Gonzalez y Bellén, 2013). Los PG, macromoléculas
compuestas por una proteina central unida por medio de enlaces covalentes a
multiples cadenas de glicosoaminoglicanos (GAG) (Velleman, 2000). Dentro de los
PG se encuentra la decorina (DCN) que pertenece a los pequefios PG, ricos en
leucina de bajo peso molecular (45kDa), que modula la actividad de los factores de
crecimiento tipo beta (TGF-B) y otros factores de crecimiento que influyen en los
procesos de proliferacion y diferenciacion en una amplia gama de reacciones
fisiolégicas y patolégicas (Brandan et al., 2006). La DCN interfiere en la
diferenciacion y migracion celular de la formacion de tejido conectivo en el musculo
esquelético y la expresion de RNAm es mayor en tejido muscular fetal que en
neonatos y adultos (Yoshida et al., 1998; Casar et al., 2004).

La DNC contribuye a la regulacion de la fibrilogenesis del colageno (Danielson et
al., 1997), uniendo y estabilizando las fibrillas de colageno (Scott y Thomlinson,
1998), también influye en la transmisién de la fuerza desde la miofibrilla hacia el
tendon del musculo esquelético (Purslow y Duance, 1990) e interaccionan con el
colageno fibrilar tipo I, 11 y Il (Vogel y Trotter, 1987; Scott, 1988; Weber et al., 1996;
Loscalzo et al., 2013).

También, la DNC es importante en la morfogénesis del TCIM durante el desarrollo
fetal de los bovinos (Nishimura et al., 2002), influye en la inactividad y el crecimiento
de las células musculares por la modulacion de los factores de crecimiento (Zhu et
al., 2007; Kishioka et al., 2008; Nishimura et al., 2008). Asi mismo, ésta
morfogénesis del tejido conectivo intramuscular que soporta las fibras musculares,
importante en la ternura de la carne (Scott, 1992; McCormick, 1999). Por tanto, el
nivel de DCN podria afectar la formacion de fibras de colageno e influir
negativamente en la calidad de la carne (Albrecht et al., 2011).

Por otra parte, la condicidon corporal (CC) estima las reservas de energia en los
animales proporcionandoles una calificacion en escala de 5 puntos (1= emaciada,
5= obesa) al ganado lechero (Wildman et al., 1982; Zin et al, 2020), el nivel de CC
en los animales es un factor que afecta en la calidad de la carne. Durante la
restriccion nutricional, el recambio proteico, la remodelacion del tejido conectivo, y

la atrofia del musculo tienen lugar en el musculo esquelético (Byrne et al., 2005).
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El balance energético positivo prolongado de energia induce cambios en el tejido
adiposo que coinciden con los procesos de remodelacion, degradacion y
reconstruccién de la MEC existente (Cao, 2007; Hausman y Richardson, 2004;
Mlynek et al., 2022). A nivel molecular se ha observado en humanos y en ratones
obesos, que la expansion del tejido adiposo requiere el desarrollo de una alta
vascularizacion, proceso que coincide con una elevada expansién de DCN, lo que
sugiere que la regulacion de la expresion de esta proteina se encuentra
estrechamente relacionada a este evento y es importante para facilitar la formacion
de nuevas estructuras de la MEC (Bolton et al., 2008).

Diversos trabajos realizados con las técnicas de inmunohistoquimica en perimisio y
endomisio de bovinos (Eggen et al., 1994) demuestran que la DCN es el mayor PG
presente en musculos bovinos (Krusius y Ruoslahti, 1986) Sin embargo, no se han
reportado trabajos dirigidos a evaluar la cantidad de DCN presente en musculo de
animales adultos, en relacion con los diferentes grados de CC y su efecto con la
calidad de la carne. La hipotesis para este trabajo establece que la calificacion de
la CC de los animales afecta los niveles de expresion de la DNC ante los cambios
en el balance energético positivo y negativo en los animales. El objetivo de este
experimento fue relacionar la expresidon del gen que codifica para DNC por medio
de PCR en tiempo real (PCR-RT), y por localizacién inmunohistoquimica en tejido
de bovinos Holstein con diferente CC y su posible efecto en la textura de la carne.

MATERIALES Y METODOS

Calificacion de Condiciéon Corporal y Preparacion de Muestras

Se utilizaron 20 vacas de desecho Holstein de diferentes origenes y sistemas de
produccion las cuales fueron procesadas en el rastro TIF 366 bajo la NOM-09-ZOO-
1994 en la ciudad de Chihuahua, México que fueron calificadas segun el método de
Wildman et al. (1982) en cinco condiciones corporales (CC) (CC-1, emaciado, CC-
2, delgado, CC-3, en peso, CC-4, gordo y CC-5, obeso), de acuerdo con su denticion
mostraron un rango de edad de 24 a 36 meses. De los 5 a 10 min post matanza se
tomaron muestras de tejido del musculo Longissimus dorsi (LD) de entre la 72 y122

costilla de cada canal.
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Cuantificacion de la Expresion de la Decorina por PCR en Tiempo Real

Toma de las muestras. Se obtuvieron 20 muestras del musculo LD recolectadas
de las canales y fueron agrupadas en cuatro repeticiones (a, b, c y d), en cada
repeticion se encontraron representadas las cinco CC. Cada muestra se cortd en
cuatro fracciones de aproximadamente 5 mm?y cada una se coloco en un criotubo
con una solucién ARN later® (Tissue Collection: ARN Stabilization Solution de la
empresa AB Applied Biosytem), con la finalidad de conservar la integridad de las
muestras. Estas se mantuvieron en refrigeracion entre 2 y 4°C y fueron trasladadas
al laboratorio para su procesamiento.

ARN total. La extraccion de ARN se llevé a cabo por el método de Trizol reagent
(Invitrogen Carlsbad, CA) utilizando de 50 a 100 mg de tejido musculo esquelético
y fue homogenizada en un mortero pre enfriado con nitrégeno liquido, el
homogenizado fue colocado en un tubo eppendorf y fue mezclado en un vortex con
1 mL de Trizol, incubandose por 5 min a temperatura ambiente. Se agregaron 300
WL de cloroformo al tubo y se agitdé por 15 s con vortex, para después realizar una
incubacion por 15 min a 4°C. Seguido de la incubacion, se centrifugé a 13,000 rpm
a 4°C por 15 min. La fase acuosa superior que contiene el ARN total, fue transferida
a tubos eppendorf nuevos con 500 pL de isopropanol, se mezclé suavemente y se
incubo por 10 min a temperatura ambiente. Cada muestra fue centrifugada a 13,000
rom a 4°C por 10 min. El sobrenadante se descarto y la pastilla generada se lavd
con 1 mL de etanol al 75% en agua DEPC (Dietil policarbonato), se mezcld
suavemente para extraer el exceso de liquido con papel para secar la muestra, para
posteriormente centrifugarse a 8,500 rpm a 4°C por 5 min. El alcohol fue descartado
y con cuidado el exceso de alcohol fue evaporado aireando la muestra. La pastilla
se resuspendio en 50 yL de agua DEPC (0.05 — 0.1%) y se almacenaron a -80°C.
El ARN se cuantifico con un espectrofotdmetro a 260 nm, utilizando agua tridestilada
como blanco. Se realizaron lecturas por triplicado de las muestras, para

posteriormente calcular su pureza con la siguiente formula:

Valor de la observancia 40X (Absorbancia 260 nm) x (factor de dilucién 1000)
/1000= valor por cada 2 pL. El resultado se divido entre 2 uL y el resultado es el
valor en uyg mL™" o ng mL-'. Finalmente, los valores se corroboraron con el equipo

Nanodrop.
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Sintesis de ADNc. La sintesis del ADN complementario (ADNc) a partir del ARN
total obtenido, se realiz6 con el Kit de AB System Apply High Capacity DNA Reverse
Transcript. Se prepard una reaccion que contenia 0.5 ug uL' de Oligo dT, 10mM
dNTPS mix, 1 ug de ARN total y H20O inyectable para ajustar el volumen a la cantidad
de 16.6 pL. La mezcla fue incubada 10 min en hielo y posteriormente homogenizada
con una segunda mezcla de 3.0 yL que contenia Buffer de sintesis 5X, 0.1 M DTT,
40 Units uL" RNAasa Out y 0.5 ug uL™' Superscript Il RT, para finalmente obtener
un homogenizado de reaccion de 20 pL , la mezcla total fue incubada en el
termociclador Techne Genius con el siguiente programa de sintesis: por 5 min a
65°C, para iniciar la fase de alineamiento, 45°C por 60 min para la elongacion, 85°C
por 5 min en la desnaturalizacion. Finalizado el tiempo se enfrio la mezcla y mantuvo
a4°C.

PCR — RT. Se realizaron cuatro repeticiones por cada muestra de carne en cada
una de las cinco diferentes calificaciones de CC de las vacas lecheras Holstein que
fueron evaluadas por medio de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa en Tiempo
Real (PCR-RT por sus siglas en inglés) en un equipo Step One Plus (AB system)
para obtener los valores medios de umbral de fluorescencia (CT = Threshold cycle,
por sus siglas en inglés) la cuantificacion relativa (RQ) de la expresion de la DNC.
El ADNc de cada muestra fue cuantificado en un equipo nanodrop para evaluar la
concentracion dentro de las muestras de tejido en cada CC (130 ng uL™
aproximadamente). Debido a que el umbral de fluorescencia aumenta
exponencialmente, en cuanto mas ADN inicial contenga la muestra menor numero
de ciclos requiere para evaluar la eficiencia de la reaccién, las muestras del lote B,
fueron diluidas a 200, 100, 50, 25, 12.50, 6.25y 3.13 ng yL™'. De ésta manera, para
normalizar la cuantificacion del ARNm blanco de cada reaccion, se preparé una
sonda de actina como gen de referencia enddégena y como gen de interés de utilizo
a la DNC para cada caso de CC, por triplicado para cada muestra de musculo. Se
coloco para cada pozo, 20 pyL de mezcla conteniendo 10 uL de Tagman Master mix,
1 yL de sonda para actina como gen endégeno, 1 yL ADNc y 8 pL de agua para
cada pozo, por triplicado en una placa de 48 pozos en donde se cubridé y
homogenizoé a 3,500 rpm por 15 segundos.
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La sonda utilizada para DNC fue Bt03230914_m1, con numero de catalogo 4448892
y para actina fue Bt03279174_g1, con numero de catalogo 4331182, ambas de la
empresa Thermo Fisher. La PCR-RT fue realizada en el equipo StepOnePlus
(ABSystem) con el siguiente programa de amplificacién para ambos genes: 50°C
por 2 min como inicio, 40 ciclos de 95°C por 30 s de desnaturalizacién, 55°C por 30
s de extension y 72°C por 30 s de extension final. El procedimiento se repitié para
cada una de las muestras de musculo de vaca en las cinco CC de las cuatro
repeticiones. Finalizada la amplificacion se obtuvieron los valores promedio el CT y
RQ de las muestras por cada CC con el programa StepOne Plus™ (ABSystem)

proporciond, mismos que se analizaron estadisticamente.

Expresion del Gen DNC con la Técnica de Inmunohistoquimica

Toma de muestras. De 20 vacas de raza Holstein que fueron calificadas en las
cinco CC se obtuvieron 20 muestras del musculo LD de aproximadamente 2 X 2 X
2 cm cortadas transversalmente.

Fijacion de las muestras. Estas se colocaron en frascos con capacidad de 100 mL
con 70 mL de EtOH (etanol) al 70% y se conservaron a temperatura ambiente (14 -
20°C) como método de fijacion. Posteriormente se procesaron las muestras en un
equipo Microm STP 120, con EtOH a diferentes diluciones 75, 80, 90 y 95% por 15
min en cada una y por dos periodos de 15 min con EtOH absoluto. Finalizado este
proceso se procedio a la formacion del bloque de parafina con el equipo Microm EC
350, en donde se colocaron las muestras en parafina a 60°C por 20 min y se fijaron
en porta muestras de plastico para posteriormente enfriarse y cortarse en un
micrétomo Microm HM350 con navaja a un espesor de 5 ym y montados en
portaobjetos xilanizados.

Desparafinacion y rehidratacion. Las muestras en los portaobjetos xilanizados se
colocaron en horno eléctrico a 200°C por el tiempo necesario para eliminar la
parafina excedente, posteriormente para eliminar los restos de parafina estos se
bafiaron en xileno dos veces por 5 min cada vez. Para la rehidrataron de las
muestras se colocaron 3 min en EtOH al 100, 95, 80, 70 y 50% por 3 min en cada

dilucion. Posteriormente se colocaron en agua destilada por 3 min por dos periodos.
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Proceso de eliminaciéon de la auto florescencia. Se realiz6 incubando las
muestras con 20 mL de una solucion de PBS a pH 7.4 con 150 mM de glicina y
0.01% de Tween. Posteriormente se incubaron en una solucion de PBS 1XapH 7.4
tres veces por 3 min. Luego se colocaron en solucion de 50 mM de NH4Cl en PBS
1X pH 7.4 y después otra vez tres periodos de 3 min en solucion de PBS 1X pH 7.4.
Posteriormente se colocaron en solucién de PBS a pH 7.4 a 4°C con 0.01% de
borohidruro de sodio durante tres periodos de 10 min cada uno. Al termino se
colocaron solo en solucion de PBS 1X a pH 7.4 tres veces por 3 min cada vez. Por
ultimo, se colocaron por 30 min en 0.15 mM de etanolamina en PBS 1X a 4°C y
después tres veces en solucion de PBS 1X a pH 7.4 por 3 min cada vez.
Recuperacion antigénica. Se colocaron las muestras por 30 min en solucion
0.01% de EDTA a pH 9.0 a 90°C y posteriormente se mantuvieron a temperatura
ambiente por 20 min en reposo en la misma solucion hasta que tomo la temperatura
ambiental.

Permeabilidad. Para incrementar la permeabilidad de la membrana las muestras
se colocaron en una solucion de PBS 1X con tritén al 0.02% en camara humeda por
30 min. Posteriormente se colocaron en soluciéon de PBS 1X a pH 7.4 durante tres
periodos de 5 min cada uno.

Bloqueo. Las laminillas se colocaron en una solucion bloqueadora de suero fetal
bovino 7% en PBS 1X a temperatura ambiente en cdmara humeda y posteriormente
en solucion de PBS 1X a pH 7.4 por 5 min por tres periodos.

Tincidn y fijaciéon de las muestras. 1) Se coloco el primer anticuerpo (primario) de
DNC (N-15): sc-22613 del laboratorio Santa Cruz Biotechnology, Inc. en una dilucién
1:25 en solucion PBS 1X a pH 7.4, se incuban en camara humeda a temperatura
ambiente por toda la noche. 2) Se colocé en solucion de lavado por 5 min con PBS
1X a pH 7.4; 3) Posterior al lavado de las laminas se colocé por 1 h en contacto con
el segundo anticuerpo (secundario) con anti IgG de cabra con FITC a temperatura
ambiente; 4) Posteriormente se lavaron las muestras por triplicado por periodos de
5 min en solucion PBS 1X a pH 7.4. Después se dejaron en camara humeda por 15
min y se colocd una o dos gotas de isémeros y xileno (resina de fijacion) IVD
HX803033 y se cubrieron con cubreobjetos que abarcaron toda el area de la

muestra tenida.
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Observacion en microscopio. Una vez seca la resina se procedio a la observacion
en microscopio Ax10 Micro Imager A1 de Carl Zeiss y utilizando un filtro de luz 09
Zeiss con una emisioén de LP 515 y excitacion de 450 — 490nm de longitud de onda
y con aumentos de 400X (10x en ocular y 40x en objetivo).

Analisis Estadisticos

Para los datos del ARNm se ajustaron con un procedimiento GLM del paquete
estadistico SAS 9.0 (2000) y como unico efecto fijo a la condicion corporal de las
vacas y la comparacion de medias se realizé mediante contrastes polinomiales. Los
valores fueron expresados como medias de los cuadrados minimos de las muestras

mas su error estandar (tEE).

RESULTADOS Y DISCUSION

Cuantificacion de la Expresion de la Decorina (DCN) por PCR en Tiempo Real
Los valores obtenidos del analisis de la PCR en tiempo real con el equip6 ABSystem
StepOne™, proporcionaron promedios del umbral de fluorescencia (CT) para cada
triplicado de las muestras del musculo LD de vacas Holstein, asi mismo, para el
promedio de la cuantificacién relativa (RQ por sus siglas en inglés) de las vueltas
de expresion del gen DCN para cada CC (1 - 5) y estos se muestran en la Figura 1.
Los valores de expresion del gen de la DCN representado por las medias del umbral
de fluorescencia (CT) mostraron diferencias significativas (p = 0.008) entre las
muestras de musculo de las vacas Holstein en cada una de las CC (1 — 5) conforme
estas se incrementaron. Asi mismo, los valores de la expresion de la DNC mostraron
un comportamiento lineal positivo (p = 0.00001) expresado con mayores valores de
CT. Como se observa en la Figura 1, conforme se fue incrementando la CC de 1 a
5, los valores del CT se fueron incrementando. Los valores de CT para CC-
1(animales emaciados), CC-3 (animales en peso ideal) y CC-5 (animales en

condicién obesa) fueron de 26.52, 28.26 y 28.90 respectivamente.
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Figura 1. Valores de umbral de fluorescencia (CT) del ARNm de la decorina (xEE)
de musculo Longissimus dorsi de vacas Holstein en diferentes condiciones
corporales.

Figure 1. Fluorescence threshold (CT) values of decorin mRNA (xEE) from

Longissimus dorsi muscle of Holstein cows under different body conditions.

En el Cuadro 1, la cuantificacion relativa representada por RQ, que son las vueltas
de expresion que el gen tuvo en cada una de las CC de las vacas Holstein, se
observa como las CC-1 y CC-2 (0.8954 y 0.8754 respectivamente) no lograron
expresar una vuelta (1.0), en comparacién con los valores de RQ de las CC-3, CC-
4y CC-5.

Durante la restriccion nutricional se afectan tejidos como el pulmén, cartilago, tejido
muscular liso, vascular y musculo esquelético en la sintesis y degradacién de los
mismos como lo confirmé Spanheimer et al. (1991). Este reporte coincide con los
del presente trabajo, los valores de expresion del ARNm de la DCN reportado como
valor de CT son menores en la CC-1 en comparacion con los valores de las CC-2 a
la CC-5y de la misma manera los valores de RQ, fueron significativamente menores
en las CC bajas (1 y 2) comparados con los observados en los valores de RQ de
las CC 3,4y 5.
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Cuadro 1. Valores de la cuantificacion relativa (RQ) de la expresién de ARNm de la

decorina en musculo de vacas Holstein de diferentes condiciones corporales.

Table 1. Values of the relative quantification (RQ) of the expression of mMRNA of
decorin in muscle of Holstein cows of different body conditions.

Condicioén corporal (CC)

Objetivo
1 2 3 4 5
. . 1
vueltas

Las literales muestran diferencias entre las vueltas de expresion de la decorina
entre cada condicién corporal

Los valores de CT y RQ obtenidos por la PCR-RT en las condiciones altas (3, 4 y
5) con aumentos en los valores en la expresién de la DCN, coinciden con el
comportamiento de los valores reportados por Bolton et al. (2008) en ratones y
humanos en la evaluacion del tejido graso y 6rganos, asi como por Ross et al. (2005)
en bovinos.

La expresion de los genes varia de acuerdo al estado nutricional de los animales
que afecta los niveles de energia, los aportes caldricos y proteicos de las dietas.
Para los valores de la RQ, que es el numero de vueltas o veces que la cantidad de
ARNmM se expreso en este trabajo, mostré que en las CC-1y CC-2 (0.8954 y 0.8774
respectivamente) presentaron valores de expresion bajos de ARNm y es debido a
que los animales emaciados y/o delgados, con distrofia del musculo y poca energia,
provoca la movilizacion y pérdida de masa muscular para aumentar el metabolismo
de los amino&cidos para la produccién de energia via la gluconeogénesis (Byrne et
al., 2005). Estos cambios observados, también son atribuidos a los cambios en la
actividad metabdlica dentro de la célula en los diferentes compartimientos del tejido
muscular, por lo que, el efecto de la restriccion nutricional y la expresion de varios
genes en el musculo es posible se deba a la disminuida capacidad de la DCN a

expresarse bajo una restriccion nutricional.
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El efecto de la restriccidn nutricional tiene tres causas posibles, la primera son los
cambios en la expresion de los genes por efecto de los cambios metabdlicos en la
actividad celular en los diferentes compartimientos musculares. La segunda, por
efecto de la modulacion del recambio de proteinas que pueden aumentar o disminuir
reflejando la modulacién del musculo que esta perdiendo miofibrillas mas que el
tejido colageno para mantener el estado del tejido y por ultimo, el metabolismo
homeostatico afecta la modulacion de los genes por la alteracion en la excrecion del
nitrogeno de los aminoacido y una disminucion en el metabolismo glicogeno y la
energia que aumentan la transcripcion del metabolismo de desintoxicacion (Byrne
et al., 2005), lo cual concuerda con el comportamiento observado en las dos CC
bajas de las muestras de musculo de las vacas Holstein y que mostraron los valores
menores de CT como expresiéon de ARNm.

Para los valores de expresion de la DCN en las condiciones CC-3, CC-4 y CC-5, se
observa un incremento en los valores del CT y RQ de forma lineal positiva y con
aumentos significativos en los valores de las vueltas de expresion de la DCN con
RQ de 1.87, 2.12 y 2.46 respectivamente. Estos cambios inducen el intercambio
proteico y energético formando tejido adiposo aumentando asi el volumen muscular.
Una de las funciones principales del tejido adiposo es el almacenamiento temporal
de triglicéridos como reserva de energia. En el balance positivo de energia (CC- 3,
4y 5), los pre adipocitos se desarrollan en adipocitos y tiene como consecuencia la
deposicion de grasa muscular en la cual la célula se altera y el volumen se
incrementa junto con la MEC hasta producir una hipertrofia (Halberg et al., 2008) y
la renovacion de la red fibrilar de colageno, asi mismo, la formacion de la MEC es
estimulada por la insulina a través del aumento en la transcripcidén de los genes por
procesos enzimaticos como lo reporté Mariman y Wang (2010).

Dentro de los cambios en el tejido adiposo y la MEC se incluyen adipocitos maduros
en expansion, la formacion de nuevos adipocitos, la acumulaciéon de células
inflamatorias en el tejido adiposo y la neovascularizacidén para proporcionar sangre
al tejido adiposo en expansion (Hausman y Richardson, 2004; Cao, 2007; Calgani,
2014). Para acomodar estos cambios, es necesaria la remodelacion de la MEC por
la degradacion de la matriz existente y la formacion de nueva matriz y la DNC es
requerida para el correcto llenado por colageno para la formacion de nueva MEC
(Ruoslahti, 1988; Cinar et al., 2021).
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Los resultados de expresion de ARNm mostraron un cambio de RQ en la CC-3, que
es el estado ideal de produccion en vacas Holstein, también representa el momento
en que los animales comienzan a mejorar la organizacion de las MEC y el volumen

muscular, y posiblemente aumentando las reservas de energia.

Expresion del Gen DNC con la Técnica de Inmunohistoquimica

Los resultados obtenidos en el analisis de inmunohistoquimica (IHQ) en los cortes
de musculo de vacas, se muestran en la Figura 2. En la micrografia F se presenta
el control negativo del tejido muscular como referencia de la prueba de IHQ de DNC,
en las micrografias C, D y E las CC-3, CC4 y CC-5 respectivamente, en estas se
observa una fluorescencia en las fibras mas intensa y con mayor amplitud que las
de CC-1y CC-2, mostradas en las micrografias A y B. Esto se debio al efecto de la
infiltracion de grasa cuando existe un incremento en el balance energético. Ya que
la deposicion de grasa se acumula entre las capas de los grupos de fibras
musculares y la red de TCIM, rompiendo parcialmente las estructuras de endomisio
y el perimisio para dar espacio a los adipocitos, estos resultados concuerdan con
los encontrados por Nishimura et al. (1999) en el LD de novillos de 20 y 36 meses
de raza negra japonesa.

En la micrografia E se observa una reaccion intensa en el tejido graso de la muestra,
lo que corrobra que la DCN tiene una mayor actividad en el tejido graso, estos
resultados son congruentes con los observados en el tejido adiposo de vacas,
cerdos y ratones C57BL por Fukuhara et al. (2005), por el efecto de la mayor
intensidad de fluorescencia en tejido adiposo visceral y subcutaneo reportado por
Bolton et al. (2008) y en el tejido conectivo en cerdos por Nishiumi et al. (1997) y
Calgani (2014), por lo que es evidente el papel de la DNC en la fisiologia del tejido
adiposo y TCIM, como se observo en las CC-3, CC-4 y CC-5 (Figura 2).

Debido a que el tejido adiposo es histologicamente clasificado como un tipo de tejido
conjuntivo laxo y tal como el colageno, contribuye considerablemente a la masa de
tejido no celular. Este colageno es producido en parte, por los adipocitos de las
células de la fraccidén vascular/estromal (Zhang et al., 2007; Calgani, 2014), asi
como algunos tipos de células como las endoteliales, que expresan DNC en otros
tejidos (Klein et al., 1995; Nelimarkka et al., 2001).
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20 pm

Decorina CC-1 40X

Pecorina CC-5 40X

Figura 2. Morfologia de fibras de musculo esquelético de vacas Holstein en
diferentes condiciones corporales. (A=CC-1, B=CC-2, C=CC-3, D=CC-4, E=CC-5y
F=control negativo). Recuadro en E, muestra la expresién de decorina (DCN) en
tejido adiposo.

Figure 2. Skeletal muscle fiber morphology of Holstein cows in different body
conditions. (A=CC-1, B=CC-2, C=CC-3, D=CC-4, E=CC-5 and F=negative
control). Inset in E shows decorin (DCN) expression in adipose tissue.
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La DCN puede expresarse de diversas maneras en los tejidos, ya que tiene un rol
pro angiogénico en tejido adiposo durante el balance energético positivo y en
contraste, tiene efectos anti angiogénicos en ciertos casos y circunstancias como
pudiera ser en las condiciones corporales mas bajas (Nelimarkka et al., 1997; Grant
et al., 2002; Sulochana et al., 2005; Blanco et al., 2011). Sin embargo, para
adaptarse a estos cambios, la remodelacion de la MEC se produce por la
degradacion de esta y la produccién de nueva matriz, asi mismo, la DNC actua en
la organizacién y se requiere para el correcto plegamiento de otros componentes de
la MEC, como el colageno (Ruoslahti, 1988; Saavedra et al., 2015).

En las micrografias de la Figura 2, en general se muestran las fluorescencias y se
observa el numero de reacciones a través y a lo largo de las fibras musculares del
LD con una menor cantidad de DCN en CC-1 y CC-2 por el efecto del balance
energético negativo (emaciadas y/o delgadas) y que corrobora los resultados
obtenidos por la PCR en tiempo real en la expresion del gen. Por otra parte,
observamos en las condiciones CC-3 y CC-4 (micrografias C y D) las diferencias en
cuanto al grosor de la franja de fluorescencia en donde se expreso la DNC, que
puede reflejar un crecimiento de tejido conectivo por la expansion del musculo y por
efecto angiogénico para una mayor distribucion del flujo sanguineo en vias de
almacenar la energia en los estados de CC-4 y CC-5 y la misma modificacion de la
MEC. Para el caso de la CC-5 (obesa) se observa una mayor y clara presencia de
DNC vy de tejido adiposo (micrografia E). En la CC-5 se observo tejido graso, pero
en las hembras en una CC-3 Y CC-4 no se observaron depoésitos de grasa. La
expresion de DCN puede estar relacionada a los atributos de las razas lecheras que
afectan en la deposicion de la grasa inter e intramuscular, debido a que no
presentan un marmoleo abundante como en los animales de razas especializadas
en la produccion de carne.

En este experimento, se observé que la expresion del ARNm a partir de un balance
nutricional positivo desde la CC-3 a niveles positivos altos en condiciones 4 y 5, la
DCN se expresa mas en tejidos adiposos (CC-5). Esto sugiere que en animales con
mayor CC (3 a 5), las caracteristicas en la calidad de la carne seran mejores, debido
a que se puede dar una mejor infiltracion de grasa y también por el aumento de
volumen muscular, se produce una reestructuracion del TCIM de la MEC para
expandirse, esto en términos de la calidad de la carne se refleja en mejores
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caracteristicas de carne, ya que al mejorar la alimentacién antes del sacrificio las
propiedades sensoriales mejoran como lo reporté Tatum (1981) y Suarez-Paternina
et al (2015). Asi mismo, como se reporté en las CC-5, el ganado con buena
alimentacion y que se mantiene en balance energético positivo experimentan
rapidos rangos de sintesis de proteinas y por lo tanto, se puede esperar que se
produzcan carne con mas altas proporciones de nueva sintesis de colageno
termolabil afectando sus caracteristicas organolépticas, lo cual concuerda con
trabajos realizados por Aberle et al. (1981), Smith et al. (2007) y Yanng et al (2020).
El ganado de desecho Holstein, que se encuentre en las CC 3, 4 y 5, tiene una
mayor calidad de carne, asi como una mayor cantidad de masa muscular, ya que la
DCN interviene en la capacidad de retencion del agua y en la expansion de la MEC
(Velleman, 2002), por lo que ésta puede ser una oportunidad para darle continuidad
al presente trabajo en la evaluacion del rendimiento y caracterizacion de calidad de
la carne de ganado de desecho en las condiciones adecuadas de produccion y
utilizar la expresion de la DCN como un posible indicador de esta calidad de la carne
en razas productoras de carne de res y de otras especies in vivo, siempre que estas
se encuentren en igualdad de condiciones corporales y explorar esta posibilidad.
La DCN es un proteoglicano multifuncional que interactua con el colageno de la
MEC que afectan las estructuras del TCIM perimisio y endomisio en el tejido
musculo esquelético, tejido adiposo y vascular, que a su vez se ve afectada su
expresion por los cambios metabdlicos cuando cambian las condiciones corporales
durante la vida productiva de los bovinos Holstein. Ya que estos son desechados
por varias causas, también tienen diferentes estados fisiologicos de condicion
corporal y con la consecuencia en la variabilidad de la calidad de la carne de res y
sus funciones metabdlicas afectando la expresion de los genes reguladores de los
tejidos, como la DCN, por lo tanto es necesario seguir explorando las posibilidades
continuar midiendo la expresién de este gen y su relacion con la cantidad de tejido
colageno y su calidad de la carne de animales y razas antes de sacrificarlos.
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CONCLUSIONES

Los cambios en la expresion de la DNC aumentan cuando mejora la condicion
corporal de las vacas Holstein de manera lineal positiva. Estas caracteristicas hacen
variar la calidad organoléptica de la carne, por lo que la dureza, puede afectarse
cuando menor grasa y condicidn corporal existe, al incrementarse los enlaces de
colageno y menor expansion de la masa muscular. La expresion de la DNC en las
micrografias corrobora lo observado en la PCR-RT, una mayor intensidad de la
inmunofluorescencia en cada cambio positivo en la CC de los bovinos. La DCN se
ve afectada por el incremento de la CC de los animales, genera una mayor
acumulacion de la grasa intramuscular y por tanto, una mejora en la suavidad de la
carne por una mayor termolabilidad del colageno estructural en musculo de ganado
con mejor CC. El modelo utilizado de bovinos productores de leche permite observar
los cambios en CC como se haria en ganado especializado en carne.
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