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Lamiostatinaesunaproteinapertenecientealafamiliadelfactordecrecimiento

transformante 13 (TGF-P), la cual desemperia un papel destacado en el control

negativodeldesarroliomuscular.Enexperimentosrealizadosen ralonesknockout

paramiostalina, seobservo un aumento considerable en susmasas musculares

La miostatina es bloqueada en sangre por proteinas que impiden su union al

receptor.Elpropositodeestetrabajofueevaluarelefectodelainhibicion

inmunologica de la miostatina en cerdos, en etapas de crecimiento y engorda,

usando una vacuna de ADN recombinante (P2-P30) en combinacion con antigeno

recombinante contra miostatina, los cuales han sido probados en ralones,

realizaron dos experimentos. En el experimento 1, se inmunizaron cerdos con

dosisde 100 flg de la vacuna P2-P30miostalinaysehizounrefuerzode 100fl9

de antigeno, encontrandose en los grupos tralados mayor luminosidad (L*) (P<

0.10), menorarea y diametro de adipocilOS (P< 0.001), perc no se encontraron

diferencias entre los grupos tratados y su control en las demas variables de

comportamientodecrecimiento, calidad de lacanal y nivelesdeanticuerpos. En

elexperimento 2, seinmunizaroncerdoscondosisde 1000 flg dela vacuna P2-

P30 miostatinay 1000flgdeantigenorecombinante. Seencontrarondiferencias

enlosnivelesdeanticuerpos,teniendolilulosmaselevadoslosgrupostratados

(P<0.006),perosindiferenciasenelcomportamientoenelcrecimientoycalidad

delacanalentrelosgrupostratadosysucontrol.



I. INTRODUCCION

La miostatina es una proteina perteneciente a la familia del factor de crecimiento

transformante 13 (TGF-I3), la cual desempeiia un papel destacado en el control

negativodeldesarrollomuscular. Se expresa casi de forma exclusiva en el musculo

esqueletico, donde actua de forma autocrina/paracrina al inhibir el desarrollo

muscular. Bloquealaproliferaci6nyladiferenciaci6ndelosmioblastosinhibiendola

sintesis proteica. En experimentos realizadosen ratones knockout para miostatina,

se observ6 un aumento considerable en sus masas musculares. La miostatina es

bloqueada en sangre por proteinas que impiden su union al receptor. La principal

proteina es la regi6n N-terminal de la misma miostatina (propeptido), otras proteinas

son la folistatina (FST), la FSLT3 (fo/listatin-Iike 3) y la GASP1 (GDF-associated

serum protein-1) (McPherron et al., 1997; Gonzalez-Cadavid et al., 1998). En ratones

adultos se ha usado para la inhibici6n de la miostatina, una versi6n soluble del

receptor de la miostatina (ACVRIIB/Fc), anticuerpos monoclonales contra miostatina

y vacunas de ADN recombinantes contra miostatina, los cuales causan un

incremento en volumen de las masas musculares (Whittemore et al., 2003; Lee et a/.,

2005). Estos resultados sugieren que terapias contra miostatina pueden usarse.

desde el punto de vista clinico, como tratamiento contra distrofias musculares,

perdidas de la masa muscular relacionada con enfermedades cr6nicas; mas

recientemente, en el tratamiento de la obesidady la diabetes tip011.

Desde el punto de vista agropecuario, la inhibici6n de la miostatina puede usarse

para mejorar el rendimiento de la canal en animales de importancia econ6mica.

Investigacionesactualessugieren que los animalescon un mayor numerode fibras



musculares de tamalio moderado, producen una mayor cantidad y calidad de la

Algunas mutaciones relacionadas con la miostatina tambien pueden producir una

hiperplasia del musculoesqueletico. Estas han aparecido de forma natural yse han

seleccionadoindependientementeenalgunasrazasdebovinosyovinos, peroeslas

mutacionesnohansidodescritasencerdouotrasespeciesdeinlerescarnico;porlo

que, la unica manera de aprovechar esla hipertrofia en las masas musculares

relacionadoconlasmioslatinaenestasespeciess610sepuedelograrpormetodos

transgenicosousandolaterapiagemica. La inhibici6n inmunol6gicadelamioslatina

con fines de producci6n ycalidad de la carne en animalesde usozootecnico nose

haexplorado; porloque unamanera de/ograrlo, esconelusodelasvacunasde

Las vacunas de ADN constituyen una herramienta promisoria para este prop6sito

I:stasvacunassebasanenlainmunizaci6ndeunplasmidoelcualposee una regi6n

quecodificaelantigenode interes bajoel control de un promotor demamifero(como

ejemplo el intr6n A del CMV) y puede ser producido facilmente en las bacterias. A

diferenciade las vacunasconvencionales, lasvacunasdeADN lienen la habilidadde

estimular lanto la respuesta inmune humoral como la celular, y no tiene los

problemas que poseen el empleo de las vacunas con antigenos inactivos 0

atenuadosylascuestionesdebioseguridadasociadasaestetipodevacunaci6n.

Otroaspectoimportanteesquesu producci6nesrelativamentemenoscostosayno

requierendecadenadefriorigurosaparasudistribuci6ndadasumayorestabilidad.

Adicionalmente, estudios con vacunas de ADN han demostrado que incluso despues



de multiples inmunizaciones no se producen anticuerpos anti-ADN (Reyes-Sandoval

Y Ertl. 2001; Reyes-Sandovaly Pinto. 2002).

Elprop6sitodeestetrabajofueevaluarelefectodela inhibici6n inmunol6gicade la

miostatina en cerdos. en etapas de crecimiento yengorda. usando una vacuna de

ADN recombinante (P2-P30) en combinaci6n con antigeno recombinante contra

miostatina. los cuales han side probados en ratones. obteniendo resultados

alentadoresen el aumento de sus masas musculares



1.1 Hip6tesis

La administraci6n de la vacuna de ADN recombinante P2-P30 reforzada con

antlgeno recombinante en diferentes esquemas de vacunaci6n activa, durante las

etapasdecrecimientoyengordaencerdos,lIevaraaunaumentodelas variables en

el comportamiento del crecimiento, rendimiento de la canal y respuesta inmune en la

producci6ndeanticuerposcontramiostatina

1.2 Objetivo General

Evaluar en las etapas de cre'cimiento y engorda de cerdos la administraci6n por

separadode 100!lgy 1000!lgde lavacunadeADN recombinante P2-P30 reforzada

conantigenorecombinantecontramiostatinaendistintosesquemasdeinmunizaci6n

activa, por medio de las variables de comportamiento del crecimiento. rendimiento de

lacanalydelarespuesta inmuneporla producci6n de anticuerposcontramiostalina

1.30bjetivosEspecificos

1.3.1 Comparar dos esquemas prime-boost de inmunizaci6n activa en cerdos

durante las etapas de crecimiento y engorda, con 100!lg de la vacuna de ADN

recombinante de miostatina P2-P30 reforzada con 100 !lg de anligeno recombinante,

a una dosis constante sobreel efecto en el comportamiento del erecimientoyen las

medicionesdel rendimiento de la canal.

1.3.2 Comparar dos esquemas primer-boost de inmunizaci6n activa en cerdos

durante las etapas de crecimiento y engorda. con 100 I1g de la vacuna de ADN

recombinante de miostatina P2-P30 reforzada con 100!lg antigeno recombinante. a



una dosis constante sobre la respuesta inmune mediante la generaci6n de

anticuerposcontra miostatina. metabolitosdecreatinaquinasa (CK). adipogenesise

hipertrofiamuscular.

1.3.3 Comparardosesquemas de inmunizaci6n activa en cerdosdurante lasetapas

de crecimiento y engorda. con 1000 fl9 de la vacuna ADN recombinante de

miostatinaP2-P30y1000flgdeantigenorecombinante.aunadosisconstantesobre

el efecto en el comportamiento del crecimiento y en las mediciones del rendimiento

1.3.4Comparardosesquemasdeinmunizacionactivaencerdosdurantelasetapas

de crecimiento y engorda. con 1000 ~lg de la vacuna ADN recombinante de

miostatina P2-P30y 1000fl9 deantigeno recombinante. a unadosisconstantesobre

larespuestainmunemediantelageneraciondeanticuerposcontramiostatina.



II. REVISION DE LITERATURA

2.1 Lamiostatina

EI gen que codifica la miostatina (tambien denominada GDF-8, growth differentiation

factor-8) fue identificado en 1997 por McPherron y colaboradores, a partir de una

muestra de ADNc (ADN complementario) del musculo pectoral de raton que fue

amplificado usando una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) degenerativa.

Es miembro de la superfamilia del factor de crecimiento transformante [3 (TGF-[3) por

loquecompartevariascaracteristicasensuestructuraprimaria con otros miembros

de la superfamilia. EI miembro mas parecido en estructura primaria a la miostatina es

el GDF-11 (Gamer et al., 1999; McPherron et al., 1999; Nakashima et al., 1999), el

cualfue descubierto posteriormente a la miostatina y se expresa en embrion en el

tejidonerviosodorsal, extremidades; yen faetapa adulta, enel cerebroy la pulpa

dental. La miostatina tiene un 90% de homologia con fa region C-terminaf de este

miembro

Como todos los miembros del TGF-[3, la miostatina tiene ciertas caracteristicas

basicas en su estructura, como un peptido selial N-terminal, una secuencia

conservada (RSRR) necesaria para el procesamiento proteoHtico que dara origen a

un peptido C-terminal con nueve residuosdecisteina, loscuales sonnecesariospara

la conformacion tridimensional y dimerizacion de la molecula madura. Sin embargo,

la secuencia de la region C-terminal de la miostatina difiere de otros miembros del

TGF-13 conocidos (a excepcion del GDF-11 como ya se menciono) por 10 que la



mioslatina no puede incluirse en ninguna olra de las subfamilias exislenles

(McPherron et al., 1997; Arce et al., 2005). La mioslalina se expresa duranle la

embriogenesis en las celulas del miolomo, en animales adullos se expresa

preferenlemenle en el musculo esquelelico, aunque en valores mucho menores,

lambien se expresa en ellejidoadiposo, corazon, laglandulamamariaylascelulas

hemalopoyelicas (McPherron et a/., 1997; Gonzalez-Cadavid et al., 1998; Shaoquan

eta/., 1998; Sharmaetal., 1999; Cho eta/., 2002).

2.2 Eslruclura del gen codificanle para miostatina

Laeslrucluradelgeneslaconsliluidaporlresexonesinlercaladosentredosinlrones

(Grobeletal., 1997)

Elinlron1selocalizaenlrelasbases5460y7285enlaregion3'ya67 pares de

bases (pb) del ex6n 2, se localiza una zona rica en pirimidinas. Se encuentra una

adenina en un contexte apropiado (UUAAC) siluada a -23 pb del limite 3' del exon;

puede ser el Jugar de la formacion del lazo en la maduracion del ARNm por splicing

(Keller y Noon, 1984). Se han localizado dos posibles silios de inicio de la

lranscripci6naproximadamenlea 110pb(inicio 1)ya 137 pb (inicio2) precediendo

alcod6n de iniciacion (Figura 1).
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Figura 1. Esquema de las caraclerislicas generales de la eslrucluradelgende

mioslalinabovinayregionescodificanles para la prole ina (Ramirez,2013).

EI promolor de la mioslalina esla dirigido por una TATA-box a unos 21 pb del punIc

de inicio 2. Ademas, conliene una CAAT-box a 65 pb del punta de inicio 2 (Royo,

2003)

2.3 Eslruclura de proleica de la mioslalina

La mioslalina comolal eslaformada par un peplidoseiial, un peplido lalenle. y un

dominio C-lerminal. Se sinleliza como una pre-proleina, la cual debe de sufrir un

procesamienlo proleolflico, para dar lugar a la forma biologicamenle acliva. que

consta de un dimero del domino C-terminal de la mioslatina, unido por puentes

disulturo(McPherronyLee, 1996; McPherronelal, 1997) (Figura 2).
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Figura 2. Estructuradelaproteinademiostatina,formadaporun peptidosenal, un

peptido latente, un dominic C-terminal y un sitio de prote61isis RSRR

AI igual como ocurre con la mayorfa de los miembros de la superfamilia del TGF-J3,la

miostatina presenta un elevadogradodeconservaci6n, con una homologiade mas

del 96% en la secuencia.de aminoacidos de la regi6n C-terminal en todas las

especiesdeavesymamiferosestudiadas(Arceetal., 2005)

2.4Acci6nbiol6gicadelamiostatina

Laprincipalacci6ndelamiostatinaesregularnegativamenteeI desarrollo muscular,

fundamentalmente durante el desarrollo embrionario como despues del nacimiento

(Arce et al., 2005). Actua como una senal secretada por la celula muscular

esqueletica que provoca un feed-backnegativo.

Elpropeptidoseescindedelaregi6nmaduraduranteelprocesamientoproteolitico.

La enzima responsabledeestoes lafurina, una endoproteasaintracelularimplicada

en el procesamiento de diversos miembros del TGF-J3 y de otras proteinas (Thomas,



2000). La furina reconoce la secuencia RSRR del precursor de la miostatina y forma

un fragmento N-terminal de 266 aminoacidos (propeptido) y un fragmento C-terminal

de 109 aminoacidos que formaran a la proteina madura (McPherron et al., 1997).

Tanto las moleculas de miostatina madura como las del propeptido permanecen

unidas entre si, formando un complejo latente. En estas condiciones la miostatina

presenta muybajaafinidadporsu receptor, porloque carece de actividad biol6gica

(Lee y McPherron, 2001; Thies et al., 2001; Rios et al., 2001; Hi! et al., 2002; Hill et

al,2003).

Paraqueseproduzcalaactivaci6ndelamiostatina,elpropeptidodebedesepararse

del dimero C-terminal. La separaci6n del propeptido se produce por acci6n de

metaloproteasas pertenecientes a la familia BMP-1fTLD (bone morphogenetic

protein-1/tol/oid) (Wolfman et al., 2003). Estas modificaciones causan la Iiberaci6n del

dimero maduro capaz de unirse a una pareja de receptores localizados en la

superficie de las celulas diana, formada por ActRIlB (activin receptor liB) y ALK4

(activin-likekinase4)loscualescomparteconlaactivina. Estauni6ndelamiostatina

asusreceptores, provoca una via de senalizaci6n que implica la fosforilaci6n de las

moleculas de serializaci6n smad-2 y smad-3. Estos a su vez forman un heterodimero

con smad4, para formar un factor de transcripci6n, capaz de entrar al n!ideo e

inducirlaexpresi6ndecualquiergenflaqueadoporlasecuenciade reconocimiento

adecuado. Eneln!icleo, lamiostatinainhibelaexpresi6ndefactoresderegulaci6n

miogenica, como MyoD, miogenina y estimulantes de la quinasa dependiente de

ciclina (Cdk) como p21 (Massague, 1998; Rios et al., 2001; Attisano y Wrana, 2002)

(Figura 3).



Secrecion, activacion y actividad de miostatina
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Figura 3. Esquema general de secreci6n, activaci6n y actividad de la miostatina.

(adaptado Lee y McPherron (2001), McNally (2004), Joulia-Ekaza y Caballero (2006)

2.5 Efectos de la miostatinaen el metabolismo

2.5.1 Metabolismolipidico

Hay informes contradictorios acerca del efecto de la MSTN en el metabolismo

lipidico. En pruebascon ratones, a los cuales se leselimin6el gen de la miostatina

mostraronsignificativamentemenoscolesterolensuero, asicomonivelesreducidos

de trigliceridos en suero y a nivel hepatico comparados con los ratones del tipo

salvaje (McPherron y Lee, 2002; Guo etal., 2009). En investigaciones con ganado



bovino con miostatina nula, estes mostraron resultados similares. Sin embargo, no se

sabe siesto sedebe a una reducci6n intramuscular de los adipocitos 0 en Iipidos

intramiocelulares(Menissier, 1982; Savageetal., 2007).

Del mismo modo, el tratamiento en ratones de tipo salvaje adultos con el sActR-IiB

(fracci6n soluble del receptor de activina tipo liB) durante 10 semanas, redujo

drasticamente la masa grasa, mejor6 la sensibilidad a la insulina y aument6 la

captaci6ndeglucosamuscular,peronodespuesde4semanas(Akpan etal., 2009).

Contrario a esto, Benny Klimek y colaboradores (2010), reportaron altos niveles de

masa grasa abdominal en respuestaala inhibici6n de miostatina viainyecci6nauna

linea celular CHO secretando sActR-IiB en un rat6n atimico desnudo, mientras la

mostr6unincrementoenlamasadelmlisculoesqueleticoperosinuna reducci6n en

lagrasaabdominal(Tang eta/., 2007).

Por otra parte, Zimmers y colaboradores (2002), mostraron que la sobre expresi6n

sistemica de miostatina en ratones adultos induce a una perdida significativa de

grasa; mientras que Stolzy colaboradores (2008), reportaron que la administraci6n

ex6gena de miostatina sobreel rangode dosis (2-120 mg/dia) podria no reducirla

masa grasa en ratones de tipo salvaje 0 geneticamente obesos (ob/ob, db/db).

Tomadosenconjunto,estosreportessugierenefectoscontradictoriosdelainhibici6n

de la miostatina en el metabolismo Iipidico. Sin embargo, los experimentos lIevados a

caboporlaadministraci6n sistemicade inhibidoresde la miostatinaen modelosde

obesidadenratonessugierenquelaterapiacontramiostatinapuedesereficazenla

mejoradelmetabolismodelaglucosaenlugardeltratamientodelaobesidad.



Estudiosen ratonestransgemicos para mioslatina, moslraronqueelgradoenquese

veafectadalaadiposidadpareceserinversamenteproporcionala la extensi6n de la

hiperlrofia 0 atrofia (Sutrave etal., 1990; Musaro etal., 2001; Reisz-Porszasz eta/.,

2003; Pursel et al., 2004; Izumiya et al., 2008; Leong et al., 2010). Guo y

colaboradores(2009), reporlaronen ratonesknock-outpara miostalina, un aumento

en la captaci6n celular de glucosa y sensibilidad a la insulina, ademas de una

disminuci6n de tejido adiposo como consecuencia indirecta de las alteraciones

metab6Iicasenelmusculoesque!E§tico.Estosreporlessugierenque la miostatina no

afecta el tejido adiposo directamente, y que los efectos en la reducci6n del tejido

adiposoenlainhibici6ndelamioslatinaenralonessoncomoresuItado indirecto del

incrementoenlamasadelmusculoesqueletico

En otros reportesseinform6que la miostatina promovi61aresislencia a laobesidad

inducidapordietasaltasengrasaenralonestransgenicos,yendonde reportan que

se mejor61a tolerancia a la glucosa y la reducci6n en ayunas en los niveles de

glucosa, insulina, y trigliceridos. La mioslatina podria indirectamente inhibir la

acumulaci6n de Iipidos, que afectan la masaadiposa, a traves de Iasobreexpresi6n

delamiostatinaadiposoespecifica(Feldmanetal., 2006) en lugardelasupresi6nde

lamiostatinamuscularespecifica(Guo etal., 2009). Estaresislenciaseatribuyeaun

incremento en la tasa metab6lica causada por los adipocitos pequeiios y

aparentemente inmaduros (Feldman et al., 2006). Tomados en conjunto, estes

resultados indican que la seiializaci6n de lamiostatina notiene necesariamenteun

efecto regulador directo en la masa adiposa en ratones alimentados con dietas



convencionalesoaltasen grasas;sin embargo, ellosproponenun posiblepapeldela

miostatinaenlaregulaci6ndelmetabolismodelosadipocitos,

En el incremento de la masa del musculo esqueletico se inform6 un cambio indirecto

enelmetabolismodelhigadoasicomodeltejidoadiposo, Lainducci6ndeltransgen

Akten ratones obesos inducidos por la dieta result6 en una disminuci6n del peso

corporal y la masa magra asi como la reducci6n de la esteatosis hepatica, EI

crecimiento del musculo esqueletico mediado por Akt protegi6 el higado de los

efectos de una dieta alta en grasa y aument61a oxidaci6n de los acidos grasos

(Izumiya etal" 2008), Estos ratones habian incrementado la beta oxidaci6n de los

acidos grasosdebido a una mayordependencia de la glucosa por la demanda de

energia por el musculo esquelelico hipertrofriado. Del mismo modo, un estudio in

vitro mostr6 un incremento en la oxidaci6n de acidos grasos en las mitocondrias

aisladas de higado de ratones homocig6ticos mutantes para miostatina (Mstn-/-; y

paraelreceptordelipoprotelnadebajadensidad(Ldlr/-)alimentadoscon una dieta

alta en grasa comparados con ratones homocig6ticos normales Mstn+/+ y Ldlr/+ (Tu

etal., 2009). Porotra parte, no hubo un aumentode laoxidaci6n de acidosgrasos

hepaticosenratonesconelgendelamiostatinanulaalimentados con dieta alta en

grasa (Guo elal., 2009), ni tampoco en ratones con el gen de la miostatina nula

alimentados con dieta convencional (Stolz etal., 2008), nien ratonesadultosobesos

que recibieron anticuerpos contra miostatina (Stolz et al., 2008). Por 10 tanto, la

oxidaci6nhepatica de acidos grasosno pareceserunacaracteristicaconstantedela

mediaci6ndelamiostatinaalaresistenciadelaobesidadinducida porunadieta alta

en grasa, donde olros factores pueden estar contribuyendo, por ejemplo la



composici6n de la dieta y la duraci6n del tiempo en dietas altas en grasa. No

obstante, es evidente que la miostatina juega un papel en la regulaci6n del

metabolismolipidicoenelhigado.

2.5.2 Metabolismodelaglucosa

Ya que el musculo esqueletico es el tejido predominate donde la captaci6n de la

glucosa estimulada poria insulinase lIeva a cabo en elestado postprandial,mejorar

la sensibilidad a la insulina (SI) es esencial para mejorarla en el resto del cuerpo

(Savage etal., 2007, DeFronzoyTripathy, 2009).

Ratones en los que se ha eliminado el gen de la miostatina mostraron alta

utilizaci6nde9'ucosaymejoradeSlcuandosemidieronporcalorimetriaindirectay

por pruebas de tolerancia a glucosa e insulina, asi como represi6n en el estado

hiperinsulinemico-euglucemico de ratones del tipo salvaje (McPherron y Lee, 2002,

Guo eta/., 2009). Desde entonces, la tasa de infusi6n de glucosa (GIR de glucose

infusion rate) medida en estos estudios de fijaci6n. determina la SI. Una alta GIR en

ratones con miostatina nula indica mayor captaci6n de glucosa por los tejidos

perifericosenrespuestaalainsulinaencomparaci6nconlosratones del tipo salvaje

(Guo et al., 2009). Ademas, la administraci6n in vivo de insulina en ratones con

miostatina nula result6en una mayoractivaci6n de Akt (serina-tronina quinasa) que

media lasenalizaci6n delainsulinaydelfactordecrecimientotipoinsulina (IGF-1)

en el musculo esqueletico, asi como en el tejido adiposo blanco y marr6n. Esta

observaci6n sugiere que lamejoraentodoelcuerpodeSlen ratones conmiostatina

nula no es exclusivamente consecuencia del aumento de la masa muscular



esquell!tica (Savage et al., 2007, DeFronzo y Tripathy, 2009, Guo et al., 2009).

Curiosamente, se report6 que la miostatina reduce la senalizaci6n de Akt inducida

por IGF-1 donde inhibe la diferenciaci6n de mioblastos y la hipertrofia en los

miotubos (Morissette et al., 2009, Trendelenburg et al., 2009). Ademas, la

fosforilaci6ndeAktestimuiada poria insulinaseredujosignificativamentetantoenel

musculo esquellfltico y el higado de ratones tratados con miostatinajunlo con una

profunda reducci6n en SI (Hittel et al., 2010). Estos resultados fueron confirmados

por las observaciones que mostraron un incremento en los niveles de p-Akt (Akt

fosforilada) en musculosde ratones con miostatina nula, e incluso mayores niveles

de p-Aktestimulados porinsulina cuando se compararoncon musculosde ratones

deltipo salvaje (Zhang etal., 2011)

La inactivaci6nde la miostatinacirculanteseproduceporsuasociaci6n a una serie

de proteinas transportadoras que impiden su uni6nalreceptor(Gonzalez-Cadavidet

al., 1998; Hill et al., 2002; Zimmers et al., 2002; Hill et al., 2003). La principal proteina

desdeelpuntodevistacuantitativo,eselpropeptidoN-terminal,con elcualforma un

complejo latente que impide la uni6n al receptor. En menor medida, la miostatina

circula unidad a otras dos proteinas: la FSTL-3 (follistatin-like 3) y GASP-1 (GDF

associated serum protein-1j. La uni6n de la miostatina a FSRP es practicamente

irreversible e impide la acciOn delligando, tambien es capaz de unirse con otros

miembros del TGF-~ (Tsuchida et al., 2000; Scheneyer et al., 2001; Hill et al., 2002).



AI contrario GASP-1 no tiene afinidad por otros miembros del TGF-J3 (Hill et al.,

2002).

Otro mecanisme que impide el funcionamiento de la miostatina depende de la

folistatina (FS) que tambieln es capaz de unirse ala miostatina y dar lugar ala

formaci6n de un complejo inactivo (Phillips y De Krester. 1998; Shimasaki et aI.,

1988; Zimmers etal., 2002). En ratones transgenicos que sobreexpresan FS en el

musculo presentan un fenotipo similar (incluso mas acentuado) al de los ratones

knockout de miostatina (Lee y McPherron, 2001). Se cree que la FS aclua

direclamenteen el musculoyregula la accesibilidadde la mioslalina a su receptor

(Hill etal., 2002). La perdida de la actividad de la FS provoca atrofia de las masas

musculares(Matzuk etal.,1995).

2.7Comparaci6ndelamioslatinaenlreespecies

Los analisis de las secuencias del dominic C-terminal entre diferentes especies,

muestran que es identico entre humanos, ratones, ratas, cerdos. pollos. pavos,

conejos y bovinos. Esto sugiere la conservaci6n de la funci6n de la miostalina

(Grobetetal.,1997;Kambadureta/., 1997; Leey Mcpherron. 2001 )

Tambien se ha identificado en un gran numero de especies de peces. Sin embargo.

lassecuenciasde la miostatina en peces, son bastantedivergentesconel restode

losvertebrados (Maccatrozzo etal., 2001; Ostbye etal., 2001; Rodgers yWeber,

2001). Las comparaciones de eslas secuencias, el hecho de que la miostatina se

expresa en una gama mucho mas amplia de tejidos en los peces. y que el GDF-11

seexpresa en el cerebro de algunos mamiferos. han lIevadoa la conclusi6n de que



el GDF-11 y la miostatina derivan del mismo gen ancestral el cual originalmente se

expresaba en cerebro y musculo. Lamiostatinapudohaberadquiridounaexpresi6n

restringida almusculoen mamiferos, peronoen peces, donde conservasu patr6n

ancestraldeexpresi6n(Bigaetal.,200S;FunkensteinyOlekh,2010).

2.8VacunasdeADN

La vacunaci6n empleando ADN inici6 cuando en Wolff y colaboradores (1990),

demostraron que la inyecci6n de ADN plasmidico en musculo de rat6n resultaba en

un incremento en laexpresi6ndela proteinacodificadaporelplasmido,estollev6a

plantearla posibilidad del desarrollo de vacunas mediantela transferenciagenetica

de ADN plasmidico "desnudo" sin usar vectores virales 0 ADN encapsulado en

Iiposomas.

Despuessereport61ageneraci6nde anticuerposcontra la hormonade crecimiento

humane (hGH) Y la u-antitripsina (hAAT) inoculando ADN codificante para ambas

proteinas (Tang et aI., 1992). Con estos descubrimientos, varios antigenos

codificados por plasmidos se han usado para la inducci6n de la producci6n de

anticuerpos y la activaci6n de linfocitos T citot6xicos (Tang et al., 1992; Cox et al.,

1993; Ulmer et al., 1993). A partir de estos experimentos se han iniciado

investigaciones en el sectoracademico como en el privado para el desarrollo de

vacunas basadas en ADN encaminadas para combatir enfermedades de origen viral,

bacterianasyparasitarias,asicomodirigidasaltratamientode patologiastales como

elcancer,enfermedadesautoinmunesydehipersensibilidadalos antigenos (Reyes-

SandovalyErtl,2001).



Los vectores plasmidicos son la unidad funcional de las vacunas deADN. En estes

vectoresseinsertanlosgenesquecodificanlasproteinasdeinteresy son deorigen

bacteriano. EI vector empleado para vacunas de ADN esta compuesto por una

unidad transcripcional y el esqueleto plasmidico; el vector comunmente utilizado

como vacuna para mamiferos es el pCI-neo. La unidad transcripcional incluye un

promotor, un intr6n, un fragmento de ADN que codifica el antigeno y una secuencia

de terminaci6n de la transcripci6n (Figura 4) (Ramirez, 2013)
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Figura 4. Mapa del vector de expresi6n pCI-neo (Adaptado de Ramirez, 2013).

Los genes codificados en estes plasmidos se encuentran bajo el control de

promotores casi siempre de origen viral, como el citomegalovirus humane (CMV), el

virus de sarcoma de Rous (RSV) 0 el virus de simios 40 (SV-40). Estos promotores



son secuenciascortas a lascualesse lesunenfactoresdetranscripci6n,queayudan

a guiary activar a las polimerasas, en la actualidadel promotor masfrecuentemente

usado es el de la regi6n inmediata temprana del CMV (CMVIIE), el cual permite altos

niveles de transcripci6n de manera constitutiva en una gran variedad de celulas

eucariotas (Montgomery et al., 1993; Bohm et al., 1996; Sandoval y Ertl, 2001)

La terminaci6n de la transcripci6n en este tipo de vacunas se realiza mediante la

utilizaci6ndesecuenciasdeterminaci6nypoliadenilaci6nubicada en laregi6n 3'de

ADN que codifica para el antigeno. las cueles se conocen como regiones 3' no

traducidas (3'-UTR). Estas secuencias dan estabilidad a la molecula de ARNm y

estan formadas por una secuencia ubicua AATAAA precedida de una secuencia rica

en GTo en T, los cuales en condiciones 6ptimas se encuentran separados por22 6

23nucle6tidos(Levittetal., 1989)

En cuanto alesqueleto plasmidico, este contiene el origen de la replicaci6n, un sitio

multiple de clonaci6n que facilita la inserci6n del gen, un gen de resistencia a

antibi6ticos y las secuencias CpG inmuno estimuladoras que funcionan como

adyuvanteinternoenlamismavacuna(KowalczykyErtl,1999).

EI origen de replicaci6n (ori) comunmente usado en la vacunas de ADN es el CoIE1,

con el cual se obtienen grandes cantidades de ADN plasmidico debido a que permite

la presencia de hasta 20 copias de ADN por celula (Azevedo et al., 1999).

La mayor parte de los plasmidosposeen unaseriedesitiosdeclonaci6nsinteticos

con secuenciasque son reconocidas porenzimasde restricci6n, loscuales no se

encuentran en el resto del plasmido (Sambrook, 1989). De esta manera es posible

c10narsecuenciasde ADN que codifican para el antigeno de interes yque han side
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oblenidasporPCR con cebadoresque poseen idenlicos siliosde reslricci6n que las

secuencias blanco (Reyes-Sandovaly Pinto, 2002)

Los plasmidoslienen ademasdiversos genes de resislencia a losanlibi6licos, como

son la ampicilina 0 la kanamicina, 10 cual permile su selecci6n en cullivos de

baclerias lransformadas (Kowalczyk y Ertl, 1999). Un buen numero de vacunas de

ADN poseen marcadores que codifican para u-Iaclalasa y confieren resislencia a la

ampicilina, aunque los preferidos en humanos son los marcadores seleclivos para

kanamicina(Reyes-SandovalyPinto, 2002)

Siunasecuenciaconlra laquesequiereinduciruna respueslainmuneesla presenle

en el individuo, no se reconoce como pal6geno. Par lal molivo un elemenlo

importanle en los plasmidos es la presencia de motivos CpG bacterianos (lambien

conocidos como ISS de immunostimulalory DNA sequences), que poseen propiedades

inmunomoduladoras y representan un elemenlo adyuvante inlrinseco (Kowalczyk y

Ertl, 1999; Shedlock y Weiner, 2000; Srivastava y Liu, 2003; Huygen, 2005). Las

secuencias CpG activan al sistema inmune innato para producir citocinas

inmunoestimulatorias (pisetsky et al., 1995; Krieg et al., 1995). Las ISS forman parte

de un grupo conocido como palrones microbianos asociados a palogenicidad

(PAMPs de pathogen-associated molecular patterns) que son reconocidos por

celulas del sistema inmune innato que poseen sobre su superficie los receptores

conocidos como TLR-9 (de toll-like receptors) y cuya inleracci6n con los PAMPs

correspondientes induce su aclivaci6n (Krug etal., 2001; Kadowakietal., 2001).



2.8.1 Rutasyformasdeinoculaci6n

EI sitio de inoculaci6n, asi como la forma en que el ADN se libera en el or9anismo,

desempena una funci6n importante para inducir una respuesta inmunitaria exitosa;

se sabe que s610 1 a 10% del total del ADN inoculado se procesa de manera

adecuada para expresar la proteina de interes (Kowalczyk y Ertl, 1999; Reyes-

Sandoval y Erlt. 2001; HUYgen, 2005). Las rutasde inoculaci6n que se hanempleado

incluyen intramuscular, intradermica, intravenosa, intraperiotoneal, epidermica, oral,

intranasal y vaginal. La inyecci6n intramuscular del ADN mediante agujas

hipodermicas es el metodo mas usado, ya que no requiere entrenamiento

especializado, ademasdel bajocosto, aunqueel usode lapistolagenica (gene gun)

produce losmejores resultados(Huygen, 2005)

La inoculaci6n de ADN con la pistola genica se Ileva a cabo mediante el

acoplamiento del ADN a esferas de oro 0 tungsteno, que se bombardean en la

dermis y capas subdermicas con la ayuda de helio comprimido, 10 que permite la

transfecci6ndirecta de las celulas blanco. Estametodologiahaceposibleusarmucho

menos ADN Y es casi 100 veces mas eficiente (Shedlock y Weiner, 2000; Reyes

Sandoval y Ertl, 2001; Huygen, 2005). En un estudio se compar6 los diferentes

metodos de inmunizaci6n y se determin6 que la cantidad de ADN necesaria para

inducirrespuestas inmunitariasvan de 10a100~geninyeccionesintramuscularesy

detans6100.4~gcuandose us6 pistolagenica, por 10 que esta ultima metodologia

es la mas eficiente desde el punto de vista de la cantidad de ADN usado (Fynan et

a/., 1993; RobinsonyTorres, 1997).



2.8.2Inducci6ndelarespuestainmune

Haytresmecanismos principales los cuales antigenoes procesadoy presentadoal

sistema inmune tras la vacunaci6n con ADN

Cuandounplasmidoseintroduceenlacelulasetranslocaalnuc!eo,dondeseinicia

latrascripci6ndeltransgen;a continuaci6n,los transcritossellevanalcitoplasmay

alii se traducen. Las proteinas recien sintetizadas se degradan en el proteosoma

hasta peptidos de 8-10 aminoacidos, que se transportan al reticulo endoplasmico,

mediante un sistema especializado de transporte que emplea proleinas

transportadoras (TAP-I Y TAP-II) Y una vez en el reticulo se vinculan con moleculas

de MHC clase I. Los peplidos de gran afinidad con su respectiva molecula de MHC I

seeslabilizanyentran enlavia secreloria, con 10 que aleanzan lasuperfieieeelular.

donde se aeoplan con el receptor de los Iinfoeitos T(TeR) presentes en lasuperficie

de los linfoeitos T citot6xieos (CD8+) para indueir su aetivaci6n (Tang eta/., 1992;

Shedlock y Weine, 2000; Huygen.2005)

Las proteinas ex6genas que se endocitan ofagocitan (presentaci6neruzadaenla

inmunizaci6n con ADN) entran a la via endos6miea y en ella se degradan en

pequenospeptidosde12a25aminoaeidosqueluegosevineulaneonmoleeulasdel

complejo principal de histoeompatibilidad (MHC) de elase II y se lransloean haeia la

superfieie de la eelula, donde se presentan y unen a los TcR en los Iinfocitos T

eooperadores(CD4+);todoeliotienecomoeonseeuenciasuaetivaci6nyexpansi6n

(Huygen,2005).

De esla fooma, la uni6n del complejo MHC-peptido y TeR, en las APC y Iinfoeilos T

respeelivamente, proveeladenominadaseiial1 de la aelivaci6n de 10slinfocitosT.

23



Sin embargo, esta selial 1 es insuficiente para generar una buena respuesta

inmunitaria yes necesaria una segunda selial para completar la activaci6n de los

linfocitos CD4+ Y CD8+ (Kowalczyk y Ertl, 1999; Reyes-Sandoval y Ertl, 2001;

Srivastava y Liu, 2003). La selial2 se induce mediante moleculas coestimuladoras

presentes en la superficie de las APC (en su mayor parte celulas dendriticas [CD]),

como las proteinas de la familia 87. Con anterioridad, las CD requieren una senal

para su activaci6n inicial y maduraci6n; esta senaillamada senal 0, 0 senal de

alarma, la inducen ciertas citocinas inflamatorias, proteinas de choque termico (HSP)

o los motivos CpG presentes en el ADN bacteriano. EI resultado de la senal 0 es la

sobreexpresi6n de moleculas del MHC y coestimuladoras en su superficie, 10 que

favorecedespueselprocesode presentaci6n de anligeno (senal 1).Enestaetapa,

las CD activadas cambian su morfologia y perfil de expresi6n de receptores para

qUimiocinas,dejanlaperiferiaymigranhacia losganglioslinfaticosdondeparticipan

en la aclivaci6n de linfocitos T y 8 inmaduros (Tang et aI., 1992; Shedlock y Weine,

2000; Huygen, 2005)

Posterior a la etapa deactivaci6n se inicia laetapa efectora; los linfocitos Tactivados

dejan losganglios linfaticos hacia la periferia ysiguen un gradientede quimiocinas

hasta lIegarallugardondesenecesitanytras la uni6n de susTcR con losantigenos

expresados en el contexte de MHC apropiado comienzan su etapa efectora mediante

la secreci6n de sustancias toxicas, como las perforinas (celulas CD8+) 0

interleuclnas con actividad inflamatoria como el INF-g (celulas CD4+) (Tang et al.,

1992; Kowalczyk y Ertl, 1999; Shedlock y Weine, 2000; Reyes-Sandoval y Ertl, 2001:

Huygen, 2005).



Por otro lado, los linfocitos B se activan mediante su receptor (BcR) por los antigenos

quesesintetizanysecretanopresenlanenlasuperficiedelascelulasquese

lransfeclaron en la inmunizaci6n con el DNA. Con poslerioridad, los linfocilos B

activadoscambiandeisolipo;lassecuenciasquecodificanalaregi6nvariabledelas

inmunoglobulinas sufren hipermutaci6n y las clonas con un receptor con mayor

afinidad por el antigeno se seleccionan y expanden. Los Iinfocitos B aClivados se

diferencian al final hacia celulas de memoria 0 celulas plasm<ilicas; eslas ultimas

pueden: a) continuar la sintesis de anlicuerpos 0 b) establecerseenlamedula6seay

continuartambien la producci6n de anticuerpos; por 10 lanto, es posible encontrar

anticuerpospresentesenelsueroy mucosas por largos periodos (Reyes-Sandoval y

Ertl, 2001; Huygen, 2005).

2.8.3 Prosy contras de lasvacunas deADN

Enlrelasdiferenlespropuestasparaclasificaralasvacunasqueseutilizanenla

aclualidad,unadeellastomaencuenlasielmicroorganismoseencuenlraatenuado

y por 10 tanto vivo, 0 si este se encuentra inactivado 0 muerto. Las primeras

constituyen las vacunas tradicionales elaboradas con microorganismos alenuados

seleccionados por mantener su inmunogenicidad aunque desprovislos de su

patogenicidad, en este grupo se incluyen las vacunas hechas a partir de

microorganismos recombinantesque son virus 0 bacleriasque expresan antigenos

heter610gos provenientes de otros microorganismos. Por su parte, las vacunas

inactivadas consisten en microorganismos muertos 0 proteinas aisladas nativas 0



recombinantes lascualesseconocen como vacunas de subunidades(Estrada-Parra,

1996; ErllyXiang, 1996).

Las caracteristicasdeseables en todavacunasemencionana continuaci6n

Seguridad. Lasvacunasnodeben producirefectossecundariosocausarenfermedad

alguna. Las vacunas basadas en virus atenuados pueden reverlir a su forma

virulenta,lIevandodemanerainherenteunriesgopotencialensuutilizaci6n.Aunque

laposibilidaddequeestosucedaesmuybajaenlaactualidad,elriesgopotencialno

desaparece. EI mejor ejemplo de vacuna viral preparada con microorganismos

atenuadoseslavacunaoralanti-poliomieliticatipoSabin,lacuaI seconsidera segura

yes ulilizada a nivel mundial. Sin embargo, se han reportado algunos casos de

poliomielitisporla reversi6n ala forma virulentade los virus atenuadostipodosytres

que son constituyentes de esta vacuna. Porsu parle, las vacunas de ADN carecen

de esteriesgo, ytal vez la principal preocupaci6n en terminos deseguridad sea la

posibilidaddeintegraci6ndelADN algenoma del individuo,provocando la activaci6n

de proto-oncogenes 0 inactivaci6n de genessupresoresdetumores. Hastala fecha,

se ha observado que el ADN permanece en forma episomal, descartando fa

posibilidad deintegraci6ngen6mica (Nicholsetaf., 1995).

Metodosde inoculaci6n. Estacaracteristica va estrechamente ligada a la seguridad

de lavacuna.Elmetododeaplicaci6n deesta no debe de presentarriesgoalguno a

losindividuosquela recibenoquelaaplican. Lautilizaci6ndejeringasyagujas

constituyeunriesgosobretodoporlageneraci6ndedesechosenlugaresconpoco

control sobre ellos permitiendo su reulilizaci6n. Por 10 anterior. las vacunas de



administraci6n oral resultan ideales en cuanto a seguridad. La inmunizaci6n con ADN

hasidorealizadaconexitomedianteestetipodeadministraci6n,asicomomediante

pistolasgeneticas,lascualesseconsiderantambienseguras.

Memoria inmunol6gica, Una de las caracteristicas mas deseadas en cualquier

vacunaes lageneraci6nde una respuesta inmuneduradera. Lasvacunas basadas

en microorganismos atenuados son bastanteefectivasen esteaspecto,ya que con

menosaplicacionessepuedelograrunarespuestaquedureafios.Lasvacunascon

microorganismos inactivados requieren de varias inmunizaciones para producir el

mismo efecto. Por su parte, las vacunas de DNA generan respuestas capaces de

durar toda la vida cuando se han probado en ratones. Esta caracteristica se ha

observado en la respuesta humoral basada en anticuerpos, en la generaci6n de

Iinfocitos Tcooperadores yde celulas T citot6xicas, para las cuales las vacunas de

ADN se consideran el mas potente eslimulo

Costos. La elaboraci6n de vacunas tradicionales requiere de una infraestructura

costosa. Lastecnicasempleadasparaclonaci6ndegenesennuevosvectorespara

vacunaci6n con ADN son bastante simples, rapidas y no requieren del mismo tipo de

instalaciones necesarias para producir virus recombinantes. Las vacunas con

microorganismos atenuados son menos estables que las que se preparan con

microorganismos inactivados, Por su parte, las vacunas de ADN son estables a

temperaturaambiente 10 cualcontribuye a ladisminuci6n significativa de los costos

deproducci6n.



III. METODOLOGiA

Paralarealizaci6ndeestainvestigaci6nsellevaronacabodosexperimentos:

3.1 Experiment01

Enesteexperimentoseatendieron los objetivos especificos 1 y2

EI experimento 1 se desarroll6 en la Estaci6n de Pruebas de Comportamiento, de las

instalaciones del Instituto de Biotecnologia Animal, Rancho Cofradia Centro

Universitario de Ciencias Biol6gicas y Agropecuarias de la Universidad de

Guadalajara, ubicado en el km 7.5 de la carretera a San Isidro Mazatepec, municipio

de Tlajomulcode ZUriiga, Jalisco. Con una latitud 20 28' longitudoeste 103 27'yuna

altura sobreelniveldel mar de 1575m. La temperatura media anual oscilaentre 20

·C Y 22 ·C, la direcci6n de los vientos es variable y la precipitaci6n pluvial media

anual es de 900 mm3
. EI clima se considera semiseco y semihumedo de acuerdo a la

clasificaci6n Koepen de dimas del mundo (INEGI, 2000).

3.1.2 Animales

En el experimento se emplearon 30 cerdos divididos en 3 grupos de 10 machos

castrados destetados de raza Yorkshire-Landrace de 28 dias de edad, con un peso

de 8.5±0.8 kg. Despues de un periodo de aclimataci6n de 7 dias, se alojaron en

corrales individuales de 2x2 mcon piso mixtodeconcretoybarandalmetalico.

Elalirnentoofrecidofuedeunapresentaci6ncomercialenbasealosrequerimientos

nutricionales determinados por el NRC (1998), de acuerdo ala edad y peso de los
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animales, y se ofreci6 a los cerdos a saciedad. EI alimento de etapa de inicio

contenia 22% de proteina cruda, el alimento de desarrollo 18% y el deetapa de

finalizaci6nun15%.

3.1.3 Tratamientos

Se estableci6 un grupo control (T3) y dos grupos experimentales (T1 y T2) con 10

cerdos cada uno, que fueron inmunizados por via subcutanea en un esquema de

vacunaci6n prime-boost con una vacuna de ADN recombinante de miostalina P2-P30

yrefuerzodeantigeno recombinante contra miostatina(Cuadro 1).

Cuadr01.Esquemacalendarizadodeinmunizaci6nparalostresgruposde animales.

GrupoT1

GrupoT2

o 14 28 Descanso 56
(28dias)

Descanso 113
(28dias)

GrupoT3 Sacrificio
X: Vacuna recombinante P2-P30 X+AR.- Vacuna recombinante P2-P30 mas

antigeno recombinante. T1 y T2.- Grupos experimentales. T3.- Grupo control.

Elmanejodelosanimalesutilizadosenelpresenteexperimenlo,se lIev6 a cabo bajo

los lineamienlos de la NOM-051-l00-1995 de lrato humanitario de animales y la

NOM-062-l00-1999 de especificaciones lecnicas para la producci6n, cuidado y usa

de los animales de laboratorio. EI sacrificio se realiz6 bajo la NOM-033-l00-1995 de

sacrificiohumanitariodelosanimalesdomesticosysilvestres. La evaluaci6n de las

caracteristicasdelacanalycalidad de la carne se hizobajo loslineamienlosde la
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NMX-FF-081-SCFI-2003deproductospecuarios, carne de porcino en canal ycalidad

de la carne.

Las vacunas utilizadas en los cerdos se usaron conforme a la NOM-012-Z00-1993,

que habra de las especificaciones para la regulacion de productos quimicos,

farmaceuticos,biologicosyalimenticiosparausoenanimalesoconsumoporestos

3.1.4VacunaP2-P30miostatina

Lasvacunasseadministraroncadadossemanasdeformasubcutaneaenla region

de la oreja. Los inoculos consistian en 100 lJg de ADN recombinante contra

miostatina en PBS cbp 1 mL, la cual se construyo en el laboratorio de Genetica

Molecular, perteneciente al Departamento de Genetica y Bioestadlstica de la

Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM, la vacuna consta del

plasmido pCI-neo al cual se Ie inserto un fragmento del gen de miostatina modificado

con los epitopos P2 y P30 de la toxina tetanica,los plasmidos recombinantes se

recuperaron usando columnas del kit comercial Quiagen® Endo Free Plasmid Mega

Kit(Ramirez,2013).

3.1.5Antigenorecombinante

Se reforzo con antigenoa losgrupos experimentales, al grupo T1 en la semana 4 y

al grupo T2 en la semana 12. Los inoculos de antigeno recombinante contra

miostatinaconsistieronen 100 lJg de proteina recombinante + adyuvante incompleto

de Freud/1 mL cbp PBS, el cual se obtuvo en el mismo laboratorio que la vacuna,

empleando un sistema de expresion en E. coli basado en el plasmido PETII. La
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proteina se recuper6 por columnas de niquel empleando el kit QIAexprees® Ni-NTA

Fast Start para la purificaci6n ydetecci6n de recombinantes.

3.1.6 Variables medidasen elexperimento1

3.1.6.1 Comportamientodelcrecimiento

Se monitore6 el peso de los cerdos cada 14 dias durante las 16 semanas de

experimento, el alimento se ofreci6 ad libitum y se pesaba diariamente la oferta y el

rechazo.Lagananciadepesofinalseobtuvodelospesosdeloscerdosen las 16

semanas restando el peso inicial. La conversi6n alimenticia se obtuvo de dividirel

consumo de alimento total entre la ganancia de peso final decada unodeloscerdos.

Los cerdos fueron sacrificados en la Unidad de Calidad de la carne del Rancho

Cofradia de la Universidad de Guadalajara. La insensibilizaci6n al momento del

sacrificioserealiz6pormediodechoqueelectricoyposteriormenteloscerdosfueron

desangrados.Elpesoalsacrificioseobtuvoalpesarcadacerdodietad024horas

antesdelsacrificio.ElrendimientodecanalseobtuvodespuesdeI sacrificio,aldividir

el peso de la canal fria a las 24 hr post sacrificioentre el pesoalsacrificio por 100%,

paracada uno de los cerdos seleccionados. Para el peso de la canalseconsider6el

cuerpodelcerdosacrificado, con cabeza, eviscerado,desangradoysinpelo

Se recuper6 un trozo de carne del lome (musculo longissimus dorsi) a la altura de la

decima costilla, de una pulgadade ancho, que comprendia grasa ylomo, con esta

muestra se midi6, grasa dorsal utilizando un vernier milimetrico. EI area dellomo, se



obtuvopormediode unaplantilla. Elcolorsubjetivosetom6con laescala reportada

por el NPPC (National Pork Producer Council) que va del 1 al 5 (1= palido, 2=

ligeramenterosa, 3= rosa grisaceo, 4= rojo claroy5= rojooscuro). EI color objetivo

seobtuvo con un equipo Minolta, utilizando laescalaCIELoaobo. ElpHdelacanala

45 min post-sacrificiosetom6usando un potenci6metro de cuchilla

3.1.6.3 Medici6n de nivelesdeanlicuerposconlra mioslatinaen elexperiment01.

En todoslosgruposexperimenlalessetomaron muestras de sangre eldiaceroyel

dia 112 del experimento. Lasangreseobtuvodelavenacavasuperiorysecolect6

en tubos vacutainerde 8.5 mL sin anlicoagulante, posteriormente se cenlrifug61a

muestra a 3000 rpm por 10 min, el suero obtenido se guard6 en microtubos de 2 mL,

yseprocedi6acongelarlosa-200C hastasuposterioranalisis.

Para evaluar los titulos de anticuerpos contra miostatina, se emple61a tecnica de

ELISA la cual se realiz6 utilizando el siguiente protocolo: Se une el antigeno de

miostatina recombinante at fondo de las placas de ELISA (Maxisorb. nunc) diluyendo

(50 ug/ml) enelamortiguadorde carbonatos (carbonatode sodioO,1 M,bicarbonato

desodioO,1 M, pH 9,6), se incuba por 18 horasa4°C, se realizan 3lavados(Buffer

de lavado 10 X; cloruro de sodio 1,25 M, 250 mM tris-HCI pH 7,9, Tween-20 1%) y se

agrega la soluci6n de bloqueo (Ieche descremada 2%, en Buffer de lavado 1 X)

incubando por 1 h Y posteriormente, se agrega el primer anticuerpo (suero de

animalesinmunizados)diluyend01/100eincubandoporunahoraa37°C. Serepite

el lavado y despues se agregara el segundo anticuerpo diluido 1/1000 (anti IgG

cerdoacopladoaperoxidasa),seincubadurante 1 horaa37°C,se repiteellavadoy



serevelacolocand0100lJl/pozodesoluci6nreveladora(*),seincubapor5minutosy

despues se agrega 50 uVpozo de la soluci6n de frenado (acida sulfurico 42N) y se

lee a 450 nm en lector de ELISA (Crowther, 2010). * Soluci6n reveladora: acido

cltrico 0.1 MpH 4,5 citrato de sodio 0,1 MpH 4,5. Par placa se mezclan 5 ml del

acido citrico 0,1 My 5 ml de citrato de sodio 0,1 M, se agregan 200 lJl de una

soluci6n de 5lJg de orto-fenilen-diamina (OPO), 20 lJl de per6xido de hidrogeno al

3.1.6.4 Medici6nde adipocitos

Oespues del sacrificio se obtuvo una muestra de grasa dorsal de los cerdosde los

grupos experimentales y del grupo control para medici6n de adipocitos. los

adipocitos se fijaron y se tineron usando la tecnica Red Oil descrita par Gondret y

lebret (2002). los frotis (4 par animal) fueron observados al microscopio usando

aceite de inmersi6n y el objetivo 10X. Se tomaron 40 micrografias par animal, las

mediciones incluyeron area y diametro de los adipocitos descartando a los que

tuvieran un diametro menor a 1 lJm. Para esto se utiliz6 un microscopio de luz

(Motic®) y un programa analizador de imagenes (Motic Images Plus 2.0 Ml®), los

cuales fueron facilitados en la Unidad Academica de Medicina veterinaria y Zootecnia

delaUAN

3.1.6.5 Medici6n defibras musculares

Posterior al sacrificio de los cerdos se tomo una muestra del musculo semitendinoso

para medir el efecto de hipertrofia en las fibras musculares por el efecto de la

vacuna. Se cortaron muestras del tejido en forma cubica de aproximadamente 4 cm2
,



las cuales secolocaron en formolal10% para sufijaci6nyconservaci6n hasta su

uso. Despues de mantener las muestras de musculo semitendinoso en formal al

10%, se extrajeron y cortaron trozos de 2 cm2
, los trozos se cortaron usando un

bisturi. Una vez obtenidas las muestras se procedi6 a deshidratarlas, esto se hizo

usando concentraciones crecientes de alcohol a 70%, 80%, 90%, 96% y 100%, las

muestras se mantuvieron en agitaci6n en cada alcohol por 4 h. Despues de la

deshidrataci6nse procedi6 al proceso de aclaramiento, que consisti6en sumergir las

muestras, primero en benzoate de metilo por 1 h, y posteriormente en alcohol

bencilicopor45min,hastaquelasmuestrasseprecipitaronenelaIcohol

Una vez realizada la deshidrataci6n de las muestras se realiz6 el parafinado. EI

parafinadoconsisti6en la inmersi6n de las muestras en 2pasesde parafinaIiquidaa

54°C durante 15 min en cada una. AI terminode esta faseeltejidosecoloc6en un

pequeriorecipientecubicoalcualseleagreg6parafinaliquidadepurezagrado

reactivo, posterior a esto se dejaron enfriarpor una hora a temperatura ambiente

para su solidificaci6n. Una vez s6lidos, los cubos se etiquetaron yguardaron para su

posteriorcorteenmicrotomo. Loscorteshistol6gicosserealizaronenunmicrotomo

giratorio Leica® RM2125RT, estos consistian en cortes coronales de 12 micras de

espesor, los cortes se colocaban en un bario de flotaci6n a 45°C de donde se

tomabanparamontarlosenunportaobjetosconalbumina

Despues de que los cortes estuvieron montados en el portaobjetos se procedi6 al

desparafinado, para esto los cortes se sumergieron en xilol por 30 min.

Posteriomnente se hidrataron en concentraciones decrecientes de alcohol de 100%,

96%, 90%, 80% y 70% por 5 min en cada alcohol. AI termino de esta etapa los cortes



se colocarondirectamente enel colorante hematoxilina de Harris (coloranle basico

quetieneafinidadsobrenucleosyorganelos)durante1 min, despues se lavaron con

agua corriente hasta que dej6 de fluir el colorante. Inmedialamente despues se

colocaron en el colorante eosina a11% recien hecha durante 30 sy despues se

lavaron de la misma manera que el anterior. La eosina es un colorante acido que

tiene afinidad porel citoplasma, al cual tine de color rosa. Enseguida los cortes se

deshidrataron con alcohol elilicoen concentracionescrecienles(70%,80%,90%.96

y100%)durante5minencadaconcentraci6n,yseaclar6eltejidoen xilol durante

20 min. Despuesa los portaobjetosse lescaloco unagota deentellan (resina) yse

lescubri6conuncubreobjetosysedejaronsecardurante1h,posterioralsecadose

verific61a integridad de los cortes usando un microscopio de luz Magnus® para

asegurarsedequeelcortehislol6gicofueracamplelamentelimpioylransversal

Fueron procesadas en total 16 muestras de musculo longissimusdorside cada cerdo

yde cada lratamienlo. La integridad de los cortesya lenidosseverificabaen cada

unadelas laminas anles de tomar las micrografias, si los cortes no eranlos6ptimos,

seprocediaarealizartodoelprocesodecortehistol6gicoytinci6nnuevamente. Las

micrografias de las preparaciones histol6gicas para medirel tamano de las fibras

musculares se obtuvieron utilizando un microscopic de luz Leica® DMLB. Las

micrografias se tomaron ulilizando el objelivo de 20X . Una vez oblenidas las

micrograffas se procedi6 a su analisis histol6gico utifizando el procesador de

imagenes Motic Images Plus 2.0 ML®. Para el an<llisis se midieron alrededor de 10

fibras muscu/ares por campo de las cuales s610 se obtuvo el area. En los



tratamientos T1 YT2 se midieron 75 fibras por muestra (n= 450) y para el tratamiento

T3semidieron100fibraspormuestra(n=400).

3.1.6.6 Nivelesde creatinaquinasa (CK)

Se tomaron muestras sanguineas de 5 cerdes de cada tratamiento en la semana 13

del experimento para medir los niveles de CK en suero. EI suero se analiz6 mediante

espectrofotometrla, utilizando el kit comercial de metoda cinetico para la enzima CK,

se usaron como sustratos, la fosfocreatina y el ADP, y mediante una serle de

reacciones enzimaticas acopladas, se midi6 la velocidad de formaci6n de NADPH

mediante el aumento de absorbancia, a 340-365nm.

3.2 Experiment02

En esteexperimento se atendieron losobjetivosespecificos3y4.

3.2.1 Ubicaci6n

t:ste experimento se lIev6 acabo en la pesta porcina anexa al Laboratorio de

Fisiologia Nutricional, Cirugia Experimental del area CBAP, perteneciente a la

Unidad Academica de Agricultura, dependlente de la Universidad Aut6noma de

Nayarit, la cual se localiza en el km 9 de la carretera Tepic-Compostela.

3.2.2 Animales

En el experimento se emplearon 10 cerdos divididos en 3 grupos de machos

castrados destetados de raza Yorkshire l( Landrace l( Pietrain de 45 dias de edad,



con un peso de 15.0±5 kg. Se alojaron en corrales individuales de 2x2 m con piso

mixtodeconcretoybarandalmetalico

EI alimento utilizado fue una mezcla comercial en base a los requerimientos

nutricionales determinados por el NRC (1998), de acuerdo ala edad y peso de los

animales, y se ofreci6 a los cerdos a saciedad. EI alimento de etapa de inicio

contenia 22%deproteina, el alimento de desarrollo 18%yeldeetapadefinalizaci6n

Se estableci6 un grupo control con dos cerdos y dos grupos experimentales con 4

cerdoscadauno,quefueroninmunizadosporviasubcutaneaeintramuscularendos

diferentes esquemas de vacunaci6n activa con una vacuna de DNA recombinante de

miostatina P2-P30 Y refuerzo de antigeno recombinante contra miostatina (Cuadro

2).

Cuadr02.Esquemadevacunaci6ncalendarizadoparalostresgruposde animales
del experimento 2

Dia 0 14 84
GrupoT1 X Ag-c sacrificio

(1M) (1M)

GrupoT2 Ag-c Ag-i Ag-i Ag-i
(SC) (SC) (SC) (SC)

sacrificio

Grupo T3 PBS PBS PBS PBS
D6nde: X.- vacuna ADN P2-P30 contra miostatina. Ag-c.- Anligeno recombinante +

adyuvante completo de Freud; Ag-i.- Anligeno recombinante + adyuvante incompleto

de Freud. IM.- Intramuscular. SC.- Subcutanea.
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3.2.4VacunaP2-P30miostatina

La vacuna consistla en la misma construccion plasmidica (P2-P30) usada en el

experimento1. Seconstruyoenelmismolaboratorio.Losinoculos consistian en 500

/lg de la vacuna recombinante en 1 mL de PBS y se administraron 2 mL por dosis. La

vacuna se administro el dia cero (dia de inicio del experimento) unicamente en el

grupoT1 en forma intramuscular en laregionde lapierna.

3.2.5AntigenorecombinanteAg-cyAg-i

Seusarondostiposdeantigenos recombinantes: EIAg-celcualconsistiaen 500/lg

de la proteina recombinante + adyuvante completo de Freud/1 mL de PBS y el Ag-i

con 500/lg dela proteina recombinante+ adyuvante incompletode Freud/1 mLde

PBS. AI grupo T1 se Ie inoculo Ag-c el dia 14 del experimento, se hizo de forma

intramuscular en la region de la pierna. AI grupo T2 se Ie inoculo con Ag-c de manera

subcutanea (region de la oreja) al inicio del experimento. UnicamentealgrupoT2se

Ie inoculoAg-i los dias 14,28y42delexperimentodeformasubcutanea enla region

delaoreja. Entodaslas dosisseusaron2 mLporaplicacion.

3.2.6 Variables medidasen elexperiment02

3.2.6.1 Comportamiento en el crecimiento y rendimiento de canal

Se monitoreo el peso de los cerdos cada 14 dias durante las 7 semanas de

experimento, elalimentoseofrecioad libitum. La gananciade peso final seobtuvo

de los pesos de los cerdos en las 7 semanas restando el peso iniciaI.Paracalcularel

rendimientodecanalseus61aecuaci6nparapredecirlacantidaddecortesmagros



expresada en Kg descrita en Orcutt ycolaboradores (1990), para la evaluacion de la

canal en cerdos vivos con ultrasonografia, para estose utilizo un ultrasonido

SonoVet600ylaecuacioneslasiguiente:

CCMU= -2.41 + (0.35 x peso final en Kg) - (1.37 x GD3U en cm) + (0.32 x AOCH en

cm2)

Donde: CCMU= Ecuacion para predecir la cantidad de cortes magros expresada

en Kg; GD3U= centimetros de espesor de ambas capas de grasa dorsal subcutilnea

a la altura de la ultima costilla sobre la linea media; AOCH=area del ojo de la chuleta.

3.2.6.2 Mediciondel area del musculolongissimusdorsiygrasadorsal

Cada 14diasdurantelas7semanasdelexperimentosemonitoreoconelusodeun

ultrasonidoelareaycircunferenciadelmusculolongissimusdorsiyelespesordela

grasadorsalencadaunodeloscerdosdelexperimento.

3.2.6.3 Medici6n de los niveles de anticuerpos contra mioslatinaenel experiment02

En todoslosgruposexperimentalesselomaron muestrasdesangreeldiaceroyel

dia84delexperimento.Lasangreseobtuvodelavenacavasuperiorysecolectoen

tubos vacutainer de 8.5 mL sin anticoagulante, posterionnente se centrifugo la

muestra a 3000 rpm por 10 min, el suero obtenido se guardo en microtubos de 2 mL,

y se procedio a congelarlos a -20·C hasta su analisis. Para evaluar los titulos de

anticuerpos contra miostatina, se empleo tambiiln la tecnica de ELISA indirecta

descritaenelexperimento 1,conunadilucionde 1/100.



3.3 Analisis Estadlstico

En ambos experimentos se realiz6 un analisis de varianza bajo un disei'lo

completamente al azar con covarianza (peso inicial en la variables de

comportamientodelcrecimientoypesoalsacrificioen lavariables de calidadde la

canal). Se realiz6 contrastes simples (gruposexperimentales porseparado contra el

grupo control) ycontrastes pordiferencias (grupos experimenlalesenconjuntocontra

el grupo control) por separado en cada etapa 0 periodo de medici6n, el

procedimiento se lIev6 acabo usando el programa estadislico SPSS®

Elmodeloestadisticoeselsiguienle'

Y,,= ~+ t,+~+E'J

D6nde:~=media

t=tratamiento(T1, T2, T3)

~= covarianza (peso inicial6 peso al sacrificio)

E=errorexperimental



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Resultados de las variables del experimento1

4.1.1 Comportamiento en el crecimiento del experimento 1

Comose observa en la Figura 5. no hubodiferenciassignificativasenganancia de

peso (P> 0.10) entre los grupos experimentales, perosiseobserv6unatendencia a

mayor peso al inicio (peso a 14dias P<0.10)en los cerdosinmunizados (T1-T2). En

cuanto ala ganancia de peso final (GPF) y la conversi6n alimenticia final (CAF),

tampocoseobservarondiferenciassignificativas(P> 0.10) (Cuadr03)

Ganancia de peso catorcenal

~80

c:
Q) 60

~
~ 40

Peso Peso 14 Peso 28Peso 42 Peso 56 Peso 10 Peso 84 Peso 98 Peso
initial dias dias dias dfas dias dias dias 112

dias

Figura 5. Monitoreo del peso catorcenal de los cerdos del experimento 1. 1.- Tres

inmunizacionessucesivas:R.-Refuerzo



Cuadro 3. Ganancia de peso final y conversion alimenticia final de los cerdos con
dosisde100flgdevacunayantigeno.

Mediasajustadasenlos
gruposexperimentales

Contrastessimple Contrastespor
diferencia
(T1-T2)-T3

GPF(kg) 92.87 96.58 93.30

CAF 2.85 2.8 2.82 0.06 0.70 0.786 0.95
ee: error estandar. T1: tres inmunizaciones + refuerzo; T2: tres inmunizaciones +

descanso + tres inmunizaciones + refuerzo; T3: grupo control; GPF: ganancia de

peso final; CAF: conversionalimenticiafinal

Los contrastes simples del peso inicial al peso a los 56 dias, no se tomaron en

cuenta debidoa que los dos grupos experimentales seguianel mismoesquema de

vacunacionenesospesajes

Estos resultados concuerdancon 10 reportado porRamirezen elano 2013, dondeel

comportamiento en el crecimiento de ratones inmunizados con diferentes

construcciones de una vacuna ADN recombinante contra miostatina no mostro

diferencias significativas (P> 0.05), perc ahi si reportan diferencias en las

evaluaciones de la canaldelgrupo inmunizado con la vacuna P2-P30 comparado

con su control (P> 0.05); 10 que en los grupos inmunizados de este trabajo, no

sucede, y que fueron inmunizados con la misma dosis utilizada por Ramirez (100

f.lg). Estos resultadostambien difieren con 10 reportado por Long y colaboradores

(2009),dondela inmunizacion activa con una dosis maselevada (1mgy4mg)deun

antigeno recombinante contra miostatina en cerdos, mostraron diferencias

significativas en el rendimiento de la canal, comparados con el grupo control (P<

0.05). Pero concuerdan con 10 encontrado por Xianyong y colaboradores (2005)
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donde el peso corporal de ralones inmunizados con mioslalina recombinanle de

cerdo no moslr6 diferencias significalivas (P> 0.05). Aunque no hubo efeclo de la

vacuna en el comportamienlo del crecimienlo, se puede observar que los dalos

presenlados en el Cuadro 3 corresponden a paramelros normales en el

comportamienlo produclivo de los cerdos machos Yorkshire-Landrace,enloscuales

se ha reportado una conversion alimenlicia promedio entre 2.30 a 3.1 Kg Y una

ganancia de pesodiaria promediode695g/dia (Bruininxetal., 2001; Dunshea etal.,

2003; Gondrelelal., 2005; Lynchetal., 2006)

4.1.2 Calidadde la canaldelexperimento 1

En cuanlo a la calidad de la canal y sus variables solo se observaron diferencias

estadislicas significativas entre el grupo T2 y el control en la variable color L* (P<

0.10),comosepuedeobservareneICuadr04

La calidad de carne de cerdo, sisoloconsideramoselpH, lacapacidadderelencion

de agua (CRA) y el color, se puede definir por los siguientes alribulos: primero, la

gama de pH ideal se encuenlra enlre 5.6 - 6.8. Carnes con un pH por debajo del 5.6

lienen una CRA reducida y un color palido no aceplable. La carne con un pH mayor

de 6.0 posiblemente son demasiado oscuras



Cuadro 4. Mediciones para determinar la calidad de la canal de los cerdos
inmunizadoscon 100~gdevacunayantigeno.

Pesoal
sacrificio
(kg)
Rendimiento
de canal fria
(%)
Peso canal
fria24hrs
(kg)
Grasa
dorsal (mm)

Area del
lomo(cm2

)

ColorL·

Medias ajustadas en los
gruposexperimentales

Contrastes Contrastes
simple pordiferencia

T1-T3 T2-T3 (T1-T2)-T3

pH24h 5.48 5.58 5.50 0.64 0.89 0.61 083
NPPC: National Pork Producer Council; T1: tres inmunizaciones + refuerzo; T2: tres

inmunizaciones + descanso + tres inmunizaciones + refuerzo; T3: grupo control: L·.

a· y b·.- brillantez, enrojecimiento y amarillez, respectivamente. ·P< 0.10.

Rendimientodecanalfria:seleconsiderocanalalcuerpodelcerdoeviscerado,sin

cerdas,concabeza,pielyexlremidades.

La CRA no mejora por encima de 6.0. Segundo, el color ideal de la carne de cerdo

fresco es el N° 4 en la nueva tabla de colores del National Pork Producers Council



(NPPC). Esto se traduce a una puntuaci6n de color objetiva (Minolta L") de 43.3

(NPPC, 1999, Cannon et aI., 1995). Mas objetivamente, el color se puede medir

usando un cromametro Minolta®. Este metoda mide el brillo (valor de L"), el

enrojecimiento (valor a") y la amarillez (valor b") de la muestra. La NPPC sugiere que

los valores de L" -para describirel range de la escala del color palido N° 1 al color

oscuro N°6-debe ser aproximadamente 61, 55, 49. 43, 37 Y 31, respectivamente

Por 10 tanto, el valor ideal L" parece ser entre 43 y 49. En cuanto a los resultados

presentados en el Cuadro 4, se puede observar que conforme ala escala de la

NPPC para el color, la carne de los cerdos lratados con la vacuna tiene un color mas

palido _N° 1 (palido) de la escala NPPC- que los cerdos del grupo control. Esto

concuerdaconlosvaloresdecolorobtenidosconelcromametroMinolta para L",los

cuales en los cerdos tratados (grupos T1 y T2) tiene valores de 57.14 y 57.89

respectivamente, valores mas altos que en el grupo control (T3) elcualtiene valores

de 52.05 que equivale al N° 2 (ligeramente rosa) de la escala NPPC. Esto pareceria

indicar que la vacuna de ADN P2-P30 tendria un efeclo negativo en cuanlo a la

calidadde lacarne, peroaun no hayestudiosqueconfirmeneslo.

4.1.3 Efecloen los niveles de anlicuerpos contra miostatinaen elexperiment01

En los resultados de las evaluaciones de los sueros por la tecnica de ELISA del

experimento, nose observaron diferencias significativas (P> 0.10) en los nivelesde

anticuerposconlra mioslatinaen ninguno de los grupos experimenlales (Cuadr05).

Se esperaba que los lilulos de anticuerpos de la toma del dia 112 fueran mas

elevados en los grupos tratados (T1 yT2) en comparaci6n con el grupocontrol (T3)



ya que los grupos experimentales ya habian recibido dosis de la vacuna contra

miostatina, pero considerando el nivel de absorbancia del control positivo para

anticuerpos contra miostatina que fue de 1.05 se observa que los lilulos de

anticuerposdelosgrupostratadossonnegativos,porloquesededuce que no hubo

una respuesta inmune a la vacuna suficiente para la producci6n de anticuerpos

Cuadro 5. Niveles de anlicuerpos en suero con dosis de 100 fl9 de vacuna y
anligeno.

Tomade
muestra

Mediasajusladas Contrastes Contraslespor
simple diferencia

T1-T3 T2-T3 T1-T2 (T1-T2)-T3

Dia 112 0.63 0.68 0.67 0.08 0.76 0.91 0.69 0.90
T1: tres inmunizaciones + refuerzo; T2: tres inmunizaciones + descanso + Ires

inmunizaciones+refuerzo;T3:grupocontrol

En este experimenlo se opt6 por utilizar una dosis de 100 fl9 de la vacuna ADN

recombinante contra miostatina P2-P30, considerando los resultados obtenidos en

ratones por Ramirez (2013). En ese trabajo, aunque no se midieron los nivelesde

anlicuerposporelefectodeiainmunizaci6ndeiavacuna,Iaproducci6ndeestospor

elefectodelavacuna seobviaron,yaque sisedemostr6queestatuvoun efecto

significativo (P< 0.05) en las evaluaciones de las canales (aumentode peso en la

regi6n craneal, caudal, miembros posteriores, triceps, cuadriceps y cabeza) en los

ratones inmunizados con la vacuna con los epitopos P2 y P30; esta hip6tesis se

bas6enque no hubierahabidoefectosilavacunano hayaactivadolarespuesta



inmune para la producci6n de anticuerpos que bloquearan la actividad de la

miostatina. Esto fue demostrado por Tang y colaboradores (2007), donde la

utilizaci6n de una vacuna de ADN contra mioslatina produjo un aumento en el peso

corporal a consecuencia del incremento de la masa muscular y este debido ala

producci6n de anticuerpos contra miostatina, porelefectode la inmunizaci6n de la

vacuna. Los resultados obtenidos en este experimento y que se observan en el

Cuadro 5 nos sugieren que la dosis utilizada de 100 flg de la vacuna de ADN

recombinante P2-P30 no fue suficiente para producir una respuesta inmune humoral

4.1.4 EfectodelavacunaP2-P30contramiostatinaeneltejidoadipos0

Seobservaron diferenciassignificativas (P< 0.01) en el area ydiametro (P<0.05) de

los adipocitosentre el grupo control (T3) y el grupo (T1). Como se pueden observar

las medias ajustadas de los resultados por grupo, el grupo T3 contiene adipocitos

con un areayun diametromayorque losgruposT1 yT2quefuerontratadoscon la

vacuna (Cuadr06). Estos resultados son algo contradictorioscon losobservados en

el Cuadro 4, ya que en las evaluaciones de la canal se observa que no hubo

diferencias significativas en cuanto alespesorde grasa dorsal de los grupostratados;

ademas,ahimismoseobservaqueelgrupoconlroltienemenorgrasa dorsal que los

tratados,porloqueseesperabaque,eneltamanodelosadipocitos,losresultados

nomostrarandiferenciassignificativas.Enreportespreviossehacomprobadoquela

miostatina juega un papel directo en la regulaci6n de la homeostasis del tejido

adiposo (McPherron et aI., 1997). De hecho McPherron y colaboradores (1997),



notaronqueratonesknockout paraelgendemiostatinatenianivelesdetectablesde

ARN de miostatina en el tejido adiposo. Tambien se ha demostrado que ratones

knockoulpara elgen de miostatina reducen los niveles degrasa subcutanea en el

cuerpo y los niveles de concentracian de leptina (Lin elal., 2002; McPherron y Lee,

2002). La sobreexpresi6n de un inhibidor de miostatina reduciendo su actividad,

tambienmostraunareducciandetejidoadipososubcutaneo(Zhaoelal., 2005)

Cuadro 6. Efecto en el area ydiametro de los adipocitos con una inmunizacian de
100flgdevacunayantigeno.

Area (Ilm')

Mediasajustadas Contrastes
simple

Contrastes
por

diferencia
(T1-T2)-T3

Diametro
(flm) 91.7 95.1 966 0.85 0.001*"· 0.24 0.004"

T1: tres inmunizaciones + refuerzo; T2: tres inmunizaciones + descanso + tres

inmunizaciones+refuerzo;T3:grupocontrol.···P<0.01;··P<0.05

Aun no se hadilucidado como la miostatinaafecta al tejido adiposo, por 10 que se

creequelareducci6ndelagrasacorporalsedebeaquelamiostatinapuedeactuar

directamentesobre los adipocitos, promoviendola proliferacian odiferenciacian en

un mecanisme invertido como en el musculoesqueleticoolareducciondela grasa

corporal puedesersecundaria al aumento de lademanda metabolicadelincremento

significativo de la masa muscular en ratones knockout para el gen de miostatina

(Elliotetal,2012).
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4.1.5 Efectodelavacuna P2-P30 miostatina en lafibras muscularesyanligeno

CuandoseevaluoelAreadelasfibrasmuscularesdelmusculosemitendinoso,nose

observarondiferenciassignificativas (P> 0.10) entre losgrupostraladoscomparados

Los resultados discrepan con loencontrado en el bloqueode la miostalinaporaccion

de anticuerpos monoclonales contra miostalina (Whittemore et al.. 2003; Tang et al.,

2007), en eslos trabajos se demoslro que el bloqueo de la miostatina produce un

aumento en el area de las fibras musculares (hipertrofia) en los ratones Iratados,

comparadosconsuscontroles

Cuadr07. Efecloenelareadelasfibrasmuscularesulilizandounadosisde100119
de vacunayantigeno

Mediasajusladas Contrastes
simple

Conlrastespor
diferencia
(T1-T2)-T3

Area 4786.78 4670.01 4778.11 76.78 0.93 0.34
(flm

2
)

T1: Ires inmunizaciones + refuerzo; T2: Ires inmunizaciones + descanso + Ires

inmunizaciones+refuerzo;T3;grupocontrol. ·P<0.10.

Perodadoqueenesteexperimenlonohubounarespuestainmunelacualprodujera

anlicuerpos capaces de bloquear la accion de la mioslatina (Cuadro 5), yasi

provocarun efecto hipertr6ficoen las fibras musculares, era deesperarse que las

mediciones de las fibras resultaran sin diferencias entre los grupos tratados y el

control.



4.1.6 Efeclo de la vacuna P2-P30 mioslatina en los niveles sericos de crealina

quinasa(CK)

En cuanlo a los niveles de CK en sangre lampoco hubo diferencias estadislicas

significalivas(P>0.10)entrelasdislintaslomasdemueslra(Cuadr08)

Cuadro8. Resultados en 10snivelessericosdeCK.

Niveles
deCK
(U/L)

diaD dia56 dia dla
112(T1) 112(T2)

Contrastessimple
0-56 0- 0-

112(T1) 112(T2)

T1: Ires inmunizaciones + refuerzo; T2: Ires inmunizaciones + descanso + Ires

inmunizaciones+refuerzo;T3:grupocontrol

La CK es una enzima que se encuenlra, lanlo en el cilosol como en las milocondrias

de las celulas,pertenece a lafamilia de lasguanidino-fosfolransferasas yes clave

en el melabolismo energetico celular (Webb etal., 1997). Calaliza la fosforilacion

reversible de crealina a fosfocrealina y de ADP a ATP, esla reaccion es importanle

en la regeneracion del ATP. La crealina quinasa se encuenlra principalmenle en el

musculoesquelelico,enelmusculocardiacoyenelcerebro(Sch lallneretal., 2006).

Niveles elevados de CK en suero esl<in eslrechamenle asociados con el dana

celular,la disrupci6n de las celulas musculares, 0 enfermedad. Eslas alleraciones

celulares pueden causarque la CKsefillre a partir de celulasen el suero sanguineo

(Tolsuka et a/., 2002). La medici6n de la aclividad de CK en suero y delerminacion

de perfiles de sus isoenzimassonlodavia un importanleindicadorde laocurrencia
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denecrosisdecelulasdelmusculoyeldaiiotisulardebidoalaenfermedad 0 trauma

(Brancaccioetal.,2007)

Se ha reportado que el bloqueo de la miostatina reduce los niveles de CK. Haidet y

colaboradores(2008),demostraronen ratones, que la inhibici6ndelaactividaddela

miostatina utilizando folistatina reduce los niveles de CKen suero. La inmunizaci6n

decerdosconunantigenorecombinantecontramiostatinareducelos nivelesen la

aclividad de la CK en suero de 19.9% a 43.8% comparados con sus controles (Long

et aI., 2009). Dado que en este experimento no hubo efecto de la vacuna para

producir anticuerpos capaces de bloquear la actividad de la miostatina, era de

esperarque los niveles de CK no fueran bajos, pero aun asi los niveles presentados

siguen siendomuyelevados para los estandares en cerdos. Losnivelesnormalesde

CK en cerdos oscilan entre 66-489 U/L y en cerdos estresados los niveles son

mayores a 1000 U/L (Duncan and Prasse's Veterinary Laboratory Medicine: Clinical

Pathology, 2003). Una explicaci6n a los valores de CK del experimento puede ser el

manejo dado a los cerdos previo a la toma de mueslra para medir los niveles de CK,

enelquelosanimalespudieronhaberseestresadoyalteradosusnivelesde CK.

4.2 Resultados de las variables del experimento 2

4.2.1 Efectoenelcrecimientoyrendimientodelacanalenelexperiment02

Como se observa en la Figura 2, no se encontraron diferencias significativas en

ningunodelospesajesdelosanimalesenelexperiment02(P>0.10),al igualque en

la ganancia de peso lotalyel rendimiento de la canal (P> 0.010)(Cuadr09).



Ganancia de peso catorcenal

Figura 6. Monitoreo del peso catorcenal de los cerdos del experimento 2. Ag-c:

antigeno + adyuvante completo de Freud; Ag-i: antigeno + adyuvante incompleto de

Cuadr09. Ganancia de peso total y rendimiento de canal porultrasonografia

GOP
total (kg)

Medias
ajustadas

Contrastespor
Contrastessimples diferencia
T1-T3 T2-T3 T1-T2 (T1-T2)-T3

5.20 0.83

Rend.
canal(%) 39.81 40.55 41.14 0.65 0.29 0.61 0.33 0.41

T1: vacuna + (antigeno + adyuvante completo de Freud); T2: (antigeno+ adyuvante

competodeFreud)+(antigeno+adyuvanteincompletodeFreud);T3:grupocontrol

GOP total.-ganancia de peso total; Rend. canal.- rendimiento de canal
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lasmedicionesderendimienlodecanalseobluvieronmedianleulIrasonografia,los

valores moslrados son congruenles con 10 enconlrado por olros aulores que

utilizaron el mismo metoda donde tuvieron rendimientos de canal en kg similares

(Mersmann, 1982; Terry et aI., 1989; Guadarrama el aI., 1999),

4.2.2 Efecto en el musculo longissimus dorsi y grasa dorsal en el experimenlo 2

En cuanto al area ycircunferencia del musculo longissimus dorsi (lD) Y espesor de

grasadorsalnohubodiferenciassignificativasenningunodelosgruposlratados(P>

0.10).

Seesperaria que el efeclo del bloqueo de la mioslatina se reflejara en un aumento

eneltamanodellongissimusdorsi,dadoquesehademoslradoquelainmunizaci6n

contra mioslalina produce un aumenlo en volumen del musculo esquelelico

(Bogdanovich el aI., 2002; Whittemore et al., 2003; Kim et al., 2006; Long et al.,

2009; Ramirez, 2013).

Long y colaboradores (2009), inmunizaron cerdos con un antigeno recombinanle

conlramioslalina, un grupoconlroldecerdos con unadosisde 1 mgde anligenoy

olro grupo lralado con 4 mg,susresulladosmueslran un rendimienlo de canal mayor

en losgrupos lralados comparados con su conlrol (P< 0.01) 10 cual difierecon los

resulladosdeeslelrabajo, peroaligualqueenesla invesligaci6n,noreporlan

diferenciassignificativasenelespesordegrasadorsalyareadelojodelachulela

(P>0.05) (Cuadro 10).



Cuadro 10. Efecto de la vacuna P2-P30 y antigeno en ellongissimus dorsiy grasa
dorsal.

Grasadorsal
(mm)

LD
circunferencia
(mm)

Mediasajustadas Contrastes
simple

Contrastespor
diferencia

T1-T2 W-T2)-

LD area
(mm2

) 279.94 275.48 287.71 37.11 0.90 0.85 0.91 0.87
T1: vacuna + (antigeno + adyuvante completode Freud);T2: (antigeno+adyuvante

competodeFreud) + (antigeno + adyuvante incompletode Freud); T3:grupocontrol;

LD.-Iongissimusdorsi

Los resultados aunque sin mostrar diferencias significativas, concuerdan con 10

reportado por Guadarrama y colaboradores (1999), quienes usando ultrasonografia

reportaronunareadeLDde33.3cm2 yunespesordegrasadorsalde2.7 em, ellos

usaron cerdos con un peso vivo final de alrededor de 107 Kg yen este caso se

usaron cerdos de alrededorde 78 Kg, loquepodriaexplicarestavariaci6n;ademas

se demuestra que, aunque la vacuna no tuvo un efecto positivo en crecimiento

muscular, rendimiento de canal (Cuadros 9 y 10) Y comportamiento en el crecimiento

(Figura 2), tampocoseobservaronefectos perjudiciales, puestodos los parametros

semantuvieronen los rangos normalesdelcomportamiento productivoencerdos.



4.2.3 Efectoen los nivelesde anticuerpos en el experimento 2

Para los niveles de anticuerpos contra miostatina solo hubo diferencias en el

muestreo del dia 84 entre los grupos Tl y T3 (P< 0.01) Y entre los grupos T1 y T2

(P< 0.01), donde se observan niveles mas altos de titulos de anticuerpos contra

miostatinaenelgrupoTl

Cuadro 11. Niveles de anticuerpos en suero con dosis de 1000 ~g de vacuna y
antigeno

Mediasajustadas Contrastessimple Contrastespor
diferencia

T3 ee Tl-T2 (T1-T2)-T3

Dia84 1.256 1.171 1.115 0.01 0.006*** 0.12 0.006*** 0.02*
Tl:vacuna+ (antigeno + adyuvante completo de Freud); T2: (antigeno + adyuvante

competode Freud) + (antigeno +adyuvante incompleto de Freud); T3:grupocontrol;

LD.-Iongissimusdorsi. ***P<0.01

Con el grupo T1 se sigui6 una estrategia inmunizaci6n prime-boost, esta estrategia

de inmunizaci6n implica cebar primeramente el sistema inmune a un antigeno diana

emitido por uno vector y luego impulsar selectivamente esta inmunidad por la

readministraci6nde un antigeno recombinanteo unvectordistinto. Con lasprimeras

estrategias prime-boost los efectos en la inmunizaci6n fueron meramente aditivos,

mientras que con algunas estrategias recientes (que involucran poxvirus 0

adenovirus) se han logrado potentes efectos sinergicos (Woodland. 2004). Esta

mejorasinergicadelainmunidadalantigenodianaesreflejadoenun incremento en

el numerodecelulasTespecificasalantigeno, enriquecimiento selectivode celulas

T de alta avidez y el aumento de la eficacia contra el desafio del pat6geno



(McShane, 2002; Estcourt et al., 2002). Ademas. se ha demostrado la activaci6n

tanto de linfocitos T CD8+ y CD4+ (McShane, 2001; Brooks et al., 2001; Tanghe et

al., 2001). Los resultados del Cuadro 11, muestranquelaestrategiade inmunizaci6n

prime-boost es la mas eficiente para producir inmunidad. Nuestros datos concuerdan

con 10 reportado por Long ycolaboradores (2009),donde lasdosis de 1 mg y4mg

de un antigeno recombinante contra miostatina inoculado en cerdos produce un

aumento en los niveles de anticuerpos contra miostatina en los sueros de los

animalestratados comparados con su control(P< 0.05) en muestrastomadaseldia

84 del experimento. Nuestrosresultadostambienmuestranquea pesardequehubo

unarespuestainmunealavacunayalantigenorecombinantecontramiostatinaenla

producci6ndeanticuerpos,estarespuestanofuelasuficienteparaproducirun

efecto en el comportamiento del crecimiento, rendimiento de la canal y las demas

variables mostradasenelCuadro 10



)1

Se puede concluir con estes dos experimentos que una dosisde 100 I1g de vacuna

de ADN P2-P30 no produce una respuesta inmunol6gica en cerdos. alJn en un

sistemadevacunaci6nprime-boost,ylautilizaci6nde1000flgdelavacunaproduce

una respuesta inmune como 10 demuestran los niveles de anticuerpos, pero esta

respuesta noes la suficientecomopara producirunefectoen elcrecimientode la

masamuscularyrendimientocanalencerdos

Se recomienda hacerpruebas para valorar la dosis de la vacuna ysu efectoen el

crecimiento muscular en cerdosya que las dosisencontradas en ratonesnotuvieron

losmismosefectos encerdos.
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