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RESUMEN

La miostatina es una proteina perteneciente a la familia del factor de crecimianto
vransformante P {TGF-B). la cual desempefia un papel destacado en el control
negativo del desarrollo muscular. En experimentos realizados en ratones knockou!
para miostatina, se observo un aumento considerable en sus masas musculares
La miostatina es bloqueada en sangre por proteinas que impiden su union al
receptor. El propésito de este trabajo fue evaluar el efecto de la innibicién
inmunolégica 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 ratones.
obteniendo resultados alentadores en el aumento de sus masas musculares. Se

realizaron dos Enel 1 se cerdos con

dosis de 100 ug de Ja vacuna P2-P30 miostatina y se hizo un refuerzo de 100 g
de antigeno, encontrandose en los grupas tiatados mayor luminosidad (L°) (P<
010}, menor area y didmetro de adipacitos (P< 0.001). pero no se ancontraron
diferencias entre los grupos tratados y su control en las demas variables de
comportamiento de crecimiento, calidad de la canal y niveles de anticuerpos. En
el experimento 2, se inmunizaron cerdos con dosis de 1000 g de ta vacuna P2-
P30 miostatina y 1000 ug de antigeno recombinante. Se encontraron diferencias
en los niveles de anticuerpos, teniendo tituls mas elevados I0s grupos tratados
(P< 0.006). pero sin diferencias en ef comgonamiento en el crecimiento y calidad

dela canal entre los grupos tratados y su canlrol,



1. INTRODUCCION
La miostatina es una proteina perteneciente a la familia del factor de crecimiento
transformante [ (TGF-), la cual desemperia un papel destacado en el control
negativo del desarrollo muscular. Se expresa casi de forma exclusiva en el misculo
esquelético, donde actua de forma autocrina/paracrina al inhibir el desarrolio
muscular. Bloguea la proliferacion y la diferenciacion de los mioblastos inhibiendo la
sintesis proteica. En experimentos realizados en ratones knockout para miostatina,
se observé un aumento considerable en sus masas musculares. La miostatina es
blogueada en sangre por proleinas que impiden su union al receptor. La principal
proteina es la region N-terminal de la misma miostatina (propéptido), otras proteinas
son la folistatina (FST), la FSLT3 (follistatin-like 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 inhibicion de la miostatina, una version 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 af, 2003; Lee et al

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

desde el punto de vista clinico, como tratemiento contra distrofias musculares,
perdidas de la masa muscular relacionada con enfermedades cronicas; mas
recientemente, en el tratamiento de fa obesidad y la diabetes tipo il

Desde el punto de vista agropecuario. la inhibicion de la miostatina puede usarse

para mejorar el rendimiento de la canal en animales de importancia econdmica

Investigaciones actuales sugieren que los animales con un mayor numero de fibras



musculares de tamafo moderado. producen una mayor cantidad y calidad de la
came.

Algunas mutaciones relacionadas con la miostatina también pueden producir una
hiperplasia del misculo esquelético. Estas han aparecido de forma natural y se han
seleccionado independientemente en algunas razas de bovinos y ovines, pero eslas
mutaciones no han sido descritas en cerdo u atras especies de interés carnico; por lo
que. la Gnica manera de aprovechar ésta hipertrofia en las masas musculares
relacionado con las miostatina en estas especies s6lo se puede lograr por métodos
Iransgénicos o usando la terapia génica. La inhibicion inmunologica de la miostatina
con fines de produccion y calidad de la carne en animales de uso zootécnico no se
ha explorado; por lo que una manera de lograrlo, es con el uso de las vacunas de
ADN

Las vacunas de ADN constituyen una herramienta promisoria para éste proposito.
Estas vacunas se basan en la inmunizacion de un plasmido el cual posee una regién
que codifica el anligeno de interés bajo el control de un promotor de mamifero (como
ejemplo el intron A del CMV) y puede ser producida facilmente en las bacterias. A
diferencia de las vacunas convencionales, las vacunas de ADN tienen la habilidad de
estimular tanto la respuesta inmune humoral como fa celular, y no tiene los
problemas que poseen el empleo de las vacunas con antigenos inactivos o
atenuados y as cuestiones de bioseguridad asociadas a este lipo de vacunacion
Otro aspecto importante es que su produccin es refativamente menos costosa y no
requieren de cadena de frio rigurosa para su distribucion dada su mayor estabilidad

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



de multiples no se producen anti-ADN (Rey;

y Entl, 2001; Reyes-Sandoval y Pinto, 2002)
El propésito de este trabajo fue evaluar el efecto de Ia inhibicion inmunoldgica de la
miostatina en cerdos, en etapas de crecimiento y engorda, usando una vacuna de

ADN i (P2-P30) en con antigeno contra

miostatina, los cuales han sido probados en ratones, obteniendo resuitados

alentadores en el aumento de sus masas musculares.



1.1 Hipbtesis

La administracion de la vacuna de ADN recombinante P2-P30 reforzada con
antigeno recombinante en diferentes esquemas de vacunacion activa, durante las
etapas de crecimiento y engorda en cerdos, llevara a un aumento de las variables en

el det de la canal y respuesta inmune en la

produccion de anticuerpos contra miostatina,
1.2 Objetivo General

Evaluar en las etapas de crecimiento y engorda de cerdos la administracion por
separado de 100 ig y 1000 g de la vacuna de ADN recombinante P2-P30 reforzada

con antigeno recombinante contra miostatina en distintos esquemas de inmunizacion

activa, por medio de las variables de del de

la canal y de la respuesta inmune por la produccion de anticuerpos contra miostatina.

1.3 Objetivos Especificos

1.3.1 Comparar dos esquemas prime-boost de inmunizacion activa en cerdos
durante las etapas de crecimiento y engorda, con 100 ug de la vacuna de ADN
recombinante de miostatina P2-P30 reforzada con 100 ug de antigeno recombinante,
a una dosis constante sobre el efecto en el comportamiento del crecimiento y en las

mediciones del rendimiento de la canal

1.3.2 Comparar dos esquemas primer-boost de inmunizacion activa en cerdos
durante Ias etapas de crecimiento y engorda. con 100 g de la vacuna de ADN

recombinante de miostatina P2-P30 reforzada con 100 ug antigeno recombinante, a

4



una dosis constante sobre la respuesta inmune mediante la generacion de
anticuerpos contra miostatina, metabolitos de creatina quinasa (CK), adipogénesis e
hipertrofia muscular

1.3.3 Comparar dos esquemas de inmunizacion activa en cerdos durante las etapas
de crecimiento y engorda. con 1000 ug de la vacuna ADN recombinante de

miostatina P2-P30 y 1000 ug de antigeno recombinanle, a una dosis canstante sobre

el efecto en el del yen las jones del
de la canal

1.3.4 Comparar dos esquemas de inmunizacion activa en cerdos durante las elapas
de crecimiento y engorda, con 1000 g de la vacuna ADN recombinante de
miostatina P2-P30 y 1000 ug de antigeno recombinante, a una dosis constante sobre

la respuesta inmune mediante la generacion de anticuerpos contra miostatina



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1 La miostatina

El gen que codifica la miostatina (también 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 misculo pectoral de raton que fue
amplificado usando una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) degenerativa

Es miembro de la del factor de B (TGF-p) por

Io que comparte varias caracteristicas en su estructura primaria con otros miembros
de la superfamilia. €I miembro mas parecido en estructura primaria a la miostatina es
el GDF-11 (Gamer ef al, 1999; McPherron ef al, 1999; Nakashima et al, 1999), el
cual fue descubierto posteriormente a la miostatina y se expresa en embrion en el
tejido nervioso dorsal, extremidades: y en la etapa adulta, en el cerebro y la pulpa
dental. La miostatina tiene un 90% de homologia con la regién C-terminal de este
miembro.

Como todos los miembros del TGF-, la miostatina tiene ciertas caracteristicas
basicas en su estructura, como un péplido sefial N-terminal. una secuencia
conservada (RSRR) necesaria para el procesamiento proteolitico que dara origen a
un péptido C-terminal con nueve residuos de cisteina, los cuales son necesarios para
la conformacion tridimensional y dimerizacion de la molécula madura. Sin embargo,
la secuencia de la region C-terminal de la miostatina difiere de otros miembros del

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



miostatina no puede incluirse en ninguna otra de las subfamilias existentes
(McPherron et af, 1997; Arce et al, 2005). La miostatina se expresa durante la
embriogénesis en las células del miotomo, en animales adultos se expresa

en el musculo ético. aunque en valores mucho menores

también se expresa en el tejido adiposo, corazén, la glandula mamaria y las células
hematopoyéticas (McPherron et al, 1997, Gonzalez-Cadavid ef al. 1998; Shaoquan

et al, 1998; Sharma et al, 1999; Cho et al, 2002).
2.2 Estructura del gen codificante para miostatina

La estructura del gen esta constituida por tres exones intercalados entre dos intrones.
(Grobet et al, 1997)

Elintron 1 se localiza entre las bases 5460 y 7285 en la region 3'y a 67 pares de
bases (pb) del exon 2. se localiza una zona rica en pirimidinas. Se encuentra una
adenina en un contexto apropiado (UUAAC) situada a -23 pb del limite 3 del exon;
puede ser ef lugar de la formacién det lazo en la maduracion del ARNm por splicing
(Keller y Noon. 1984) Se han localizado dos posibles sitios de inicio de la
transcripcion aproximadamente a 110 pb (inicio 1) y a 137 pb (inicio 2) precediendo

al codon de iniciacion (Figura 1).
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Figura 1. Esquema de las caracteristicas generales de la estructura del gen de

miostatina bovina y regiones codificantes para la proteina (Ramirez, 2013)

El promotor de Ia miostatina esta difigido por una TATA-box a unos 21 pb del punto
de inicio 2. Ademas, contiene una CAAT-box a 85 pb del punto de inicio 2 {Royo,

2003)
2.3 Estructura de proteica de la miostatina

La miostatina como tal esta formada por un péptida sedal. un péplido latente, y un
dominio C-terminal. Se sintetiza como una pre-proteina, la cual debe de sufrir un
procesamiento proteolitico, para dar lugar a la forma bioldgicamente activa, que
consta de un dimero del domino C-terminal de la miostatina. unido por puentes

disuffuro (McPherron y Lee, 1996; McPherron et al,, 1997) (Figura 2).



Estructura e la proteina miostatina

p.ceral  PEPTIDO LATENTE (LAP) PEPTIDO MADURO

Figura 2. Estructura de la proteina de miostatina. formada por un péptido sefal. un

peptido latente, un dominio C-terminal y un sitio de proteslisis RSRR

Aligual como ocurre con la mayoria de los miembros de Ia superfamilia del TGF-B, fa
miostatina presenta un elevado grado de conservacién, con una homologia de mas
del 96% en la secuencia de aminoacidos de la region C-terminal en todas las

especies de aves y mamiferos estudiadas (Arce ef al, 2005}
2.4 Accion biolégica de la miostatina

La principal accion de la miostatina es regular negativamente el desarrollo muscular,
fundamentalmente durante ef desarrollo embrionario como después del nacimiento
(Arce et al, 2005). Actia como una sefal secrefada por la célula muscular
esquelética que provoca un feed-back negativo.

El propéptido se escinde de la region madura durante ef procesamiento proteaitico.
La enzima responsable de esto es la furina. una endoproteasa intracelular implicada

en el procesamiento de diversos miembros del TGF-f y de otras proteinas (Thomas
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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 aminoécidos que formaran a la proteina madura (McPherron et al, 1997)
Tanto las moléculas de miostatina madura como las del propéptido permanecen
unidas entre si, formando un complejo latente. En estas condiciones la miostatina
presenta muy baja afinidad por su receptor, por lo que carece de actividad biolégica
(Lee y McPherron, 2001; Thies et al. 2001: Rios et al. 2001: Hil et al. 2002: Hill et
al, 2003)

Para que se produzca la activacion de la miostatina, el propéptido debe de separarse
dei dimero C-terminal. La separacion del propéptido se produce por accion de
metaloproteasas pertenecientes a la famiia BMP-1/TLD (bone morphogenetic
protein-1/tolloid) (Woliman et al, 2003). Estas modificaciones causan la liberacion del
dimero maduro capaz de unirse a una pareja de receptores localizados en la
superficie de las células diana, formada por ACtRIIB (activin receptor iI8) y ALK4
(activin-like kinase 4) los cuales comparte con la activina. Esta union de la miostatina
a sus receptores, provoca una via de sefalizacion que implica la fosforilacion de las
moléculas de sefalizacion smad-2 y smad-3. Estos a su vez forman un heterodimero
con smad-4, para formar un factor de transcripcion. capaz de entrar al nicieo e
inducir la expresion de cualquier gen flaqueado por la secuencia de reconocimiento
adecuado. En el nicleo, la miostatina inhibe la expresion de factores de regulacion
miogénica, 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 secrecion. activacion y actividad de la miostatina

(adaptado Lee y McPherron (2001). McNally (2004). Joulia-Ekaza y Caballero (2006)
2.5 Efectos de la miostatina en el metabolismo
2.5.1 Metabolismo lipidico

Hay informes contradictorios acerca del efecto de la MSTN en el metabolismo
lipidico. En pruebas con ratones, a los cuales se les elmin6 el gen de la miostatina
mostraron significativamente menos colesterol en suero, asi como niveles reducidos
de triglicéridos en suero y a nivel hepatico comparados con los ratones del tipo

salvaje (McPherron y Lee, 2002; Guo et al, 2009). En investigaciones con ganado
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bovino con miostatina nula, éstos mostraron resultados similares. Sin embargo. no se
sabe si esto se debe a una reduccion intramuscular de los adipocitos o en lipidas
intramiocelulares (Menissier, 1982; Savage et al.. 2007).

Det mismo modo, el tratamiento en ratones de tipo salvaje aduftos con el SACIR-IIB
(fraccién soluble del receptor de activina tipo B} durante 10 semanas. redujo
drasticamente 1a masa grasa, mejoro la sensibilidad a la insulina y aumento la
captacion de glucosa muscular, pero no despues de 4 semanas (Akpan et al,, 2009)
Contrario a esto, Benny Klimek y colaboradores (2010). reportaron altos niveles de
masa grasa abdominal en respuesta a la inhibicién de miostatina via inyeccion a una
linea celular CHO secretando SACtR-IIB en un ralén alimico desnudo, mientras la
inhibicion de la miostatina a través de una vacuna de ADN en conlra de miostatina
mostré un incremento en fa mzsa del misculo esquelético pero sin una reduccion en
Ia grasa abdominal (Tang et al, 2007).

Por otra parte, Zimmers y colaboradores (2002). mastraron que la sobre expresion
sistémica de miostatina en ratones adultos induce a una pérdida significativa de
grasa; mientras que Stolz y colaboradores (2008), reportaron que fa administracion
exogena de miostatina sobre el rango de dosis (2-120 mgfdia) podria no reducir la
masa grasa en ratones de tipo salvaje o genélicamente obesos (ob/ob. db/db)
Tomados en conjunto, estos reportes sugieren efectos contradictorios de la inhibicion
de la miostatina en el metabolismo lipidico. Sin embargo, los experimentos llevados a
cabo por la administracién sistémica de inhibidores de 1a miostatina en modelos de
obesidad en ratones sugieren que la terapia contra miostatina puede ser eficaz en la

mejora del metabolismo de la glucosa en lugar dei Iratamiento de fa obesidad
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Estudios en raones transgénicos para miostatina, mostraron que ef grado en que se
ve afectada Ia adiposidad parece ser inversamente proporcional a fa extension de la
hipertrofia o atrofia (Sulrave ef al, 1990; Musaro et al, 2001: Reisz-Porszasz et al

2003; Pursel et al, 2004; lzumiya et al, 2008; Leong el al, 2010). Guo y
colaboradores (2009), reportaron en ratones knock-out para miostatina, un aumento
en Ia captacion celular de glucosa y sensibiiidad a la insulina, ademas de una
disminucion de tejido adiposo como consecuencia indirecta de las alteraciones
metabolicas en el misculo esquelético. Estos reportes sugieren que la miostatina no
afecta el tejido adiposo directamente. y que los efectos en la reduccion del tejido
adiposo en la inhibicion de a miostatina en ratones son como resultado indirecto del
incremento en la masa del musculo esquelético

En otros reportes se informo que la miostatina promovié la resistencia a la obesidad
inducida por dietas altas en grasa en ratones transgénicos, y en donde reportan que
se mejord la tolerancia a la glucosa y la reduccion en ayunas en los niveles de
glucosa, insulina, y triglicéridos. La miostatina podria indirectamente inhibir la
acumuiacion de fipidos, que afectan la masa adiposa, a lravés de la sobreexpresion
de la miostatina adiposo especifica (Feldman et al, 2006) en lugar de la supresion de
la miostatina muscular especifica (Guo et al, 2009). Esta resistencia se atribuye a un
incremento en la tasa melabélica causada por los adipocitos pequefos y
aparentemente inmaduros (Feldman ef al, 2006). Tomados en conjunto, estos
resultados indican que la sefalizacion de la miostatina no liene necesariamente un

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



convencionales o altas en grasas: sin embargo, ellos proponen un posible papel de la

miostatina en la regulacion def metabolismo de los adipacitos.

En el incremento de la masa del misculo esquelético se informé un cambio indirecto
en el metabolismo del higado asi como del tejido adiposo. La induccion del transgen
Akt en ratones obesos inducidos por la dieta resulto en una disminucion del peso
corporal y la masa magra asi como la reduccion de la esteatosis hepatica. El
crecimiento del musculo esquelético mediado por Akt prolegié el higado de los
efectos de una dieta alta en grasa y aumentd la oxidacion de los scidos grasos
(lzumiya ef ai, 2008). Estos ratones habian incrementado la beta oxidacion de los
acidos grasos debido a una mayor dependencia de la glucosa por la demanda de
energla por el misculo esquelstico hipertrofriado. Del mismo modo, un estudio in
vitro mostré un incremento en la oxidacion de acidos grasos en las mitocondrias
aisladas de higado de ratones homocigdticos mutantes para miostatina (Mstn™) y
para el receplor de lipoproteina de baja densidad (Ldh™) alimentados con una dieta
alla en grasa comparados con ratones homocigoticos normales Mstn™" y Lair” (Tu
ef af. 2009). Por olra parte, 7o hubo un aumento de la oxidacién de acidos grasos
hepaticos en ratones con el gen de la miostatina nula alimentados con dieta alta en
grasa (Guo et af. 2009), ni tampoco en ratones con el gen de la miostatina nula
alimentados con dista convencional (Stolz et a, 2008). ni en ratones adultos obesos
que recibieron anticuerpos contra miostatina (Stolz ef al, 2008). Por lo tanto, Ia
oxidacion heptica de acidos grasos no parece ser una caracteristica constante de la
mediacion de la miostatina a la resistencia de la obesidad inducida por una dieta alta

en grasa, donde otios factores pueden estar contribuyendo. por ejemplo la
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composicion de la dieta y la duracion del tiempo en dietas altas en grasa. No
obstante, es evidente que la miostatina juega un papel en la regulacion del

metabolismo lipidico en el higado.
2.5.2 Metabolismo de la glucosa

Ya que el musculo esquelético es el tejido predominate donde ta captacion de la
glucosa estimulada por la insulina se lleva a cabo en el estado postprandial. mejorar
1a sensibiidad a la insulina (SI) es esencial para mejorarla en el resto del cuerpo
(Savage et al. 2007, DeFronzo y Tripathy, 2009)

Ratones en fos que se ha eliminado el gen de la miostatina mostraron alta
utiizacion de glucosa y mejora de SI cvando se midieron por calorimetria indirecta y
por pruebas de lolerancia a glucosa e insufina, asi como represion en el estado
hiperinsulinemico-euglucémico de ratones del tipo salvaje (McPherron y Lee, 2002,
Guo et al, 2009). Desde entonces, la tasa de infusion de glucosa (GIR de glucose
infusion rate) medida en estos estudios de fijacion. determina la SI. Una aita GIR en
ratones con miostatina nula indica mayor captacién de glucosa por los tejidos
periféricos en respuesta a la insulina en comparacion con los ratones del lipo salvaje
(Guo et al, 2009). Ademas. la administracion in vivo de insulina en ratones con
miostatina nula resulto en una mayor activacion de Akt {serina-lronina quinasa) que
media la sefalizacion de la insulina y del factor de crecimiento tipo insubina {IGF-1)
en el musculo esquelético, asi como en el tejido adiposo blanco y marrén. Esta
observacion sugiere que la mejora en todo el cuerpo de Si en ratones con miostatina

nula no es exclusivamente consecuencia del aumento de la masa muscular

15



esquelética (Savage et al, 2007, DeFronzo y Tripathy, 2009, Guo et al, 2009)
Guricsamente, se (eportd que la miostatina reduce la sefalizacion de Akt inducida
por IGF-1 donde inhibe la diferenciaciéon de mioblastos y la hipertrofia en los
miolubos (Morissette et al, 2009, Trendelenburg ef al, 2009). Ademas, la
fosforilacion de Akt estimulada por la insulina se redujo significativaments tanto en ef
musculo esquelético y el higado de ratones tratados con miostatina junto con una
profunda recuccion en Si (Hittel et af, 2010). Estos resultados fueron confirmados
por las observaciones que mostraron un ‘ncremento en los niveles de p-Akt (Akt
fosforilada) en misculos de ratones con miostatina nula, e incluso mayores niveles
de p-Akt estimulados por insulina cuando se compararon con misculos de ratones

del tipo salvaje (Zhang et al, 2011)
2,6 Inhibicion de la miostatina

La inactivacién de la miostatina circulante se produce por su asociacion a una serie
de protelnas transportadoras que impiden su union al receptor (Gonzalez-Cadavid et
al. 1998; Hill et al, 2002; Zimmers ef af. 2002 Hill st af, 2003). La principal proteina
desde el punto de vista cuantitativo, es el propéplido N-terminal, con e! cual forma un
complejo latente que impide la union al receptor. En menor medida, la miostatina
circula unidad a otras dos proteinas: la FSTL-3 (folfistatin-like 3) y GASP-1 (GDF-
associated serum protein-1). La union de la miostatina a FSRP es practicamente
ireversible e impide la accion del iigando, también es capaz de unirse con otros

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



Al contrario GASP-1 no tiene afinidad par otros miembros del TGF-B (Hil ef af
2002).

Otro mecanismo que impide el funcionamiento de la miostatina depende de la
folistatina (FS) que también es capaz de unirse a fa miostatina y dar lugar a la
formacién de un complejo inactivo (Phillips y De Krester, 1998; Shimasaki et al
1988; Zimmers et al, 2002). En ratones transgénicos que sobreexpresan FS en ef
musculo presentan un fenotipo similar (incluso mas acentuado) al de los ratones
knockout de miostatina (Lee y McPherron, 2001) Se cree que la FS actia
directamente en el misculo y regula la accesibilidad de la miostatina a su receptor
(Hill et al. 2002). La pérdida de la actividad de la FS provoca atrofia de las masas

musculares (Matzuk et al, 1995)
2.7 Comparacion de la miostatina entre especies

Los analisis de las secuencias del dominio C-terminal entre diferentes especies,
muestran que es idéntico entre humanos, ratones, ratas. cerdos, polios. pavos,
conejos y bovinos. Esto sugiere la conservacion de la funcion de la miostatina
(Grobet et al, 1997; Kambadur et al, 1997: Lee y Mcpherron, 2001).

También se ha identificado en un gran nimero de especies de peces. Sin embargo,
las secuencias de la miostatina en peces, son bastante divergentes con el resto de
fos vertebrados (Maccatrozzo et af, 2001; Ostbye ef af, 2001; Rodgers y WWeber,
2001). Las comparaciones de estas 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

se expresa en el cerebro de algunos mamiferos. han llevado a fa conclusion de que
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el GOF-11 y la miostatina derivan del mismo gen ancestral el cual originalmente se
expresaba en cerebro y musculo. La miostatina pudo haber adquirido una expresian
restringida al musculo en mamiferos. pero no en peces, donde conserva su pairon

ancestral de expresion (Biga ef al., 2005; Funkenstein y Olekh, 2010)
2.8 Vacunas de ADN

La vacunacion empleando ADN inicié cuando en Wolff y colaboradores (1990)
demostraron que la inyeccion de ADN plasmidico en misculo de ratan resuitaba en
un incremento en Ia expresion de la proteina codificada por el plasmido, esto flevé a
plantear la posibiidad del desarrollo de vacunas mediante la transferencia genética
de ADN plasmidico “desnudo™ sin usar vectores virales o ADN encapsulado en
liposomas.

Después se reportd la generacion de anticuerpos contra la hormona de crecimiento
humano (hWGH) y la a-antitrpsina (hAAT) inoculando ADN codificante para ambas

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

codificados por plasmidos se han usado para la induccion de la produccion de
anticuerpos y la activacion de linfocitos T citatdxicos (Tang ef af, 1992: Cox et al
1993 Ulmer et al, 1993) A partir de estos experimentos se han iniciado
investigaciones en el sector académico como en el privado para el desarrollo de
vacunas basadas en ADN encaminadas para combatir enfermedades de origen viral,
bacterianas y parasitarias, asi como dirigidas al tratamiento de patologias tales como

ef cancer, yde alos antigenos (Reyes-

Sandoval y Etl, 2001),



Los vectores plasmidicos son fa unidad funcional de las vacunas de ADN. En estos
vectores se insertan los genes que codifican las proteinas de interés y son de origen
bacteriano. EI vector empleado para vacunas de ADN estd compuesto por una
unidad transcripcional y el esqueleto plasmidico; el vector cominmente utilizado
como vacuna para mamiferos es el pCl-neo. La unidad transcripcional incluye un
promotor, un intrén, un fragmento de ADN que codifica el antigeno y una secuencia

de terminacion de la transcripcion (Figura 4) (Ramirez, 2013).

Mapa del vector pCl-neo

Bglil

nCl-neo
Vector Poly(A)
(5472bp)

Synthelic  sva0 Enhancer/
POly(A) Early Promoter

BamHI
Figura 4. Mapa del vector de expresion pCl-neo (Adaplado de Ramirez, 2013).

Los genes codificados en estos plasmidos se encuentran bajo el control de
promotores casi siempre de origen viral, como el citomegalovirus humano (CMV), el
virus de sarcoma de Rous (RSV) o el virus de simios 40 (SV-40). Estos promotores.
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son secuencias cortas a las cuales se les unen factores de transcripcion. que ayudan
a guiar y activar a las polimerasas. en la actualidad el promotor mas frecuentemente
usado es el de la region inmediata temprana del CMV (CMV/IE), el cual permite altos
niveles de Wranscripcion de manera constitutiva en una gran variedad de células
eucariotas (Montgomery et al, 1993; Bohm et al, 1996; Sandoval y Enl. 2001)

La terminacion de la transcripcion en este tipo de vacunas se realiza mediante la
utilizacion de secuencias de terminacion y poliadenilacion ubicada en la region 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 molécula de ARNm y
estan formadas por una secuencia ubicua AATAAA precedida de una secuencia rica
en GT o en T, los cuales en condiciones Gptimas se encuentran separados por 22 6
23 nuclestidos (Levitt et al, 1989)

£n cuanto al esqueleto plasmidico, este conliene el origen de la replicacion, un sitio
miliple de clonacion que facilta la insercion del gen, un gen de resistencia a
antibiolicos y las secuencias CpG inmuno estimuladoras que funcionan como
adyuvante intermo en la misma vacuna (Kowalczyk y Ertl, 1999)

El origen de replicacion (ori) cominmente usado en la vacunas de ADN es ei ColET
con et cual se obtienen grandes cantidades de ADN plasmidico debido a que permite
la presencia de hasta 20 copias de ADN por célula (Azevedo et af, 1999).

La mayor parte de los plasmidos poseen una serie de sitios de clonacion sintéticos
con secuencias que son recanocidas por enzimas de reslriceion, los cuales no se
encuentran en el resto del plasmido (Sambrook, 1989). De esta manera es posible

clonar secuencias de ADN que codifican para el antigeno de interés y que han sido
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obtenidas por PCR con cebadores que poseen idénticos sitios de restriccion que las
secuencias blanco (Reyes-Sandoval y Pinto, 2002).

Los plasmidos fienen ademas diversos genes de resistencia a los antibioticos, como
son la ampiciiina o la kanamicina, lo cual permite su seleccion en cultivos de
bacterias transformadas (Kowalczyk y Ertl, 1999). Un buen numero de vacunas de
ADN poseen marcadores que codifican para c-lactalasa y confieren resistencia a la
ampicilina, aunque los preferidos en humanos son los marcadores sefectivos para
kanamicina (Reyes-Sandoval y Pinto, 2002)

Si una secuencia contra la que se quiere inducir una respuesta inmune esta presente
en el individuo, no se reconoce como patogeno. Por tal motivo un elemento
importante en los plasmidos es la presencia de motivos CpG bacterianos (también

conocidos como 1SS de DNA ). que poseen

inmunomoduladoras y representan un elemento adyuvante intrinseco (Kowalczyk y
Erll. 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 patrones microbianos asociados a patogenicidad
(PAMPs de pathogen-associated molecular patterns) que son reconacidos por
células del sistema inmune innato que poseen sobre su superficie los receptores
conacidos como TLR-9 (de folllike receptors) y cuya interaccion con los PAMPs

correspondientes induce su activacion (Krug et al,, 2001; Kadowaki et al., 2001)



2.8.1 Rutas y formas de inoculacién

El sitio de inoculacién, asi como la forma en que el ADN se livera en el organismo,
desempena una funcion importante para inducir una respuesta inmunitaria exitosa;
se sabe que solo 1 a 10% del total del ADN inoculado se procesa de manera
adecuada para expresar la proteina de interés (Kowalczyk y Ertl, 1999, Reyes-

Sandoval y Erlt, 2001: Huygen. 2005). Las rutas de inoculacion que se han empleado

incluyen . epidérmica, oral.
intranasal y vaginal La inyeccion intramuscular del ADN mediante agujas
hipodérmicas es el método mas usado, ya que no requiere entrenamiento
especializado. ademas del bajo costo, aunque el uso de la pistola génica (gene gun)
produce los mejores resultados ( Huygen, 2005)

La inoculacion de ADN con la pistola génica se lleva a cabo mediante el
acoplamiento del ADN a esferas de oro o tungsteno, que se bombardean en la
dermis y capas subdérmicas con la ayuda de helio comprimido. o que permite la
transfeccion directa de las células blanco. Esta metodologia hace posible usar mucho
menos ADN y es casi 100 veces mas eficiente (Shediock y Weiner, 2000, Reyes-
Sandoval y Ertl, 2001; Huygen, 2005). En un estudio se compard los diferentes
métodos de inmunizacion y se determind que la cantidad de ADN necesaria para
inducir respuestas inmunitarias van de 10 a 100 ug en inyecciones intramusculares y
de tan s6lo 0.4 ug cuando se usé pistola génica, por lo que esta Gitima metodologia
es la mas eficiente desde el punto de vista de la cantidad de ADN usado (Fynan ef

al, 1993; Robinson y Torres, 1997)
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2.8.2 Induccion de ta respuesta inmune

Hay tres mecanismos principales los cuales anligeno es procesado y presentado al
sistema inmune tras la vacunacion con ADN

Cuando un plasmido se introduce en la célula se transloca al niicteo, donde se inicia
la trascripcion del ransgén; a continuacion, los transcritos se llevan al citoplasma y
alli se traducen. Las proteinas recién sintetizadas se degradan en el proteosoma

hasta péptidos de 8-10 acidos, que se al reticulo

mediante un sistema especializado de lransporte que empiea proteinas
transportadoras (TAP-1 y TAP-I) y una vez en el reticulo se vinculan con moléculas
de MHC clase . Los péptidos de gran afinidad con su respectiva molécula de MHC |
se estabilizan y entran en la via secretoria, con 1o que alcanzan la superficie celular,
donde se acoplan con el receplor de los finfocitos T {TcR) presentes en la superficie
de los linfocitos T ciloloxicos (CD8+) para inducir su activacion (Tang et al, 1992:
Shedlock y Weine, 2000: Huygen, 2005).

Las proteinas exégenas que se endocitan o fagocitan (presentacion cruzada en la
inmunizacién con ADN) entran a la via endosomica y en ella se degradan en
pequenos peptidos de 12 a 25 aminoacidos que luego se vinculan con moléculas del
complejo principal de histocompatibilidad (MHC) de clase Il y se transiocan hacia la
superficie de la célula, donde se presentan y unen a los TcR en los linfocitos T
cooperadores (CD4+); todo ello tiene como consecuencia su activacion y expansion
(Huygen. 2005)

De esta forma, la union del complejo MHC-péptido y TcR, en las APC y linfocitos T
respectivamente, provee la denominada senal 1 de la activacion de los linfocitos T
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Sin embargo, esta sefial 1 es insuficiente para generar una buena respuesta
inmunitaria y es necesaria una segunda senal para completar la activacion de los
linfocitos CD4+ y CD8+ (Kowalczyk y Ertl, 1999. Reyes-Sandoval y Ertl, 2001;
Srivastava y Liu, 2003) La sefial 2 se induce mediante moléculas coestimuladoras
presentes en la superficie de las APC (en su mayor parte células dendriticas [CO)).
como las proteinas de la familia B7. Con anterioridad. las CD requieren una sefal
para su activacion inicial y maduracion; esta sefial llamada sefial 0, o senal de
alarma, la inducen cieras citocinas inflamatorias. proteinas de chogue termico (HSP)
© los molivos CpG presentes en el ADN bacteriano. El resuitado de la sefal 0 es la
sobreexpresion de moléculas del MHC y coestimuladoras en su superficie. lo que
favorece después el proceso de presentacion de antigeno (sefial 1). En esta etapa,
las CD activadas cambian su morfologia y perfil de expresion de receptores para
quimiocinas, dejan la periferia y migran hacia los ganglios linfaticos donde participan
en la activacion de linfocitos Ty 8 inmaduros (Tang ef al, 1992; Shedlock y Weine,
2000; Huygen, 2005)

Posterior a la etapa de activacion se inicia la etapa efectora; los linfocitos T activados
dejan los ganglios linfaticos hacia la periferia y siguen un gradiente de quimiocinas
hasta llegar al lugar donde se necesitan y tras la union de sus TcR con los antigenos
expresados en el contexto de MHC apropiado comienzan su etapa efectora mediante
la secrecion de sustancias toxicas, como las perforinas (células CDB8+) o
interleucinas con actividad inflamatoria como el INF-g (células CD4+) (Tang et al,,
1992; Kowalczyk y Ertl, 1999; Shediock y Weine, 2000; Reyes-Sandoval y Ertl, 2001;
Huygen, 2005).
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Por otro lado, los linfocilos B se activan mediante su receptor (BCR) por los antigenos
que se sintefizan y secretan o presentan en la superficie de las células que se
transfectaron en la inmunizacion con el DNA. Con posterioridad, los linfocitos B
activados cambian de isotipo: las secuencias que codifican a la region variable de las
inmunoglobulinas sufren hipermutacion y las clonas con un receptor con mayor
afinidad por el antigeno se seleccionan y expanden. Los linfocitos B activados se
diferencian al final hacia celulas de memoria o células plasmaticas; estas ultimas
pueden: a) continuar fa sintesis de anticuerpos o b) establecerse en la meduta ésea y
continuar también la produccion de anticuerpos; por lo tanto, es posible encontrar
anticuerpos presentes en el suero y mucosas por largos periodos {Reyes-Sandoval y

Ertl, 2001; Huygen, 2005).
283 Pros y contras de las vacunas de ADN

Entre las diferentes propuestas para clasificar a las vacunas que se utilizan en la
actualidad, una de ellas toma en cuenta si el microorganismo se encuentra atenuado
¥ por lo tanto vivo. o si éste se encuentra inactivado o muerto. Las primeras
constituyen las vacunas tradicionales elaboradas con micioorganismos atenuados
seleccionados por mantener su inmunogenicidad aunque desprovistos de su
patogenicidad, en este grupo se incluyen las vacunas hechas a parir de

microorganismos recombinantes que son virus o bacterias que expresan antigenos

de otros Por su parte, las vacunas

inactivadas consisten en microorganismos muertos o proteinas aisladas nativas o



recombinantes las cuales se conocen camo vacunas de subunidades (Estrada-Parra.

1996; Ertl y Xiang. 1996).
Las caracteristicas deseables en toda vacuna se mencionan a continuacién

Seguridad. Las vacunas no deben producir efectos secundarios o causar enfermedad
alguna. Las vacunas basadas en virus atenuados pueden revertir a su forma
vitulenta, llevando de manera inhefente un riesgo potencial en su utilizacion. Aunque
Ia posibilidad de que esto suceda es muy baja en la actualidad. el riesgo potencial no
desaparece. Ei mejor ejemplo de vacuna viral preparada con microorganismos
atenuados es la vacuna oral anti-poliomielitica tipo Sabin, la cual se considera segura
y es ulilizada a nivel mundial. Sin embargo, se han reportado algunos casos de
poliomielitis por la reversion ala farma virulenta de los virus atenuados ipo dos y tres
que son consfituyentes de esta vacuna. Por su parte, las vacunas de ADN carecen
de este riesgo. y tal vez la principal preocupacion en terminos de seguridad sea la
posivilidad de integracion del ADN al genoma del individuo. provocando la activacion
de proto-oncogenes o inactivacion de genes supresores de lumores. Hasta la fecha,
se ha observado que el ADN permanece en forma episomal, descartando fa

posibilidad de integracién genemica (Nichols et af,, 1995)

Métodos de. lacién. Esta cara va ligada a fa seguridad
de la vacuna. EI método de aplicacion de ésta no debe de presentar riesgo alguno a
los individuos que la reciben o que la aplican. La utilizacion de jeringas y agujas
canstituye un riesga sobre todo por a generacion de desechos en lugares con poco

control sobre ellos permitiendo su reutilizacion. Por lo anterior, las vacunas de
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administracion oral resultan ideales en cuanto a seguridad. La inmunizacién con ADN
ha sido realizada con éxito mediante este tipo de administracion, asi como mediante

pistolas genéticas, las cuales se consideran también seguras.

Memoria inmunologica. Una de las caracteristicas mas deseadas en cualquier
vacuna es la generacion de una respuesta inmune duradera. Las vacunas basadas
en microorganismos atenuados son bastante efectivas en este aspecto. ya que con
menos aplicaciones se puede lograr una respuesta que dure afios. Las vacunas con
microorganismos inactivados requieren de varias inmunizaciones para produci el
mismo efecto. Por su parte, las vacunas de DNA generan respuestas capaces de
Gurar toda la vida cuando se han probado en ratones. Esta caracteristica se ha
observado en la respuesta humoral basada en anticuerpos, en la generacion de
linfocitos T cooperadores y de células T citoléxicas, para las cuales las vacunas de

ADN se consideran el mas potente estimuio

Costos. La elaboracion e vacunas tradicionales requiere de una infraestructura
costosa. Las tecnicas empleadas para clonacion de genes en nuevos vectores para
vacunacion 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
temperatura ambiente lo cual contribuye a la disminucion significativa de los costos

de produccion.



lll. METODOLOGIA

Para la realizacion de esta investigacion se llevaron a cabo dos experimentos:
3.1 Experimento 1
En este experimento se atendieron los objetivos especificos 1y 2

3.1.1 Ubicacion

El experimento 1 se desarrollo en la Estacion de Pruebas de Comportamiento, de las

del Instituto de ia Animal, Rancho Cofradia Gentro

Universitario de Ciencias Biologicas y Agropecuarias de la Universidad de
Guadalajara, ubicado en el km 7.5 de la carretera a San Isidro Mazalepec, municipio
de Tlajomulco de Zuriiga, Jalisco. Con uaa latitud 20 28' longitud oeste 103 27"y una
sltura sobre el nivel del mar de 1575 m. La temperalura media anual oscila entre 20
°Cy 22 °C. la direccion de los vientos es variable y la precipitacion pluvial media
anval es de 900 mm®. El clima se considera semiseco y semihumedo de acuerdo a la

clasificacion Koepen de climas 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 8.520.8 kg. Después de un periodo de aclimatacion de 7 dias, se alojaron en
corrales individuales de 2x2 m con piso mixto de concreto y barandal metalico

El alimento ofrecido fue de una presentacion comercial en base a los requerimientos

nutricionales determinados por el NRC (1998). de acuerdo a la edad y peso de los
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animales. y se ofrecio a los cerdos a saciedad. El alimento de etapa de inicio
contenia 22% de proteina cruda, el alimento de desarrollo 18% y el de etapa de

finalizacion un 15%

3.1.3 Tratamientos.

Se establecid 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
vacunacion prime-boost con una vacuna de ADN recombinante de miostatina P2-P30

y refuerzo de antigeno recombinante contra miostatina (Cuadro 1).

Cuadro 1. Esquema calendarizado de inmunizacion para los tres grupos de animales

Dia 0 14 28 Descanso 56 70 84 Descanso 113

(28 dias) 28 dias) o
Grupo Tl X X X+AR Sacrificio
GupoT2 X X X XX X+AR Sacrificio
Grupo T3 Sacrificio

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

antigeno recombinante. T1y T2.- Grupos experimentales. T3.- Grupo control.

El manejo de los animales utilizados en el presente experimento, se llevo a cabo bajo
los lineamientos de la NOM-051-ZOO-1995 de trato humanitario de animales y la
NOM-062-Z00-1999 de especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso
de los animales de laboratorio. El sacrificio se realizo bajo la NOM-033-ZO0-1995 de
sacrificio humanitario de los animales domésticos y silvestres. La evaluacion de las

caracteristicas de la canal y calidad de la came se hizo bajo los lineamientos de la
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NMX-FF-081-SCF1-2003 de productos pecuarios, came de porcino en canal y calidad
de la came

Las vacunas utilizadas en los cerdos se usaron conforme a la NOM-012-200-1993,
que habla de las especificaciones para la regulacion de productos quimicos.

farmacauticos, biologicos y alimenticios para uso en animales o Consumo por éstos
3.1.4 Vacuna P2-P30 miostatina

Las vacunas se administraron cada dos semanas de forma subcutanea en fa region
de Ia oreja Los inoculos consistian en 100 pg de ADN recombinante contra
miostatina en PBS cbp 1 miL, la cual se construyé en el laboratorio de Gengtica

Molecular, al D de Genética y de la

Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecria de la UNAM, la vacuna consta del
plasmido pCl-neo al cual se le 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).

3.1.5 Antigeno recombinante

Se reforzé con antigeno a los grupos experimentales. al grupo T1 en la semana 4 y
al grupo T2 en la semana 12. Los indculos de anligeno recombinante contra
miostatina consistieron en 100 g de proteina recombinante + adyuvante incompleto
de Freud/1 mL cbp PBS, el cual se obluvo en el mismo laboratorio que la vacuna,

empleando un sistema de expresion en £ coli basado en el plasmido PETIL La
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proteina se recupers por columnas de niquel empleando el kit QlAexprees® Ni-NTA

Fast Start para la purificacion y deteccion de recombinantes.
3.1.6 Variables medidas en el experimento 1
3.1.6.1 Comportamiento del crecimiento

Se monitored el peso de los cerdos cada 14 dias durante las 16 semanas de
experimento, el alimento se offecio ad fibitum y se pesaba diariamente 1a oferta y el
rechazo. La ganancia de peso final se obtuvo de los pesos de los cerdos en las 16
semanas restando el peso inicial. La conversion alimenticia se obtuvo de dividic el

cansumo de alimento tolal entre a ganancia de peso final de cada una de los cerdos.
3.1.6.2 Calidad de |a canal

Los cerdos fueron sacrificados en la Unidad de Calidad de ta came del Rancho

Cofradia de la Uy idad de La 6n al momento del
sacrificio se realizo por medio de choque eléctrico y posteriormente los cerdos fueron
desangrados. £l peso al sacrificio se obtuvo al pesar cada cerdo dietado 24 horas
antes del sacrificio. El rendimiento de canal se obtuvo después del sacrificio, al dividic
el peso de la canal fria a las 24 hr post sacrificio entre el peso al sacrificio por 100%,
para cada uno de los cerdos seleccionados. Para el peso de la canal se considerd el
cuerpo def cerdo sacrificado, con cabeza, eviscerado, desangrado y sin pelo

Se recuperd un trozo de carne de! lomo (musculo longissimus dorsi) a ta altura de la
décima costila, de una pulgada de ancho, que comprendia grasa y lomo, con esta

muestra se midié, grasa dorsal utilizando un vernier milimétrico. El area del lomo, se
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obtuvo por medio de una plantilla. EI color subjetivo se tomo con la escala reportada

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

ligeramente rosa, 3= rosa grisaceo. 4= rojo claro y 5= rojo oscuro). EI color objetivo
se obtuvo con un equipo Minolta, utilizando la escaia CIE L* a* b* El pH de la canal a

45 min post-sacrificio se tomé usando un potenciémetro de cuchilla.
3.1.6.3 Medicién de niveles de anticuerpos contra miostatina en el experimento 1

En todos los grupos experimentales se tomaron muestras de sangre el dia cero y el
dia 112 del experimento. La sangre se obtuvo de la vena cava superior y se colecto
en tubos vacutainer de 8.5 mL sin anticoagulante, posteriormente se centrifugé la
muestra a 3000 rpm por 10 min, el suero obtenido se guardd en microtubos de 2 mL.,
y se procedio a congelarlos a -20 °C hasta su posterior analisis.

Para evaluar los titulos de anticuerpos contra miostatina, se empled la técnica de
ELISA la cual se realizo utiizando ef siguiente protocolo: Se une el antigeno de
miostatina recombinante al fondo de las placas de ELISA (Maxisorb. nunc) diluyendo
(50 ug/mi) en el amortiguador de carbonatos (carbonato de sodio 0,1 M, bicarbonato
de sodio 0.1 M, pH 9,6), se incuba por 18 horas a 4 °C. se realizan 3 lavados (Buffer
de lavado 10 X: cloruro de sodio 1.25 M, 250 mM tris-HC) pH 7.9, Tween-20 1%) y se
agrega la solucion de bloqueo (leche descremada 2%, en Buffer de lavado 1 X)
incubando por 1 h y posteriormente, se agrega el primer anticuerpo (suero de
animales inmunizados) diluyendo 1/100 e incubando por una hora a 37 °C. Se repite
el lavado y después se agregara el segundo anticuerpo diluido 1/1000 (anti 1gG

cerdo acoplado a peroxidasa), se incuba durante 1 hora a 37 °C. se repite el lavado y
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se revela colacando 100 uifpozo de solucién reveladora (*), se incuba por § minutos y
después se agrega 50 ulipozo de la solucién de frenado (acido sulfurico 42N) y se
lee a 450 nm en lector de ELISA (Crowther, 2010). * Solucién revefadora: acido
citrico 0.1 M pH 4.5 cirato de sodio 0,1 M pH 4.5. Por placa se mezclan 5 mL del
4cido citrico 0,1 M y 5 mL de cilralo de sodio 0.1 M, se agregan 200 pl de una
solucion de 5 pg de orto-fenilen-diamina (OPD), 20 uL de persxido de hidrogeno al

30%.
3.1.6.4 Medicion de adipocitos

Después del sacrificio se obtuvo una muestra de grasa dorsal de los cerdos de los.
grupos experimentales y del grupo control para medicion de adipocilos. Los
adipocitos se fijaron y se titeron usando la tecnica Red Oif descrita por Gondret y
Lebret (2002). Los frotis (4 por animal) fueron observados al microscopio usando
aceite de inmersion y el objetivo 10X. Se tomaron 40 micrografias por animal, las
mediciones incluyeron area y diametro de los adipocitos descartando a los que
tuvieran un diametra menor a 1 um. Para esto se utilizo un microscopio de luz
(Motic®) y un programa analizador de imagenes (Motic Images Plus 2.0 ML®), los
cuales fueron facilitados en la Unidad Académica de Medicina veterinaria y Zootecnia

de la UAN.
3.1.6.5 Medicion de fibras musculares

Posterior al sacrificio de los cerdos se tomé una muestra del musculo semitendinoso
para medir el efecto de hipertrofia en las fioras musculares por ef efecto de la

vacuna. Se corlaron muestras del tejido en forma cibica de aproximadamente 4 cm?
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las cuales se colocaron en formol ai 10% para su fijacion y conservacion hasta su
uso. Después de mantener las muestras de miscuio semitendinoso en formol al
10%, se extrajeron y cortaron trozos de 2 cm’, los trozos se cortaron usando un
bisturi. Una vez obtenidas las muestras se procedié a deshidratarlas, esto se hizo
usando concentraciones crecientes de aicohol a 70%, 80%, 90%, 96% y 100%. las
muestras se mantuvieron en agitacion en cada alcohol por 4 h. Después de la
deshidratacion se procedio al proceso de aclaramiento, que consistid en sumergir las
muestras, primero en benzoato de metio por 1 h, y posteriormente en alcohol
bencilico por 45 min, hasta que las muestras se precipitaron en el aicohol.

Una vez realizada la deshidratacion de las muestras se realizo el parafinado. El
parafinado consistio en la inmersion de las muestras en 2 pases de parafina liguida a
54 °C durante 15 min en cada una. Al término de ésta fase el tejido se coloco en un
pequeio recipiente cubico al cual se le agregé parafina liquida de pureza grado
reactivo, posterior a esto se dejaron enfriar por una hora a temperatura ambiente
para su soiidificacion. Una vez sélidos, los cubos se etiquetaron y guardaron para su
postesior corle en micratomo. Los cortes histolégicos se realizaron en un microtomo
giratorio Leica® RM2125RT, éstos consistian en cortes caronales de 12 micras de
espesor. los cortes se colocaban en un ba‘io de flotacion a 45 °C de donde se
lomaban para montarios en un portacbjelos con albimin

Después de que los cortes estuvieron montados en el portaobjelos se procedid al
desparafinado, para eslo los cortes se sumergieron en xilol por 30 min

se hidrataron en de alcohol de 100%

96%. 90%, 80% y 70% por § min en cada alcohol. Al lérmino de esta etapa los cortes
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se calocaron directamente en el colorante hematoxilina de Harris (colorante basico
que tiene afinidad sobre nucieos y arganelos) durante 1 min, despuss se lavaron con
agua corriente hasta que dejo de fluir el colorante. Inmediatamente después se
colocaron en el colorante eosina al 1% recién hecha durante 30 s y después se
lavaron de la misma manera que el anterior. La eosina es un colorante &cido que
liene afinidad por el citoplasma, al cual tifie de color rosa. Enseguida fos cortes se
deshidrataron con alcohol etilico en concentraciones crecientes (70%. 80%, 90%. 96
¥ 100 %) durante 5 min en cada concentracion, y se aclaré ef tejido en xilol durante
20 min. Después a los portacbjetos se les coloco una gota de entellan (resina) y se
les cubrio con un cubreobjetos y se dejaron secar durante 1 h, posterior al secado se
verifico la integridad de los cortes usando un microscopio de luz Magnis® para
asegurarse de que el corte histologico fuera completamente limpio y transversal

Fueron procesadas en total 16 muestras de misculo longissimus dorsi de cada cerdo
y de cada tratamiento. La integridad de los cortes ya tefidos se verificaba en cada
una de las laminas anles de tomar las micrografias, si los cortes no eran los optimos.

se procedia a realizar todo el proceso de corte histolgico y tincion nuevamente. Las

de las 6 para medic el tamaiio de las fibras
musculares se obtuvieron utiizando un microscopio de luz Leica® DMLB. Las
micrografias se tomaron utiizando el objefivo de 20X . Una vez obtenidas las
micrografias se procedio a su analisis histologico utiizando el procesador de
imagenes Motic Images Plus 2.0 ML®. Para el analisis se midieron alrededer de 10

fibras musculares por campo de las cuales sélo se obtuvo el area En los
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tratamientos T1y T2 se midieron 75 fibras por muestra (n= 450) y para el tratamiento

T3 se midieron 100 fibras por muestra (n= 400).
3.1.6.6 Niveles de creatina quinasa (CK)

Se tomaron muestras sanguineas de 5 cerdos de cada tralamiento en la semana 13
del experimento para medir los niveles de CK en suero. EI suero se analizo mediante
espectrofotometria, utilizando el kit comercial de método cinético para la enzima CK,
se usaron como suslratos. la fosfocreatina y el ADP. y mediante una serie de
reacciones enzimaticas acopladas, se midio la velocidad de formacion de NADPH

mediante el aumento de absorbancia, a 340-365 nm
3.2 Experimento 2

En este experimento se atendieron los objetivos especificos 3 y 4
3.2.1 Ubicacion

Este experimento se llevé acabo en la posta porcina anexa al Laboratorio de
Fisiologia Nutricional, Cirugia Experimental del area CBAP. perteneciente a la
Unidad Académica de Agricultura, dependiente de la Universidad Autonoma 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 x Landrace x Pietrain de 45 dias de edad,



con un peso de 15.0:5 kg. Se alojaron en corrales individuales de 242 m con piso
mixto de concreto y barandal metalico

El alimento utiizado fue una mezcla comercial en base a los requerimientos
nutricionales determinados por el NRC (1998). de acuerdo a la edad y peso de los
animales, y se ofrecio a los cerdos a saciedad. EI alimento de elapa de inicio
contenia 22% de proteina. el alimento de desarrollo 18% y el e etapa de finalizacion

un 15%.

32.3 Tratamientos
Se establecio un grupo control con dos cerdos y dos grupos expenmentales con 4

cerdos cada uno. que fueron por via anea e endos

diferentes esquemas de vacunacion activa con una vacuna de DNA recombinante de
miostatina P2-P30 y refuerzo de antigeno recombinante contra miostatina (Cuadro
2)

Cuadro 2. Esquema de vacunacion calendarizado para los tres grupos de animales
del experimento 2.

___Dia__ o 14 28 42 5670 84
Grupo T4 X Age sacrificio
(IR} 4
Grupo T2 Agc  Agi Agi  Agd sarificio

(SC}  (SC)  {8C) (8C)
sacrificio

Grupo T3 PBS _PBS Pi PBS _
Dénde: X - vacuna ADN P2-P30 contra miostatina. Ag-c.- Antigeno recombinante +

adyuvante campleto de Freud; Ag

Antigeno recombinante + adyuvante incompleto

de Freud. IM.- Intramuscular. SC.- Subcutanea,



3.2.4 Vacuna P2-P30 miostatina

La vacuna consistia en la misma construccion plasmidica (P2-P30) usada en el
experimento 1. Se construyd en el mismo laboratorio. Los inéculos consistian en 500
1g de la vacuna recombinante en 1 mL de PBS y se administraron 2 mL por dosis. La
vacuna se administco el dia cero (dia de inicio del experimento) Gnicamente en el

grupo T1 en forma intramuscular en fa region de la pierna
3.2.5 Antigeno recombinante Ag-c y Ag-i

Se usaron dos tipos de antigenos recombinantes: EI Ag-c el cual consistia en 500 ug
de la proteina recombinante + adyuvante completo de Freud/1 mL de PBS y el Ag-i
con 500 ug de la proteina recombinante + adyuvante incompleto de Freud/1 mi de
PBS. Al grupo T1 se le inoculd Ag-c el dia 14 del experimento, se hizo de forma
intramuscular en la region de la piema. Al grupo T2 se le inoculo con Ag-c de manera
subcutanea (region de la oreja) ai inicio del experimento. Unicamente al grupo T2 se
ie inoculé Ag-ilos dias 14, 28y 42 del experimento de forma subcutanea en la region

de la oreja. En todas las dosis se usaron 2 mL por aplicacion,
3.2.6 Variables medidas en el experimento 2

3261C enel y de canal

Se monitored el peso de los cerdos cada 14 dias durante las 7 semanas de
experimento, el alimento se ofrecid ad libitum. La ganancia de peso final se obtuvo
de los pesos de los cerdos en las 7 semanas restando el peso inicial. Para calcular el
rendimiento de canal se usé la ecuacion para predecir fa cantidad de cortes magros
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expresada en Kg descrita en Orcutt y colaboradores (1990), para la evaluacion de la
canal en cerdos vivos con ultrasonografia, para esto se utiizé un ultrasonido

SonoVel 600 y Ia ecuacion es la siguiente:

COMU= -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 subculanea

ala altura de la Gltima costilla sobre ta linea media; AOCH=area del ojo de la chuleta
3.2.6.2 Medicion del 4rea del musculo longissimus dorsi y arasa dorsal

Cada 14 dias durante las 7 semanas del experimento se monitoreo con el uso de un
ultrasonido el area y circunferencia del misculo longissimus dorsi y el espesor de la

grasa dorsal en cada uno de los cerdos del experimento
3.2.6.3 Medicion de los niveles de anticuerpos contra miostatina en el experimento 2

En todos los grupos experimentales se tomaron muestras de sangre el dia cero y el
dla 84 del experimento. La sangre se obtuvo de la vena cava superior y se colecto en
tubos vacutainer de 8.5 mlL sin anticoagulante, posteriormente se centifugé la
muestra a 3000 rpm por 10 min, e) suero obtenido se guardo en microtubos de 2 mL,
¥ se procedid a congelarlos a -20 °C hasta su analisis. Para evaluar los fitulos de
anticuerpos contra miostatina, se empled también la técnica de ELISA indirecia

descrita en el experimento 1, con una dilucion de 1/100.
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3.3 Analisis Estadislico

En ambos experimentos se realizd un andlisis de varianza bajo un diseno
completamente al azar con covarianza (peso inicial en la variables de
comportamiento del crecimiento y peso al sacrificio en la variables de calidad de la
canal). Se realizé contrastes simples (grupos experimentales por separado contra el
grupo control) y contrastes por diferencias (grupos experimentales en conjunto contra
el grupo control) por separado en cada etapa o periodo de medicion. el

procedimiento se llevé acabo usando el programa estadistico SPSS®.

El modelo estadistico es ef siguiente

TRETEBE

Dénde: = media

tratamiento (T1. T2, T3)
= covarianza (peso inicial & peso al sacrificio)

&= error experimental
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4 1 Resultados de las variables del experimento 1

4.11C enel del 1

Camo se observa en fa Figura 5, no hubo diferencias significativas en ganancia de
peso (P> 0.10) enlre fos grupos experimentales, pero si se observd una tendencia a
mayor peso al nicio (peso a 14 dias P< 0.10) en los cerdos inmunizados (T1-T2). En
cuanto a la ganancia de peso final (GPF} y la conversion alimenticia final (CAF),

tampoco se observaran diferencias significativas (P> 0.10) (Cuadra 3)

Ganancia de peso catorcenal

——T1 ()
|12 {1e1R)

Peso en kg

a0 —— T3 (Conteol

Pesa Peso 14Peso 28Peso 42 Peso 56Peso J0Peso BaPeso 98 Peso
Wcial dias  ias  dias  dias  dos  dias m
aias

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

inmunizacienes sucesivas; R - Refuerzo.



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

dosis de 100 ug de vacuna y antigeno.

Medias ajustadas en los " Contrastes simple  Contrastes por
rupos experimentales _ diferencia
Variables 11 T2 T3 ee TIT3 7273 (T1-72)T3
GPF (kg) 9287 9658 9330 059 092 052 073
CAF 285 28 282 006 070 078

ee: error estandar, T1: tres inmunizaciones + refuerzo; 12! tres inmunizaciones +
descanso + bies inmunizaciones + refuerzo; T3: grupo conlrol; GPF: ganancia de

peso final; CAF. conversion alimenticia final.

Los contrastes simples del peso inicial al pesa a los 56 dias, no se tomaron en
cuenta debido a que ios dos grupos experimentales seguian el mismo esquema de
vacunacion en esos pesajes

Estos resultados concuerdan con lo reportado por Ramirez en el afio 2013, donde el

en el de ratones con diferentes

construcciones de una vacuna AON recombinante contra miostatina no mostro
diferencias significativas (P> 0.05). pero ahi si reportan diferencias en las
evaluaciones de Ia canal del grupo inmunizado con la vacuna P2-P30 comparado
con su control (P> 005); lo que en los grupos inmunizados de este trabajo. no
sucede, y que fueron inmunizados con la misma dosis utilzada por Ramirez {100
ug). Estos resultados también difieren con lo reportado por Long y colaboradores
(2009), donde la inmunizacion activa con una dosis mas elevada (1mg y 4mg) de un
antigeno recombinante conira miostatina en cerdos, mostraron diferencias

en el de la canal, con el grupo conlrol (P<

005). Pero con lo por Xianyong y (2008)



donde el peso corporal de ratones inmunizados con miostatina recombinante de
cerdo no mostd diferencias significativas (P> 0.05). Aungue no hubo efecto de la
vacuna en el comportamiento del crecimiento, se puede observar que los datos
presentados en el Cuadio 3 corresponden a parametros normales en el
comportamienta praductiva de los cerdos machos Yorkshire-Landrace, en los cuales
se ha repartado una conversion alimenticia promedio enlre 230 a 3.1 Kg y una
ganancia de peso diaria promedio de 695 g/dia (Bruininx et al, 2001; Dunshea et al.,

2003; Gondret et af, 2005: Lynch et al, 2006)
4.1.2 Calidad de la canal del experimento 1

En cuanto a la calidad de la canal y sus variables sélo se observaron diferencias
estadisticas significativas entre el grupo T2 y el contral en la variable color L* (P<
0.10). como se puede observar en ef Cuadro 4

La calidad de came de cerdo, si solo consideramos el pH, la capacidad de retencion
de agua (CRA) y el color, se puede definir por los siguientes atributos: primero, la
gama de pH ideal se encuenira entre 5.6 — 6.8. Cames con un pH por debajo del 5.6
tienen una CRA reducida y un color palido no aceptable. La came con un pH mayor

de 6.0 posiblemente son demasiado oscuras



Cuadro 4. Mediciones para determinar la calidad de la canal de los cerdos
inmunizados con 100 g de vacuna y antigeno.

Medias ajustadas en los Contrastes Contrastes
arupos experimentales simple __por diferencia
Variables 2 ] ee  TI1T3 1273 (T1-T2)-T3
Peso al
oo 11233 11416 10875 254 035 0417 020
(kg)
Rendimiento
decanalfia 8182 8284 8206 151 091 074 090
(%)
Peso canal
fia24hrs 9530 9645 9549 169 094 071 087
(kg)
Grasa
dorsal (mm) 1843 1918 1856 214 096 085 093
Area del
lomo(omy  S849 5936 5457 415 053 047 045
ColorNPPC 166 117 174 028 086 022 042
ColorL* 5720 5796 5185 225 013  010° 008
Colora® 993 949 954 070 072 096 086
Colorb* 182 176 002 080 016 018 013
pH24h

__5.50 064 0.8
NPPC: National Pmk Producer Council, T1. tres inmunizaciones + refuerzo Tz tres

inmunizaciones + descanso + tres inmunizaciones + refuerzo; T3: grupo control; L*,

a' y b biillantez, y amariliez, P< 0.10
Rendimiento de canal fria: se le considerd canal al cuerpo del cerdo eviscerado, sin
cerdas, con cabeza, piel y extremidades

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

fresco es el N° 4 en la nueva tabla de colores del National Pork Producers Council
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(NPPC). Esto se Wraduce a una puntuacion de color objeliva (Minolta L*) de 43.3
(NPPC, 1999 Cannon ef al, 1995). Mas objetivamente, el color se puede medir
usando un cromametro Minolta®. Este método mide el brillo (valor de L%). el
enrojecimiento (valor a*) y la amarillez (valor b™) de la muestra. La NPPC sugiere que
los vatores de L* -para describir el rango de la escala del color pafido N° 1 al color
oscuro N° 6- debe ser aproximadamente 61, 55, 49. 43, 37 y 31, respectivamente.
Por lo tanto. el valor ideal L* parece ser entre 43 y 49. En cuanto a los resuitados
presentados en el Cuadro 4. se puede observar que conforme a la escala de la
NPPC para el color, la came de los cerdos tratados con la vacuna tiene un color mas
palido -N° 1 (palido) de la escala NPPC- que los cerdos del grupo control. Esto
concuerda con los valores de color obtenidos con el cromametro Minolta 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) el cual tiene valores
de 52.05 que equivale al N° 2 (igeramente rosa) de la escala NPPC Esto pareceria
indicar que la vacuna de ADN P2-P30 tendiia un efecto negativo en cuanto a la
calidad de la carne. pero aun no hay estudios que confirmen esto.

413 Efecto en los niveles de anticuerpos contra miostatina en ef experimento 1

En los resuttados de las evaluaciones de los sueros por la técnica de ELISA del
experimento. no se observaron diferencias significativas (P> 0.10) en los riveles de
anticuerpos cantra miostatina en ninguno de los grupos experimentales (Cuadre 5)
Se esperaba que los titulos de anticuerpos de la toma del dia 112 fueran mas

elevados en los grupos lratados (T1 y T2) en comparacién con el grupa control (T3)
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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 conlra miostatina que fue de 105 se observa que los titulos de
anticuerpos de los grupos tratados son negativos, por lo que se deduce que no hubo
una respuesta inmune a la vacuna suficiente para la produccion de anticuerpos
contra miostatina.

Cuadro 5. Niveles de anticuerpos en suero con dosis de 100 g de vacuna y
antigeno.

Medias ajustadas  Conlrasles Contrastes por
le diferencia

simp
TIT3 1213

Toma de T T2 T3 ee TIT2 (T1T2)-T3
muestra

Dia 0 089 065 063 004 031 067 0.55 0.41

Dia 112 063 068 067 008 076 081 069 0.90

TT: tres inmunizaciones + refuerzo; 12: tres inmunizaciones + descanso + tres

inmunizaciones + refuerzo; T3: grupo control

En este experimento se optd por utiizar una dosis de 100 ug de la vacuna ADN
recombinante contra miostatina P2-P30. considerando los resuitados obtenidos en
ratones por Ramirez (2013). En ese trabajo. aunque no se midieron los niveles de
anticuerpos por el electo de la inmunizacion de la vacuna, la produccién de éstos par
o efecto de Ia vacuna se obviaron, ya que si se demostro que ésta tuvo un efecto
significativo (P< 0.05) en las evaluaciones de las canales (aumento de peso en la
regién craneal, caudal. miembros posteriores. triceps. cuadriceps y cabeza) en los
ratones inmunizados con la vacuna con los epitopos P2 y P30: esta hipotesis se
baso en que no hubiera habido efecto si la vacuna no haya activado la respuesta
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inmune para la produccion de anlicuerpos que bloquearan la aclividad de fa
miostatina. Esto fue demostrado por Tang y colaboradores (2007), donde la
utilizacién de una vacuna de ADN contra miostatina produjo un aumento en el peso
corporal a consecuencia de! incremento de la masa muscular y éste debido a la
produccion de anticuerpos contra miostatina, por el efecto de la inmunizacion de la
vacuna. Los resultados obtenidos en este experimento y que se observan en el
Cuadro § nos sugieren que la dosis uliizada de 100 pg de la vacuna de ADN
recombinante P2-P30 no fue suficiente para producir una respuesta inmune humoral

en los cerdos.
4.1.4 Efecto de la vacuna P2-P30 contra miostatina en el tejido adiposo.

Se observaron diferencias significativas (P< 0.01) en el area y diametro (P< 0.05) de
los adipocitos entre el grupo control (T3) y ! grupo (T1). Gomo se pueden observar
las medias ajustadas de los resultados por grupo, el grupo T3 contiene adipocitos
con un drea y un diametro mayor que los grupos T1y T2 que fueran tratados can la
vacuna (Cuadro 6). Estos resultados son algo contradictorios con los observados en
el Cuadro 4, ya que en las evaluaciones de la canal se observa que no hubo
diferencias significativas en cuanto al espesor de grasa dorsal de os grupos tratados:

ademas, ahi mismo se observa que el grupo control tiene menor grasa dorsal que los
tratados, por lo que se esperaba que, en el tamano de los adipocitos. los resultados
no mostraran diferencias significativas. En reportes previos se ha comprobado que la
miostatina juega un papel directo en la regulacion de la homeostasis del tejido

adiposo (McPherron et al, 1997). De hecho McPherron y colaboradores {1997).
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notaron que ratones knockout para el gen de miostatina tenia niveles detectables de
ARN de miostatina en el tejido adiposo. Tambien se ha demostrado que ratones
knockout para el gen de miostatina reducen los niveles de grasa subcutanea en el
cuerpo y los niveles de concentracion de leptina (Lin et al, 2002: McPherron y Lee,
2002). La sobreexpresion de un inhibidor de miostatina reduciendo su actividad,
también mostro una reduccion de tejido adiposo subcutaneo (Zhao et af , 2005)

Cuadro 6. Efecto en el area y diametro de los adipocitos con una inmunizacion de

100 ug de vacuna y antigeno
Medias ajustadas Contrastes  Contrastes
simple or

por
diferencia
Variables T T2 T3 ee  TI-13 1273 (T1-12)}T3

Area (um?) 67939 72722 75004 1308 00017 0024 0005

Diametro
r 51 966 085 0001 024 0004
T1 tres inmunizaciones + fefuerzo, 12. tres inmunizaciones + descanso + tres

inmunizaciones + refuerzo; T3 grupo control. ***P< 0.01; **P< 0.05

Atn no se ha dilucidado como la miostatina afecta al tejido adiposo, por lo que se

cree que la reduccion de la grasa corporal se debe a que la miostatina puede actuar

directamente sobre los adipocitos la o en
un mecanismo invertido como en el misculo esquelético o fa reduccion de la grasa
corporal puede ser secundaria al aumento de la demanda metabdlica del incremento
significativo de la masa muscular en ratones knockout para el gen de miostatina

(Elliot et al., 2012).



4.1.5 Efecto de la vacuna P2-P30 miostatina en la fibras musculares y antigeno

Cuando se evalué el area de las fibras musculares del masculo semitendinoso, no se
observaron diferencias significativas (P> 0.10) entre los grupos tratados comparados
con los control.

Los resultados discrepan con lo encontrado en el blogueo de la miostatina por accion

de contra miostatina et al. 2003; Tang et al.

2007), en estos trabajos se demostro que el bloqueo de fa miostatina produce un
aumento en el area de las fioras musculares (hipertrofia) en los ratones tratados.

comparados con sus controles

Cuadro 7. Efecto en el area de las fibras musculares utilizando una dosis de 100 pg
de vacuna y antigeno

Medias ajustadas Contrastes _ Gonlrasles por
simple _ diferencia
Variable 11 T2 &) ee  TI-13 1273 (111213
Area 478678 467001 477811 7678 093 034 062

2
um'
T1: tres inmunizaciones + refuerzo, T2, lres inmunizaciones + descanso + lres

inmunizaciones + refuerzo, T3: grupo control “P< 0.10

Pero dado que en éste experimento no hubo una respuesta inmune la cual produjera
anticuerpos capaces de bloquear la accion de la miostatina (Cuadro 5), y asi
provocar un efecto hipertrofico en las fibras musculares, era de esperarse que las
mediciones de las fibras resultaran sin diferencias entre los grupos tratados y el

control
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4.16 Efecto de la vacuna P2-P30 miostatina en los niveles séricos de creatina

quinasa (CK)

En cuanto a los niveles de CK en sangre tampoco hubo diferencias estadisticas
significativas (P> 0.10) entre las distintas tomas de muesira (Cuadro 8).

Cuadro 8, Resultados en fos niveles séricos de CK.

— WMediasajustadas — Conlrastes simple
Varnable Toma Toma Tema Toma ee 058
dlad dla 56

o 0-
dia dia H2ATY) 112(T2)
12T 192(T2)
Niveles
deCK 32956 35273 16208 18855 10658 088  0.30 036
/L)

Ti tres inmunizaciones + fefuerzo; 12' tres inmunizaciones + descanso + lres

inmunizaciones + rafuerzo, T3: grupo control

La CK es una enzima que se encuentra, tanto en el citosol como en las mitocondrias
de las células, pertenece a la familia de las guanidino-fosfotransferasas y es clave
en el metabolismo energético celular (Webb ef al, 1997). Cataliza la fosforilacion
reversible de creatina a fosfocreatina y de ADP a ATP, esta reaccion es importante
en la regeneracion del ATP. La creatina quinasa se encuentra principaimente en el
musculo esquelético, en el miisculo cardiaco y en el cerebro (Schlattner et af, 2006)

Niveles elevados de CK en suero estdn estrechamente asociados con el dafio

celular, la disrupcion de las células o Estas
celulares pueden causar que la CK se filtre a partir de células en el suero sanguineo
(Totsuka er a/, 2002). La medicion de la actividad de CK en suero y determinacion

de perfiles de sus iscenzimas son todavla un importante indicador de la ocurrencia



de necrosis de células del misculo y el dafio tisular debido a la enfermedad o trauma
(Brancaccio et al.. 2007)

Se ha reportado que el bloqueo de la miostatina reduce los niveles de CK. Haidet y
colaboradores (2008). demostraran en ratones, que la inhibicion de fa actividad de la
miostatina utiizando folistatina reduce los niveles de CK en suero. La inmunizacion
de cerdos con un antigeno recombinante contra miostatina reduce los niveles en la
actividad de la CK en suero de 19.9% a 43.8% comparados con sus controles (Long
et al, 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
esperar que los niveles de CK no fueran bajos, pero aun asi los niveles presentados
siguen siendo muy elevados para los estandares en cerdos. Los niveles normales de
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 explicacion a los valores de CK del experimento puede ser el
manejo dado a los cerdos previo a la toma de muestra para medir los niveles de CK,

en el que los animales pudieron haberse estresado y alterado sus niveles de CK.
4.2 Resultados de las variables del experimento 2

421Efectoenel y de la canal en el 2

Como se observa en la Figura 2. no se encontraron diferencias significativas en
ninguno de los pesajes de los animales en el experimento 2 (P> 0.10), al igual que en

la ganancia de peso total y el rendimiento de la canal (P> 0.010) (Cuadro 9).
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Ganancia de peso catorcenal

——TL{Vacunasag-c)
12 (Ag coAg)
= T3-(Control)

Peso pesold peso28 pesodl pesoss peso70 pesosd
il dias  dias  diss  dias  dias  dias

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
Freud

Cuadro 9. Ganancia de peso total y rendimiento de canal por ultrasonografia

Medias Contrastes por
ajustadas Contrastes simples ___diferencia
Vanables T1 T2 T3 ee TIT3  T2T3  T172 (T1-T2)T3

GDP
total (kg) 6405 6179 6211 520 083 097 0.69 0.92

Rend
canal (%) 3981 4055 4114 065 029 061 033 041
T1: vacuna + (antigeno + adyuvante complefo de Freud), T2: (antigeno + adyuvante

competo de Freud) + (antigeno + adyuvante incompleto de Freud), T3: grupo control

GDP total.-ganancia de peso total; Rend. canal - rendimiento de canal
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Las mediciones de rendimiento de canal se obtuvieron medante ultrasonografia, los
valores mostrados son congruentes con lo encontrado por olios autores que
utilizaron el mismo método donde tuvieron rendimientos de canal en kg similares

(Mersmann, 1982; Terry et al., 1989, Guadarrama et al , 1999)
4.2.2 Efecto en e) misculo longissimus dorsi y grasa dorsal en el experimento 2

En cuanto al area y circunferencia del misculo longissimus dorsi (LD) y espesor de
grasa dorsal no hubo diferencias significativas en ninguno de los grupos tratados (P>
0.10)

Se esperaria que el efecto del bloqueo de la miostatina se reflejara en un aumento
en el tamaio del longissimus dorsi, dado que se ha demostrado que la inmunizacion
contra miostatina produce un aumento en volumen del misculo esquelético
(Bogdanovich et al., 2002, Whittemore et al, 2003 Kim ef al, 2006, Long ef al,
2009; Ramirez, 2013)

Long y colaboradores (2009), inmunizaron cerdos con un antigeno recombinante
contra miostatina, un grupo control de cerdos con una dosis de 1 mg de antigeno y
otro grupo tratado con 4 mg, sus resultados muestran un rendimiento de canal mayor
en los grupos lratados comparados con su control (P< 0.01) lo cual difiere con los
resultados de este trabajo, pero al igual que en esta investigacion, no reportan
diferencias significativas en el espesor de grasa dorsal y area del ojo de la chuleta

(P> 0.05) (Cuadro 10)
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Cuadro 10. Efecto de la vacuna P2-P30 y antigeno en el longissimus dorsi y grasa
dorsal.

ledias ajustadas Contrastes  Conltrastes por
— simple erencia
Variables 1 T2 TS e TIT3 273 TiT2 (T

Grasa dorsal
(mm) 646 1548 1570 060 050 084 018 079

LD

circunferencia

(mm) 21061 21017 21884 1312 073 071 097 071
LD area

mm?) 279.94 27548 287.71 37.11 090 085 091 087

T1: vacuna + (antigeno + adyuvante completo de Freud). T2: (antigeno + adyuvante
competo de Freud) + (antigeno + adyuvante incompleto de Freud), T3: grupo control;

LD.- longissimus dors:.

Los resultados aunque sin mostrar diferencias significativas, concuerdan con lo
reportado por Guadarrama y colaboradores (1999). quienes usando ultrasonografia
reportaron un area de LD de 33.3 cm? y un espesor de grasa dorsal de 2.7 cm. elios
usaron cerdos con un peso vivo final de alrededor de 107 Kg y en este caso se
usaron cerdos de alrededor de 78 Kg. lo que podria explicar esta variacion; ademas
se demuestra que. aunque la vacuna no tuvo un efecto positivo en  crecimiento

muscular, rendimiento de canal (Cuadros 8 y 10) y comportamiento en el crecimiento

(Figura 2), tampoco se efectos pues todos los

se mantuvieron en los rangos normales del comportamiento productivo en cerdos



4.2.3 Efecto en fos niveles de anlicuerpos en el experimento 2

Para los niveles de anlicuerpos contra miostatina solo hubo diferencias en el
muestreo del dla 84 entre los grupos T1y T3 (P< 0.01) y entre los grupos T1y T2
{P< 0.01), donde se observan niveles més altos de litulos de anticuerpos contra
miostatina en el grupo T1

Cuadro 11 Nweles de anticuerpos en suero con dosis de 1000 g de vacuna y
antigeno

Medias ajusfadas Contrasles simple Con\vasles por
diferencia
Muesteos Ti T2 13 ee 1113 1213 T T2 12513
Dia 0 0745 0764 0599 011 05 045 087 045

4 1256 1.171 1415 001 0,006"" 012 0006  0.02°
71 vacuna + (antigeno + adyuvante completo de Freud): T2: (antigeno + adyuvante

competo de Freud) + (antigeno + adyuvante incompleto de Freud); T3: grupo control:

LD.- longissimus dorsi. ***P<0.01

Con el grupo T1 se siguio una estrategia inmunizacion prime-boost, esta estrategia
de inmunizacion impiica cebar primeramente el sistema inmune a un antigeno diana

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

de un antigeno o un vector distinto. Con las primeras
estrategias prime-boost los efectos en la inmunizacion fueron meramente aditivos,
mientras que con algunas estralegias recientes (que involucran poxvirus o
adenovirus) se han logrado potentes efectos sinérgicos (Woodland. 2004). Esta
mejora sinérgica de la inmunidad al antigeno diana es reflejado en un incremento en
&l numero de célufas T especificas al antigeno, enriquecimiento selectivo de células
T de alta avidez y el aumenlo de la eficacia contra el desafio dei patégeno
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{McShane, 2002: Estcourt et al. 2002). Ademas. se ha demostrado la activacién
tanto de linfocitos T CD8+ y CD4+ (McShane, 2001: Brooks et al, 2001; Tanghe et
al. 2001). Los resuitados del Cuadro 11, muestran que a estrategia de inmunizacion

prime-boost es la mas eficiente para producir inmunidad. Nuestros datos concuerdan
con lo reportado por Long y colaboradores (2009). donde las dosis de 1 mg y 4 mg
de un antigeno recombinante contra miostatina inoculado en cerdos produce un
aumento en los niveles de anticuerpos contra miostatina en los sueros de los
animales tratados comparados con su control (P< 0.05) en muestras tomadas el dia
84 del experimento. Nuestros resultados también muestran que a pesar de que hubo
una respuesta inmune a la vacuna y al antigeno recambinante contra miastatina en la
produccion de anticuerpos, ésta respuesta no fue la suficiente para producir un

efecto en el del 3 de la canal y las demas

variables mostradas en el Cuadro 10



V.CONCLUSIONES
Se puede concluir con estos dos experimentos que una dos's de 100 ug de vacuna
de ADN P2-P30 no produce una respuesta inmunolégica en cerdos, ain en un
sistema de vacunacion prime-boost, y la utiizacion de 1000 g de la vacuna produce
una respuesta inmune como lo demuestran los niveles de anticuerpos, pero esta
respuesta no es la suficiente como para producir un efecto en el crecimiento de la

masa muscular y rendimiento canal en cerdos

VI. RECOMENDACIONES
Se recomienda hacer pruebas para valorar la dosis de la vacuna y su efecto en el
crecimiento muscular en cerdos ya que las dosis encontradas en ratones o tuvieron

los mismos efectos en cerdos.
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