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RESUMEN 

 La miostatina es un miembro de la familia de factores de crecimiento 

transformante-β, que actúa como un regulador negativo del crecimiento muscular y 

se expresa durante el desarrollo embrionario y en la vida postnatal. Mutaciones en 

el gen de la miostatina provocan hiperplasia e hipertrofia del músculo esquelético, 

así como una menor acumulación de grasa, estas mutaciones naturales se han 

seleccionado en algunas razas hipermusculadas de bovinos y ovejas. El presente 

trabajo tiene como finalidad construir y evaluar diferentes vacunas de DNA contra 

la miostatina. Se obtuvieron cuatro diferentes construcciones genéticas que 

incluyen la región bioactiva de miostatina por si sola o fusionada a uno o ambos 

epítopos de la toxina tetánica (P2 y P30)  en la región amino y carboxilo 

respectivamente. Con cada construcción genética (1. Miostatina, 2. P2 Miostatina, 

3. Miostatina P30, 4. P2 Miostatina P30 y un control) se inmunizaron 5  grupos de 

6 ratones BALB/c con 100 µg de ADN en el día 0, 14, 28, 42 y fueron sacrificados 

el día 70. Al sacrificio diferentes regiones corporales se pesaron: la canal, región 

caudal, región craneal, miembros anteriores, miembros posteriores, tríceps, 

cuádriceps y cabeza. La vacunación de miostatina modificada con epítopos 

inmunoestimulantes, resultó en el aumento significativo del tejido muscular en la 

región craneal, caudal, miembros posteriores, tríceps, cuádriceps y cabeza. En 

general, en comparación al grupo control, con todas las construcciones genéticas 

se encontró un aumento significativo en los pesos de las diferentes regiones 

corporales, menos en la construcción con miostatina sin modificar, la cual mostro 

una reducción. De forma notable, se encontró que la construcción P2-P30 tuvo un 

mejor efecto. La mejora funcional del músculo por la vacuna de ADN contra 

miostatina, proporciona así una nueva estrategia para mejorar el rendimiento de la 

canal.  

Palabras clave: Miostatina, Vacuna de ADN, Epítopo inmunoestimulante, 

Autoinmunidad 
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 ABSTRACT 
 
 Myostatin is a member of the family of transforming growth factors-β, which 

acts as a negative regulator of muscle growth and is expressed during embryonic 

development and postnatal life. Mutations in the myostatin gene causes 

hyperplasia and hypertrophy of skeletal muscle and decreased fat accumulation, 

these natural mutations were selected hipermusculadas some breeds of cattle and 

sheep. This paper aims to construct and evaluate different DNA vaccines against 

myostatin. We obtained four different genetic constructs that include the bioactive 

region of myostatin by itself or fused to one or both epitopes of tetanus toxin (P2 

and P30) in the amino and carboxyl groups respectively. Each genetic construct (1. 

Myostatin, 2. P2 Myostatin, 3. Myostatin P30, 4. P2 and P30 Myostatin a control) 

were immunized 5 groups of 6 BALB / c mice with 100 ug of DNA on day 0, 14, 28, 

42 and were sacrificed on day 70. At slaughter weighed different body regions: the 

canal, caudal, cranial region, forelimbs, hindlimbs, triceps, quadriceps and head. 

Vaccination of myostatin modified immunostimulatory epitopes, resulted in the 

significant increase of muscle tissue in the cranial, caudal, hindlimb, triceps, 

quadriceps and head. In general, compared to the control group, with all genetic 

constructs found a significant increase in the weights of the different body regions, 

less in construction without modifying myostatin, which showed a reduction. 

Notably, it was found that the P2-P30 construction had a better effect. Functional 

improvement of muscle by myostatin DNA vaccine, thus provides a new strategy to 

improve the performance of the channel. 

 

Keywords: Myostatin, DNA vaccine, Epitope immunostimulant, Autoimmunity 
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INTRODUCCIÓN  

 El fenotipo doble musculo es un carácter descrito en algunas razas bovinas 

que se manifiesta como un incremento de la masa muscular. El origen de este 

fenotipo se encuentra en mutaciones en el gen de la miostatina, que codifica para 

una proteína perteneciente a la familia de los TGFb´s (Factores de crecimiento 

transformantes) que actúa como regulador negativo del crecimiento muscular.  

 Estudios previos concuerdan en que la miostatina regula el número final de 

fibras en el músculo durante el desarrollo, bloqueando la proliferación y 

diferenciación de mioblastos; regula el tamaño de la fibra muscular manteniendo 

las células satélites en un estado pasivo e inhibiendo la síntesis  de proteína. De 

esta forma, es posible que estas moléculas y con las que interactúa pueden ser 

blancos terapéuticos para incrementar el crecimiento muscular. Así, se ha 

demostrado que la administración de anticuerpos dirigidos contra la miostatina 

induce un aumento en las masas musculares. 

 Investigaciones actuales sugieren  que los animales con mayor número de 

fibras musculares de tamaño moderado, producen una mayor cantidad y calidad 

de la carne. Durante la miogénesis, el grado de multiplicación de las células 

musculares determina en gran medida el número de fibras musculares que se 

forman. Por lo tanto,  el número de fibras musculares está determinado 

principalmente por factores genéticos y ambientales que son capaces de influir en 

la miogénesis. El crecimiento posnatal del músculo esquelético se determina por el 

aumento en la longitud y grosor de las fibras musculares, pero no, con algunas 

excepciones, por los aumentos en número de las fibras musculares. La hiperplasia 

de las fibras musculares en los mamíferos se completa en gran medida durante la 

gestación y se fija aproximadamente en el momento del nacimiento, mientras que 

muchos factores postnatales afectarán el tamaño de las fibras musculares.  
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REVISIÓN DE LA LITERATURA  

 Historia y estado actual de miostatina 

 En 1997, Mc Pherron et al., identificaron en ratón, mediante PCR 

degenerativa, un nuevo miembro de la superfamilia de los TGFb´s: GDF-8 (Factor 

de crecimiento y diferenciación 8) denominada así originalmente por su capacidad 

de producir fenotipos transformantes en ciertos cultivos celulares, y por su papel 

en la regulación de la proliferación de distintas líneas celulares. Esta proteína 

comparte varias características en su estructura primaria con otros miembros de 

los Factores de crecimiento transformantes β (TGFβ) por lo que puede suponerse 

una estructura y un procesamiento semejantes. McPherron et al., (1997) no ubican 

a esta proteína en ninguna de las subfamilias conocidas y sólo la relacionan con la 

proteína morfogenética ósea 6 (BMP-6), en cuanto a su mayor homología 

aminoacídica entre la primera cisteína conservada y el final de la cadena C-

terminal (45%); Massagué (1992) la clasifica en un grupo de miembros 

intermedios en cuanto a la homología de su secuencia activa, junto a GDF-9, sin 

embargo, estas moléculas carecen de alguna de las 9 cisteínas del patrón 

característico de la miostatina. Finalmente, el TGFb´s más semejante en 

estructura primaria a la miostatina es el GDF-11 o BMP-11 (Gamer et al., 1999; 

McPherron et al., 1999; Nakashima et al., 1999), factor descubierto posteriormente 

a la miostatina y que se expresa en embrión en el tejido nervioso dorsal, en las 

extremidades y la cola, y en el adulto en la pulpa dental y cerebro. Con este factor 

existe una identidad aminoacídica en su región C-terminal del 90%.  

 La secuencia de miostatina tiene todas las características presentes en los 

miembros de la familia, incluyendo una secuencia N-terminal, un sitio de 

procesamiento proteolítico, y un dominio C-terminal, que contiene nueve residuos 

de cisteína (McPherron et al., 1997, Gamer et al., 1999, Nakashima et al., 1999). 

Durante la embriogénesis, se expresa en las células del miotoma; en etapas 

posteriores de desarrollo y en los animales adultos, se expresa en diferentes 

niveles en los músculos esqueléticos de todo el cuerpo, pero a niveles no 

Print to PDF without this message by purchasing novaPDF (http://www.novapdf.com/)

http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/


 
 

15 
 

detectables en todos los demás tejidos y limita el crecimiento de las fibras 

musculares (McPherron et al., 1997). El aumento de la masa muscular en ratones 

knock-out de miostatina se observan desde una edad temprana y continúan 

siendo mantenidos toda la vida (McPherron y Lee, 2002). Significativamente, los 

ratones heterocigotos también se ven afectados, aunque en menor medida, los 

músculos de los ratones heterocigotos pesan aproximadamente un 25% más que 

los de los ratones de tipo salvaje, lo que sugiere que el efecto de la miostatina es 

dosis dependiente. 

  Análisis de los músculos de ratones mutantes homocigotos mostraron que 

este aumento de la masa muscular resulta de una combinación de hiperplasia 

(aumento del número de fibras musculares) y hipertrofia (aumento de tamaño de la 

fibra). Existen evidencias  de que miostatina es específica de un tipo de fibras 

(Carlson et al., 1999). Así pues, la miostatina podría modular la expresión del gen 

que controla el tipo de fibra muscular.  

Estructura del gen y de la miostatina 

 La secuencia codificante de la miostatina está constituida por tres exones 

interrumpidos por dos intrones (Grobet et al., 1997). 

 Intrón 1. El intrón 1 se localiza entre las bases 5460 y 7285. Se puede decir 

que el intrón 1 es un intrón de fase 1, ya que interrumpe un codon serina entre la 

base uno y dos. En la región en 3’ del intrón se encuentra una zona rica en 

pirimidinas y a 67 pb. del exón 2. En ella hay una adenina situada en un consenso 

apropiado (UUGAU) para constituir el punto de formación del lazo, en el proceso 

de corte y empalme de los intrones (Keller y Noon, 1984). 

 Intrón 2. Los límites identificados siguen la regla GT-AG. Este intrón es de 

fase 0, ya que interrumpe la secuencia codificante entre dos codones adyacentes. 

La zona inmediatamente anterior al extremo 3’ del intrón se caracteriza por una 

secuencia rica en pirimidinas. Existe una adenina en un contexto apropiado 

(UUAAC) situada a -23 pb. del límite 3’del exón, constituyendo el posible lugar de 
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formación del lazo para la maduración del ARN mensajero por corte y empalme 

(Keller y Noon, 1984). 

Se han identificado dos posibles lugares de inicio de la transcripción, situados 

aproximadamente 110 pb. (Inicio1) y 137 pb. (Inicio2) delante del codón de 

iniciación.  

 El sitio Inicio1 corresponde aproximadamente al lugar de iniciación 

identificado en ratón por McPherron et al., 1997. Royo 2003, identificó 4 posibles 

lugares de poliadenilación situados a 612 pb., 959 pb., 1.438 pb. y 1.509 pb. a 

partir del codón stop (Figura 1).  

 

 El promotor de la miostatina es un promotor dirigido por una TATA-box, 

situada a 21 pb del punto de inicio2 de la transcripción. Además contiene una 

CAAT-box a –65 pb. del punto de inicio2, situadas en una región con una alta 

homología de secuencias (Royo, 2003).  
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 La proteína miostatina está formada por un péptido señal, un péptido 

latente, y un dominio carboxilo-terminal caracterizado por la existencia de nueve 

residuos cisteína, teóricamente involucrados en la formación de puentes disulfuro 

intra- e intercatenarios. Se sintetiza como una preproproteína, que se procesa 

proteolíticamente, para dejar libres las moléculas bioactivas, que formarán 

dímeros del dominio carboxilo-terminal, unidos por puentes disulfuro (Massague, 

1992; McPherron y Lee, 1996). 

 Su estructura típica (McPherron y Lee, 1996) se caracteriza por: 

  Un grupo de aminoácidos hidrofóbicos cerca del extremo N-terminal que 

funciona como señal para la secreción. 

 Una forma precursora que es proteolíticamente procesada, liberando un 

fragmento carboxiterminal bioactivo y otro aminoterminal. Al fragmento 

aminoterminal se le denomina péptido asociado latente, y mientras permanece 

unido, de forma no covalente, mantiene al TGF-β en un estado latente. 

 Una región carboxiterminal muy conservada entre los miembros de la 

familia, que contiene 9 residuos de cisteína localizados en lugares característicos.  

 La molécula bioactiva está formada por un dímero de fragmentos 

carboxiterminales unidos por puentes disulfuro. En la mayoría de los casos esta 

forma activa está formada por homodímeros de la zona C-terminal, aunque existen 

casos de heterodímeros entre diferentes miembros de la familia, que presentan 

actividades biológicas distintas a aquellas de sus homodímeros correspondientes 

(Figura 2). 
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 Mecanismo de acción biológica de miostatina 

 La miostatina se expresa fundamentalmente en músculo esquelético y se 

secreta en plasma (Gonzalez-Cadavid et al., 1998). Probablemente actúa como 

una señal secretada por la célula muscular esquelética que provoca un feed-back 

negativo, directo (señal paracrina) o indirecto en las células precursoras 

musculares, ejerciendo una regulación de la masa muscular.  

 Durante el procesamiento, el propéptido se escinde de la región madura y 

se forma un complejo con dos péptidos maduros conectados por enlaces disulfuro 

y unidos covalentemente a dos propéptidos. Cuando el complejo esta unido, las 

proteínas maduras permanecen inactivas. Las modificaciones de los propéptidos 

causan la liberación de un dímero de la proteína madura capaz de unirse a los 

receptores de activina (principalmente ACTRII) en la superficie de las células 

diana. La unión de la miostatina a los receptores inicia una vía de señalización que 

implica la fosforilación de las moléculas de señalización Smad 2 y Smad 3. Estos a 

su vez se combinan con Smad 4, para formar un factor de transcripción 
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competente, capaz de entrar en el núcleo y la inducción de la expresión de 

cualquier gen flanqueado por la secuencia de reconocimiento normativo 

adecuado. Dentro de la célula, miostatina inhibe la expresión de factores de 

regulación miogénica, como MyoD y estimulantes de la quinasa dependiente de 

ciclina (Cdk), tales como p21 (Figura 3).  
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Regulación de la miostatina   

 La existencia de múltiples proteínas capaces de vincularse a miostatina e 

inhibir su actividad plantea muchas preguntas sobre el papel específico que juega 

cada proteína en la regulación de la actividad de la miostatina.  

 Uno de los mecanismos de activación de miostatina es la escisión 

proteolítica del propéptido. Miembros de las metaloproteinasas (BMP)-/tolloid son 

capaces de escindir el propéptido N-terminal de inmediato a aspartato 76, la 

importancia de estas proteasas radica en la regulación de miostatina in vivo. Esto 

explica que las mutaciones del propéptido de miostatina lo hacen resistente a la 

proteólisis provocando un aumento en el crecimiento muscular de 

aproximadamente un 25%. La interpretación más simple de esto es que el 

propéptido mutante es capaz de formar complejos  latentes con miostatina que 

son resistentes a la activación de las proteasas. Este grupo de proteasas se ha 

demostrado previamente que desempeña un papel análogo en la regulación de las 

actividades de algunos miembros de la familia TGF-β (Blader et al., 1997, Piccolo 

et al., 1997, Marques et al., 1997, Scott et al., 1999, Pappano et al., 2003) 

 Además de las metaloproteasas, se ha demostrado que otras proteínas son  

capaces de unirse e inhibir la actividad del dímero C-terminal de miostatina. Uno 

de ellos es folistatina, que se puede unir a una serie de miembros de la familia 

TGFb´s (Nakamura et al., 1990, Yamashita et al., 1995, Fainsod et al., 1997). 

Estudios previos sugieren que folistatina funciona como un potente antagonista de 

la miostatina y se expresa en las células del miotoma (Amthor et al., 1996, 2002), 

la sobreexpresión de folistatina en los músculos puede causar un aumento 

dramático en el crecimiento muscular (Lee y McPherron 2001) y, por el contrario, 

la pérdida de folistatina disminuye la masa muscular  (Matzuk et al., 1995).  

 

 Otras dos proteínas, FLRG y GASP-1, también parecen estar implicadas en 

la regulación de la actividad de miostatina  (Hill et al., 2002, 2003), ambos FLRG y 
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GASP-1 se ha demostrado que pueden unirse con alta afinidad a la miostatina e 

inhibir su actividad. Curiosamente, GASP-1 también puede unirse directamente al 

propéptido en ausencia del dímero C-terminal y FLRG ha demostrado ser capaz 

de bloquear la actividad de la familia TGF-β (Hayette et al., 1998, Tsuchida et al., 

2000). 

Características productivas y reproductivas en la mutación del gen de la 
miostatina 

 Los animales hipermusculados poseen al nacimiento casi el doble de fibras 

musculares que los animales normales (Gerrard et al., 1991). También se ha 

encontrado que tienen un contenido menor en tejido conectivo (Uytterhaegen et 

al., 1994).  

 Las canales de los animales hipermusculados, presentan menos grasa 

intramuscular y un color más pálido. Boyajean et al., (1971) al revisar las 

características de las canales de animales que presentan hipertrofia muscular 

hereditaria, observaron un mayor porcentaje de rendimiento a la canal (+8% en 

valor relativo), una amplia reducción del hígado, corazón y pulmón (hasta un –

12%), de la piel y el aparato digestivo (-13%), y una mayor proporción de músculo 

en la canal (+17% en valor relativo), especialmente si se compara con las 

reducciones en hueso y grasa de la canal (-14 % y -44 % en valor relativo 

respectivamente).  

 La característica más negativa es su influencia sobre los caracteres 

reproductivos y maternales de las vacas de cría ya que presentan mayor dificultad 

al parto, descenso de la producción de leche y menor precocidad sexual 

(Ménissier, 1982).  

Aspectos comparados entre varias especies. 

 El gen de la miostatina se ha analizado en un gran número de especies 

diferentes, las secuencias de miostatina muestran que en el dominio C-terminal es 
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idéntico entre los seres humanos, ratones, ratas, cerdos, pollos, pavos, conejos, 

cerdos y bovinos. La conservación de la secuencia de miostatina en todas estas 

especies sugiere la conservación de la función (Grobet et al., 1997; Kambadur et 

al., 1997; McPherron y Lee, 1997). 

 Miostatina también se han identificado en un número de diferentes especies 

de peces (McPherron y Lee 1997, Maccatrozzo et al., 2001, Ostbye et al., 2001, 

Roberts y Goetz 2001, Rodgers y Weber 2001, Rodgers et al., 2001, Kocabas et 

al., 2002). Sin embargo, las secuencias de la proteína predicha en los peces son 

bastante divergentes de los de otros vertebrados. Estas comparaciones de 

secuencias, junto con la observación de que estos genes se expresan en una 

gama mucho más amplia de los tejidos en los peces, han llevado a la sugerencia 

de que la divergencia de la miostatina y GDF-11 se produjo después de que el 

origen del pescado y que las funciones de la miostatina y GDF-11 en los peces se 

llevan a cabo por los genes que representan el precursor ancestral original 

(Ostbye et al., 2001).  

 Estudios de miostatina en bovinos 

 El estudio de miostatina está ampliamente enfocado al ganado bovino los 

bovinos con mutaciones en miostatina denominados “doble musculatura” se 

caracterizan por la hipertrofia de los músculos en las regiones de la zona proximal 

anteriores y cuartos traseros, y protrusión muscular con límites intermuscular y 

surcos bien visibles bajo la piel (Menissier, 1982). El análisis genético de la raza 

Belgian Blue llamados "dobles músculos", reveló que este rasgo es de herencia 

semidominante en la especie bovina (Hanset y Michaux, 1985, Charlier et al., 

1995), al analizarlo en un gran número de animales se han identificado al menos 

siete mutaciones diferentes, incluyendo codones de paro, mutaciones de bases, y 

mutaciones puntuales en residuos altamente conservados de aminoácidos en el 

cromosoma 2 (Grobet et al., 1997; Kambadur et al., 1997; McPherron y Lee 1997; 

Cappucio et al., 1998; Marchitelli et al., 2003).  
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Manipulación de miostatina: aplicaciones clínicas  

 Existen enormes incentivos humanitarios y comerciales para desarrollar 

medicamentos basados en miostatina para el tratamiento de enfermedades 

musculares como la distrofia muscular, miopatías inflamatorias, caquexia (atrofia 

muscular asociada con enfermedades crónicas como el SIDA), y la sarcopenia 

(relacionada con la edad la pérdida de músculo) (González- Cadavid et al., 1998). 

Tratamientos que estimulan el crecimiento muscular sin ejercicio serían 

especialmente útiles para personas con movilidad reducida o confinados a la cama 

por períodos prolongados (Zachwieja et al., 1999). Existen una serie de 

estrategias para la inhibición de la miostatina en la actualidad bajo investigación 

clínica o preclínica. Que van desde la supresión de la actividad de la miostatina a 

la inhibición de la producción de miostatina. 

 Anticuerpos anti-miostatina. La inyección de anticuerpos anti-miostatina en 

ratones adultos jóvenes provocó la hipertrofia muscular (Bogdanovich et al., 2002). 

En los ratones adultos normales, las inyecciones semanales de un anticuerpo 

monoclonal anti-miostatina indujo un aumento hipertrófico del 13-30% de la masa 

de músculos y un 10% de aumento en la fuerza (Whittemore et al., 2003). En 

2005, Wyeth Pharmaceuticals comenzó la Fase I / II de ensayos clínicos para 

investigar el uso de un anticuerpo (MYO-029) que se une e inhibe miostatina para 

el tratamiento de las distrofias musculares (Sunada, 2006). 

 Competencia por los receptores. Otro enfoque terapéutico es la introducción 

de una versión soluble del receptor de activina tipo IIB (ACVR2B) que compite con 

el receptor natural por la miostatina circulante lo que reduce su actividad. Este tipo 

de inhibición causa un drástico aumento de la masa muscular (hasta un 60% en 2 

semanas) cuando se inyectan en ratones de tipo salvaje (Lee et al., 2005). Se 

especula que ACVR2B puede ser eficaz en el tratamiento de la distrofia muscular 

(Hooper, 2005). 
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 El propéptido miostatina. La miostatina circulante se activa cuando el 

propéptido se escinde por la proteasa BMP-1/tolloid (Wolfman et al., 2003), por lo 

tanto la inhibición de estas enzimas proteolíticas podrían bloquear la actividad de 

miostatina.  Sin embargo esta estrategia sería muy arriesgada ya que las 

proteasas BMP-1/TLD están involucrados en una variedad de sistemas de 

desarrollo (Ge y Greenspan, 2006). Una estrategia alternativa, que implique un 

propéptido sintético modificado para ser resistente a la ruptura es una estrategia 

más probable. Los ratones inyectados con una proteína modificada tuvieron un 

incremento del 27% de la masa muscular en un mes (Wolfman et al., 2003), sin 

efectos negativos reportados. La sobre-expresión del propéptido de miostatina en 

ratones transgénicos suprimió la acumulación de grasa y estimulo el crecimiento 

muscular (45 a 115%, dependiendo del músculo) (Zhao et al., 2005). 

 Miostatina trunca. El tratamiento con anti-miostatina ha demostrado mejorar 

efectivamente la regeneración muscular en ratones viejos después de la lesión y el 

desgaste muscular relacionado con la edad (Siriett et al., 2007). Inyecciones 

subcutáneas de anti-miostatina, aumentan la miogénesis. Si resultados similares 

se pueden lograr en los seres humanos, este tratamiento podría aumentar la masa 

muscular y velocidad de reparación. 

 Folistatina y histona deacetilasa (HDAC). Folistatina juega un papel 

fundamental en el crecimiento y la regeneración de las células adultas del músculo 

esquelético. Varios estudios han demostrado claramente la función de folistatina 

como un potente antagonista en la vía de señalización de miostatina (Matzuk et al, 

1995;. Lee y McPherron, 2001;. Zimmers et al, 2002) y la variación genética en el 

gen de folistatina contribuyen a la variación de la masa y fuerza muscular en 

humanos. Aunque todavía no hay en ensayos clínicos en humanos, la sobre-

expresión de folistatina resulta en un aumento significativos en la masa muscular 

de ratones transgénicos (Lee y McPherron, 2001). Un método alternativo para 

bloquear la miostatina puede ser a través de la inducción de folistatina mediante la 

administración de la HDAC. Los inhibidores de HDAC, impiden que las histonas se 
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unan al ADN y por lo tanto permiten que se produzca la transcripción de folistatina. 

Recientemente, se ha demostrado que los inhibidores de HDAC, activan la 

expresión de folistatina en las células del músculo esquelético y en los músculos 

lesionados (Lezzi et al., 2004). 

 Inhibición del RNA de miostatina (siRNA). Un proceso natural, selectivo y 

específico para desactivar genes es el RNA de interferencia (ARNi). Son 

pequeños fragmentos de RNA que se unen fragmentos más grandes que codifican 

para proteínas, haciendo que estos sean objeto de destrucción. El RNA de 

interferencia (siRNA), son los equivalentes sintéticos de miRNA y son 

ampliamente utilizados como herramientas de investigación para estudiar la 

función génica. La ubicuidad y la especificidad de la maquinaria de RNAi sugiere 

que la regulación terapéutica de los genes basada en siRNA podría ser 

desarrollada por cualquier gen en cualquier tejido. En mamíferos, los experimentos 

in vivo en ratas mostrarón una disminución significativa en el ARNm de miostatina 

y de la expresión de la proteína, así como un aumento en el peso muscular y el 

tamaño de la fibra (Acosta et al., 2005). 

Suplementos herbarios ''anti-miostatina. Aunque lejos de la sofisticación de los 

métodos descritos anteriormente, los suplementos de hierbas que se dice 

"inhiben" la miostatina y aumentan la masa muscular se comercializan 

actualmente. Mientras que los sitios web comerciales, Wikipedia y blogs suelen 

ser transitorios, parciales y poco fiables por los rigurosos estándares de la 

investigación científica, son una fuente principal de información para muchos 

atletas y deben ser controlados en la búsqueda de evidencia de las tendencias de 

desarrollo en el dopaje. Usando el motor de búsqueda de Google, uno de los 

éxitos más comunes al buscar la miostatina''''son los anuncios de un producto 

como Myo-blast/CSP3 (un''hiper-avanzada fórmula mejora muscular''), que 

supuestamente neutraliza la miostatina. El ingrediente activo de estas es el alga 

Cystoseira canariensis, que contiene polisacáridos sulfatados que se han 

demostrado que se une a la miostatina (Ramazanov et al., 2003) sin embargo; al 
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evaluar la acción de Cystoseira canariensis en el crecimiento muscular  no 

reportaron ni un efecto inhibitorio sobre miostatina en suero, ni ningún efecto sobre 

la fuerza muscular o la masa en personas no entrenadas. 

 Vacuna de DNA contra miostatina. El desarrollo de una vacuna de ADN 

especifica contra miostatina mostro una mejoría funcional en el crecimiento 

muscular en los ratones inmunizados (Tang et al., 2007). La masa muscular de los 

ratones inmunizados con la vacuna de ADN se encontró un aumento significativo 

en relación con el grupo control, y lo más importante una mejora funcional de la 

resistencia muscular incrementando la masa muscular. Se encontró hipertrofia de 

las fibras musculares, pero no hiperplasia, en contraste con los controles 

negativos. Estudios adicionales que incluyan evaluar la fuerza muscular, así como 

investigar los efectos a largo plazo de la autoinmunidad inducida, son necesarios 

para confirmar que la mejora funcional de los músculos de la vacuna contra la 

miostatina ADN es una estrategia farmacológica válida y segura. 

Historia de la vacunación con ADN.  

 

 La vacunación mediante el empleo de ADN plasmídico tuvo sus inicios en 

las observaciones de Jon A. Wolff, quien inicialmente intentó utilizar ADN 

plasmídico como control negativo en experimentos de transferencia genética en 

ratones. El resultado, sin embargo, fue la demostración de que las células 

musculares son capaces de expresar genes como consecuencia de la inyección 

de ADN plasmídico “desnudo”, sin la necesidad de utilizar vectores virales o ADN 

encapsulado en liposomas. Sus resultados lo llevaron a plantear la posibilidad de 

que la transferencia genética mediante ADN plasmídico podría ser utilizada para el 

desarrollo de vacunas (Wolff et al., 1990). 

 Posteriormente, se reportó la generación de anticuerpos contra dos 

proteínas, la hormona de crecimiento humano (hGH) y la α 1-antitripsina (hAAT) 

mediante la inoculación de ADN codificante para ambas, demostrando la 

Print to PDF without this message by purchasing novaPDF (http://www.novapdf.com/)

http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/


 
 

27 
 

posibilidad de realizar una inmunización genética mediante bombardeo de 

partículas de oro cubiertas con ADN (Tang et al., 1992). Más adelante, el campo 

de la vacunación con ADN quedó firmemente establecido tras la demostración de 

que la inyección de vectores codificantes para proteínas del virus de la influenza 

protegían a animales ante un reto mortal con el virus (Ulmer et al., 1993). A partir 

de estos primeros experimentos se inició un tremendo ímpetu en la investigación 

tanto en sectores académicos como a nivel privado para el desarrollo de vacunas 

basadas en ADN, lo cual ha llevado al desarrollo de vacunas hacia una gran 

cantidad de enfermedades de origen viral, bacterianas y parasitarias; así como 

dirigidas al tratamiento de otras patologías como cáncer, enfermedades 

autoinmunes y alérgicas (Reyes-Sandoval y Ertl, 2001). 

Estructura de las vacunas de ADN  

 Las vacunas de ADN están compuestas por un plásmido bacteriano o 

vector en el cual se ha insertado una secuencia de ADN que codifica el antígeno 

de interés o proteína transgénica. Los plásmidos bacterianos son básicamente los 

mismos que se utilizan en experimentos que involucran la expresión de proteínas 

en cultivos celulares.  

 De manera funcional, el vector plasmídico empleado para vacunas de ADN 

está compuesto por una unidad transcripcional y el esqueleto plasmídico; el vector 

comúnmente empleado como vacuna para mamíferos es pCI-neo (Figura 4). 
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La unidad transcripcional incluye un promotor, un intrón un ADN que codifica para 

el antígeno y una secuencia de terminación de la transcripción.  

 Promotor. En la actualidad, la mayoría de las vacunas de DNA contienen el 

promotor de la región inmediata temprana de Citomegalovirus (CMV/IE), el cual 

permite altos niveles de transcripción de manera constitutiva en una gran variedad 

de células eucarióticas (Montgomery et al., 1993; Bohm et al., 1996; Hartikka et 

al., 1996). La inclusión de la secuencia del intrón A del CMV (CMV-IA) ha 

permitido una mejoría en la expresión de cDNAs microbianos (Chapman et al., 

1991).  
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 Secuencia de terminación de la transcripción. La terminación de la 

transcripción en las vacunas de ADN se realiza mediante secuencias de 

terminación y poliadenilación ubicada en la región 3' del ADN que codifica para el 

antígeno. Estas se conocen como regiones 3' no traducidas (3'-UTR). Las 

secuencias de terminación/poliadenilación dan estabilidad a la molécula de mRNA 

y están formadas por una secuencia ubicua AATAAA seguida de una secuencia 

rica en GT o en T, los cuales bajo condiciones óptimas se encuentran separados 

por 22 ó 23 nucleótidos (Levitt et al., 1989).  

 El esqueleto plasmídico, contiene el origen de replicación, un sitio múltiple 

de clonación que facilita la inserción del gen, un gen de resistencia a antibióticos y 

las secuencias CpG inmunoestimulatorias que funcionan como un adyuvante 

interno en la misma vacuna (Kowalczyk y Ertl, 1999) 

 Origen de replicación (ori). El origen de replicación comúnmente utilizado en 

las vacunas de ADN es el ColE1, con el cual se obtienen grandes cantidades de 

ADN plasmídico debido a que permite la presencia de hasta 20 copias de ADN por 

célula (Azevedo et al., 1999). 

 Sitio múltiple de clonación.  La mayoría de los plásmidos poseen una serie 

de sitios de clonación sintéticos con secuencias que son reconocidas por enzimas 

de restricción utilizadas de manera común en ensayos de clonación, los cuales no 

se presentan en el resto del plásmido (Sambrook, 1989). De esta manera es 

posible clonar secuencias de ADN que codifican para el antígeno de interés y que 

han sido obtenidas mediante PCR con cebadores que poseen idénticos sitios de 

restricción que las secuencias blanco, o mediante restricción con enzimas a partir 

de otros plásmidos.  

 Gen de resistencia a antibióticos. Los vectores plasmídicos utilizados como 

vacunas de ADN se obtienen mediante transformación de bacterias competentes 

como E. coli cepa DH5α previamente tratadas con una mezcla de cationes 

divalentes que las hacen permeables temporalmente a pequeñas moléculas de 
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ADN. La pequeña población de bacterias que adquieren el plásmido es 

identificada mediante marcadores selectivos que confieren resistencia a 

antibióticos. Un buen número de vacunas de ADN poseen marcadores que 

codifican para β-lactamasa y confieren resistencia a ampicilina.  

 Secuencias inmunoestimulatorias. Si una secuencia contra la que se quiere 

inducir una respuesta inmune está presente en el individuo  no se reconoce como 

patógeno, 1975). En vacunas de ADN se utilizan diversos adyuvantes que 

incrementan la respuesta inmunológica  (Krieg y Wagner., 2000).  Datos previos 

indican que los epítopos universales de la toxina tetánica  P2 y P30 pueden ser 

utilizados eficientemente para aumentar la eficacia de una vacuna de ADN.  

Métodos de inoculación  

 La respuesta a las vacunas de ADN ha sido determinada mediante 

diferentes rutas de inoculación, incluyendo intramuscular, intradérmica, 

intravenosa, intraperitoneal, epidérmica mediante escarificación de la piel, oral, 

intranasal y vaginal. De todas estas formas, las que han dado mejores resultados 

y más reproducibles son la inoculación intramuscular y en los diferentes estratos 

de la piel mediante agujas hipodérmicas, así como el bombardeo de partículas 

mediante pistolas genéticas en piel y en mucosas.  

Las cantidades de ADN necesario van de 10 a 100 μg de ADN en 

inyecciones intramusculares en ratones y hasta 1 mg en primates no humanos 

para inducir la aparición de anticuerpos y linfocitos citotóxicos; mientras que las 

dosis empleadas mediante bombardeo de partículas van de 0.1 a 10 μg en ratones 

y de 0.1 a 100 μg en primates para generar respuestas inmunes de similar 

magnitud (Robinson y Torres, 1997). En un estudio en el que se compararon 

diferentes métodos de inmunización se determinó que la dosis de ADN necesaria 

para proteger animales de la infección por el virus de la influenza era de 100 μg en 

inyecciones intramusculares, y tan sólo 0.4 μg del mismo ADN cuando la 

inoculación se realizó por bombardeo de partículas (Fynan et al., 1993). Por ello, 
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ésta última metodología es la más eficiente desde el punto de vista de la cantidad 

de ADN utilizada.  

Mecanismos de la respuesta inmune por vacunas de ADN  

 

 Un aspecto que aún no se comprende del todo consiste en la interacción de 

la vacuna de ADN con el sistema inmune. Las cantidades del antígeno que se 

producen cuando se administra el vector están en el orden de los picogramos o 

nanogramos. Estos niveles relativamente pequeños de antígeno hacen pensar que 

la respuesta inmune tan fuerte y sostenida se debe a las propiedades adyuvantes 

que posee el ADN y al tipo de células presentadoras de antígeno transfectadas.  

Hay tres mecanismos principales por el que el antígeno es procesado y 

presentado al sistema inmune tras la vacunación con ADN  

 

 1.Transfección de células presentadoras de antígeno (APC). Se sabe que 

éste tipo de células se encuentran presentes en pequeñas cantidades en músculo 

y que constituyen un potente estímulo para el sistema inmune. Adicionalmente, se 

conoce que pueden ser transfectadas in vivo por ADN para generar una fuerte 

respuesta por linfocitos T citotóxicos (Condon et al., 1996). Tan sólo se requieren 

100 APCs para activar al sistema inmune, y ésta cantidad no es difícil de 

transfectar si consideramos que 8% de las células en la epidermis corresponden a 

células dendríticas, se han realizado experimentos en modelos de ratón 

quiméricos en los que ha quedado claro que la presentación del antígeno se lleva 

a cabo principalmente por células provenientes de la médula ósea, es decir, 

células presentadoras de antígeno (Doe et al., 1996).  

 

 2. Activación de la respuesta inmune por transfección de células carentes 

de complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) clase II. La mayor parte de las 

células transfectadas tras la inyección de ADN consisten en células musculares y 

queratinocitos. Ambos participan de manera importante en la inducción de la 
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respuesta inmune a la proteína transgénica, aunque es difícil pensar que lo hacen 

mediante la presentación de antígeno de manera directa a linfocitos, ya que 

carecen del MHC de clase II así como de moléculas coestimulatorias del tipo de 

CD80 y CD86 necesarias para activar el sistema inmune. El papel que éstas 

células desempeñan lo hacen a través de la síntesis y secreción de proteínas que 

aumenta la magnitud de la respuesta inmune (Klinman et al., 1997).  

 

 3. Activación cruzada o "cross-priming". Es generalmente aceptado que los 

péptidos adquiridos de manera exógena por las APCs son presentados por medio 

del MHC clase II. Aunque se considera que éste tipo de proteínas son excluidas 

del MHC clase I, existe evidencia de que éste fenómeno puede ocurrir in vivo 

(Harding y Song, 1994). Durante la activación cruzada, las APCs introducen 

péptidos o proteínas sintetizados por otras células, y los presentan a linfocitos a 

través del MHC clases I y II. Esto permite que las células somáticas actúen como 

reservorios de antígeno, contribuyendo a aumentar la respuesta inmune hacia la 

proteína transgénica.  

 Los mecanismos antes mencionados ayudan a explicar las características 

de la respuesta inmune generada por las vacunas de ADN. La activación del 

sistema inmune por la inyección de un vector plasmídico es un proceso lento, en el 

que se detectan anticuerpos a las dos semanas de vacunación y se alcanza un 

máximo en la respuesta alrededor de la semana 10 (Xiang et al., 1995). Su 

expresión, sin embargo se sostiene durante un largo período de tiempo lo cual 

podría permitir que otras APCs que lleguen a la zona de inoculación adquieran la 

proteína. Esto generaría un proceso de activación "en olas" y de manera continua, 

lo cual permitiría que la respuesta inmune se mantenga por un largo período de 

tiempo, dando lugar a la generación de memoria inmunológica durante años 

característica de las vacunas basadas en microorganismos atenuados y en ADN.  
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Ventajas y desventajas 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 y por lo tanto vivo, o si éste se encuentra inactivado o muerto (Estrada-

Parra, 1996; Ertl y Xiang, 1996). Las primeras constituyen las vacunas 

tradicionales elaboradas con microorganismos atenuados seleccionados por 

mantener su inmunogenicidad aunque desprovistos de su patogenicidad, en este 

grupo se incluyen las vacunas hechas a partir de microorganismos recombinantes 

que son virus o bacterias que expresan antígenos heterólogos provenientes de 

otros microorganismos. Por su parte, las vacunas inactivadas consisten en 

microorganismos muertos o proteínas aisladas nativas o recombinantes las cuales 

se conocen como vacunas de subunidades. Las principales características, así 

como las ventajas y desventajas se resumen en la Tabla 1. 

 Para entender mejor el papel que los diferentes tipos de vacunas existentes 

pueden jugar, algunas de las características deseables en toda vacuna se 

mencionan a continuación:  

 Seguridad. Las vacunas no deben producir efectos secundarios o causar 

enfermedad alguna. Las vacunas basadas en virus atenuados pueden revertir a su 

forma virulenta, llevando de manera inherente un riesgo potencial en su utilización. 

Aunque la posibilidad de que esto suceda es muy baja en la actualidad, el riesgo 

potencial no desaparece. El mejor ejemplo de vacuna viral preparada con 

microorganismos atenuados es la vacuna oral anti-poliomielítica tipo Sabin, la cual 

se considera segura y es utilizada a nivel mundial. Sin embargo, se han reportado 

algunos casos de poliomielitis por la reversión a la forma virulenta de los virus 

atenuados tipo dos y tres que son constituyentes de esta vacuna. Por su parte, las 

vacunas de ADN carecen de este riesgo, y tal vez la principal preocupación en 

términos de seguridad sea la posibilidad de integración del ADN al genoma del 

individuo, provocando la activación de proto-oncogenes o inactivación de genes 

supresores de tumores. Hasta la fecha, se ha observado que el ADN permanece 
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en forma episomal, descartando la posibilidad de integración genómica (Nichols et 

al., 1995).  

 Métodos de inoculación. Esta característica va estrechamente ligada a la 

seguridad de la vacuna. El método de aplicación de ésta no debe de presentar 

riesgo alguno a los individuos que la reciben o que la aplican. La utilización de 

jeringas y agujas constituye un riesgo sobre todo por la generación de desechos 

en lugares con poco control sobre ellos permitiendo su reutilización. Por lo 

anterior, las vacunas de administración oral resultan ideales en cuanto a 

seguridad. La inmunización con ADN ha sido realizada con éxito mediante este 

tipo de administración, así como mediante pistolas genéticas, las cuales se 

consideran también seguras.  

 Memoria inmunológica. Una de las características más deseadas en 

cualquier vacuna es la generación 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 

años. Las vacunas con microorganismos inactivados requieren de varias 

inmunizaciones para producir el mismo efecto. Por su parte, las vacunas de ADN 

generan respuestas capaces de durar toda la vida cuando se han probado en 

ratones. Esta característica se ha observado en la respuesta humoral basada en 

anticuerpos, en la generación de linfocitos T cooperadores y de células T 

citotóxicas, para las cuales las vacunas de ADN se consideran el más potente 

estímulo.  

 Costos. La elaboración de vacunas tradicionales requieren de una 

infraestructura costosa, por lo que las formas alternativas que puedan reducir este 

precio son siempre deseables. Las técnicas empleadas para clonación de genes 

en nuevos vectores para vacunación con ADN son bastante simples, rápidas 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 lo que requieren 

cuidados especiales como el mantenimiento a temperaturas bajas durante todo el 
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proceso que culmina en la administración al individuo. Por su parte, las vacunas 

de ADN son estables a temperatura ambiente lo cual contribuye a la disminución 

significativa de los costos de producción. 
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Objetivos 

Objetivo General 

Desarrollar una vacuna de ADN que inmunice contra miostatina para incrementar 

las masas musculares  

Objetivos particulares 

 Elaborar diferentes vacunas de ADN con el gen que codifica para la 

miostatina modificándola con los epítopos P2 y P30 de la toxina tetánica.  

 Evaluar en grupos de ratones, el efecto de la inmunización con las 

diferentes construcciones vacunales contra la miostatina, en el peso de diferentes 

regiones corporales.  

Hipótesis 

 La inmunización con una vacuna de ADN del gen de la miostatina 

modificada con los epítopos P2 y P30 de la toxina tetánica inducirá la producción 

de anticuerpos específicos contra la miostatina que inhibirán su actividad 

induciendo un aumento de las masas musculares de los individuos. 

Justificación 

 Las mutaciones descritas en el gen de la miostatina han aparecido de forma 

natural y se han seleccionado de forma independiente en algunas razas de 

bovinos y ovejas. Sin embargo, estas mutaciones no se han descrito en el cerdo, 

aves ú otras especies de interés en la industria cárnica. De forma que la 

oportunidad de explotar en estas especies esta vía de aumento muscular solo 

puede obtenerse por métodos transgénicos o por terapia genética. Por otro lado, 

se ha visto que la expresión de la miostatina se mantiene durante el periodo 

postnatal por lo que su inhibición lleva a un aumento de las masas musculares, 

esto se ha explotado experimentalmente en el desarrollo de terapias en displasias 

musculares de forma alentadora. Sin embargo, la inhibición inmunológica de la 
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actividad de la miostatina con fines de lograr un mayor rendimiento en la 

producción y calidad de la carne en animales de consumo no se ha explorado. Por 

lo anterior, el propósito de este trabajo es desarrollar una vacuna de ADN contra la 

miostatina que pueda aplicarse en los animales de abasto y evaluar su efecto 

inicialmente en ratones. 

METAS 

Se clono la región del péptido bioactivo del gen de miostatina a partir del DNA 

genómico de pollo. Empleando PCR, el gen se modificó antigénicamente 

incorporándole los epítopes P2 y P30 provenientes de la toxina tetánica. Se 

obtuvieron 4 diferentes construcciones genéticas: 1) La miostatina nativa; 2) 

miostatina modificada fusionada con el epítope P2 en el extremo aminoterminal, 3) 

miostatina fusionada a P30 en el extremo carboxilo; 4) miostatina fusionada a P2 y 

P30 en los extremos amino y carboxilo, respectivamente. Estas construcciones 

contenían sitios XbaI. Estas construcciones fueron clonadas inicialmente en un 

vector T. El ADN de las clonas recombinantes para cada construcción del vector T 

se digirieron con la enzima XbaI, esto libero el fragmento de las construcciones 

con los extremos cohesivos compatibles al vector de expresión celular pCIneo. 

Este vector había sido previamente digerido con la misma enzima y desfosforilado. 

EL vector digerido y los fragmentos de las construcciones se ligaron y las clonas 

obtenidas se caracterizaron por PCR para identificar aquellas correctamente 

orientadas. Estas clonas se amplificaron obteniendo ADN plasmídico libre de 

endotoxinas el cual se empleó en experimentos de inmunización en grupos de 6 

ratones/construcción. Después de 4 inmunizaciones con 100ug de ADN de las 

construcciones vacunales a los días 0, 14, 28 y 42, se evaluó el peso de diferentes 

regiones corporales. Se analizaron los datos estadísticamente en comparación a 

controles negativos y controles en donde se administró una vacuna génica con el 

gene de miostatina sin modificar.  
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MATERIAL Y MÉTODOS  

Extracción de ADN 

 La técnica usada para la recuperación del material genético a partir de 

muestras de tejido (embrión de pollo) fue la reportada por Manuelidis et al en 1977 

y modificada en el laboratorio de genética molecular. En un mortero se fracciono 1 

gramo de tejido y se pulverizó con nitrógeno líquido, se adicionaron 10 volúmenes 

solución de lisis (0.05 M Tris-HCl pH 8, 0.1 M EDTA, 0.5% Sarkosyl)  y se trato 

con RNasa [15 µg/ml] y proteinasa K [100 µg/ml], incubando por 60 min. 

Posteriormente,  se adiciono NaCl a 2M final. Se centrifugo 15 minutos a 3000 

rpm, se recupero el sobrenadante y precipito con 2 volúmenes de etanol, se 

centrifugo a 4,500 rpm/15 min/4°C, la pastilla se resuspendió en 3ml de solución 

de lisis mezclando con un volumen de fenol- cloroformo-Alcohol isoamílico 

(25:24:1); posteriormente se centrifugo a 4,500 rpm/20 min/4°C y se recuperó el 

sobrenadante mezclándolo con un volumen de cloroformo-Alcohol isoamílico 

(24:1), se centrifugó en las mismas condiciones y se precipito nuevamente con un 

volumen de isopropanol y centrifugo a 4,500 rpm/20 min/4°C. Finalmente se lavo 

la pastilla con etanol al 70%, decanto, secó y resuspendio en 350 µl de ddH20 

estéril.  

Cuantificación de ADN genómico 

 La concentración y calidad de ADN se midió en un espectrofotómetro con 

lecturas de absorbancia a 260nm y 280nm  (PerkinElmer Lambda Bio 10). La 

concentración de ADN se determino con la siguiente fórmula:  
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Amplificación del gen que codifican para miostatina.  

El gen miostatina se amplifico a partir de DNA obtenido de músculo de pollo. Para 

esta amplificación se emplearon los iniciadores Miobio 

5´TTCTAGAATGGATTTTGGVCTTGACTGTGATG  3’ y MioRHis 5´ 5´TTCTAGA 

TCA GTGGTGGTGGTGGTG TGAGCACCCACAGCGATCTAC 3'.  Se amplifico 

únicamente la región carboxilo terminal correspondiente a a miostatina bioactiva. 

Los iniciadores poseen el sitio de corte para la endonucleasa XbaI. El iniciador 

MioRHis, contiene además una secuencia que codifica para 6 histidina, para poder 

purificar la miostatina recombinante por cromatografía de afinidad en columnas de 

agarosa niquel. Se amplifico el segmento del gen de la miostatina con iniciadores 

que contienes los epitopos P2 y P30 para obtener las siguientes construcciones: 

a) Miostatina, b) Miostatina+P2,c) P30+ Miostatina y d) P30 + Miostatina + P2. Los 

iniciadores que se emplearon fueron los siguientes: MioP30-1 5’ TTC TAG ATC 

ATA CTT CTA AAT GAC TAG CAG ATA CTT TAG GAA CCC TCA ACC AAA 

AGC TAA CGG TAA AAT TATTAAAC 3´; MioP30-2 5’ CGG TAA AAT TAT TAA 

ACA TTG AGCACCCGCAACGATCTAC 3’; MioP2F 5’TTC TAG AAT GCA GTA 

TAT AAA AGC AAA TTC TAA ATT TAT AGG TAT AAC TGA AGA TTT TGG CCT 

TGA CTG TGATG 3’.  

Optimización de las condiciones de PCR 

 Para la optimización de las condiciones de amplificación con los diferentes 

juegos de oligonucleótidos , se utilizó un protocolo de gradientes de temperatura 

en base a la temperatura promedio de disociación de cada juego de iniciadores, 

considerando 10°C de rango del gradiente a partir de 52 a 62°C.  

Las condiciones de la reacción de PCR fueron: Iniciadores 1µM, dNTP´s 0.2mM, 

MgCl2 1.5mM, amortiguador de reacción 1x, Taq polimerasa 2u. Las condiciones 

de amplificación fueron las siguientes: 94°C/5min 1 ciclo, 94°C/30seg, 

58°C/30seg, 72°C/30seg 30 ciclos y 5 minutos de extensión a 72°C.  
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Purificación de los insertos  

 La purificación de los productos de amplificación por PCR así como los 

fragmentos clonados digeridos; se realizó por adsorción a perlas de sílice. Las 

bandas correspondientes al peso esperado del gen se recortaron del gel. Cada 

uno de estos trozos de agarosa se pesó y mezclaron con 3 volúmenes de NaI 6M, 

se incubaron 10 minutos a 55°C para disolver la agarosa. Inmediatamente se le 

agregaron 20μl de perlas de sílice y se incubaron 30 minutos a 4°C. 

posteriormente las muestras se centrifugaron a 12000 rpm por 4 minutos y las 

pastillas se lavaron 2 veces con 500μl de solución de lavado (NaCl 50mM, Tris 

HCl pH7.5 10mM, EDTA 2.5mM, etanol 50% v/v). La pastilla se seco y 

resuspendio en 30μl de H2O y el ADN se eluyó de las perlas por incubación 

durante 10 minutos a 55°C. La suspensión se centrifugo por 3 minutos, se 

recupero el sobrenadante y se almaceno a -20°C hasta su uso. Las muestras de 

ADN se analizaron por electroforesis en geles de agarosa al 3%.  

Clonación en pGEM®-T 

  Los fragmentos de ADN obtenidos de la purificación se clonaron de forma 

independiente en el vector pGEM®-T. Las reacciones de ligación se hicieron en 

una relación molar inserto: vector 3:1, se utilizó 100ng de ADN del plásmido vector 

y 30 ng del fragmento purificado, agregando 1 unidad de T4-ligasa en su 

amortiguador específico; el volumen final de las reacciones fue de 10 μl. Las 

mezclas se incubaron por 16 horas a 4°C. Posteriormente se almacenaron a -20°C 

hasta que los productos de ligación se utilizaron para transformar bacterias 

competentes.  

Transformación de bacterias competentes 

 Para transformar las bacterias de E. coli con los plásmidos, 100μl de las 

bacterias competentes DH5α se mezclaron con 25ng de la ligación y se dejaron 

incubar 30 minutos en hielo, posteriormente 1 minuto a 42°C, después se les 

adiciono 900μl de medio LB y se incubaron 1 hora a 37°C en agitación. Al término 
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de la incubación, el cultivo se sembró sobre medio LB con 100μg/ml de ampicilina 

para pCI-neo y Xgal (266µg/ml), IPTG (266µg/ml) para pGEM®-T. Las placas se 

incubaron a 37°C durante toda la noche y al siguiente día se almacenaron a 4°C.  

Selección de clonas recombinantes 

 Para la selección de recombinantes se escogieron 16 colonias al azar y se 

les hizo PCR con los iniciadores de los plásmidos M13 para pGEM®-T y T3-T7 

para pCIneo. Aquellas clonas positivas a PCR se crecieron en medio LB para 

obtener ADN plasmídico.  

Obtención de ADN a pequeña escala 

 Para la obtención de ADN plasmídico a pequeña escala se utilizo un 

método de ebullición (Silhavy et al., 1984) modificado en el laboratorio de genética 

molecular. Las colonias bacterianas se sembraron en 9ml de LB con 100μg/ml de 

ampicilina y se incubaron toda la noche a 37°C en agitación. Al día siguiente se 

centrifugaron a 3,500 rpm por 6 min, decantaron y resuspendieron en 600 μl de 

solución de lisis (8% Sacarosa, 5% Tritón X-100, 50 mM  EDTA, 50 mM Tris pH 8), 

y se trataron con lisozima (1.25 μg/μl). Posteriormente se hirvió en baño de agua 

por 1min, centrifugaron 10minutos a 12,000rpm; recupero el sobrenadante y trato 

con RNAsa  (15μg/ml) y proteinasa K  (50 μg/ml). Se precipitaron con 2 volúmenes 

de etanol absoluto e incubaron 30 minutos, transcurrido este tiempo se 

centrifugaron 10min a 14,000 rpm. Finalmente se lavo la pastilla con etanol al 

70%, decanto, secó por calor y resuspendio en 50μl de ddH20 estéril. Las 

muestras de DNA se analizaron por electroforesis en geles de agarosa al 1%.  

Digestión de ADN plasmídico  

 Para obtener el fragmento con extremos cohesivos y asegurar su correcta 

ligación al vector de expresión pCIneo; se digirieron 20μl del ADN obtenido a 

pequeña escala con la enzima de restricción  XbaI. La digestión se realizó durante 

16 horas a 37°C en un volumen final de 200μl y las soluciones amortiguadoras 

correspondientes a la enzima. Pasadas las 16 horas, 5μl de las muestras de ADN 
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se analizaron por electroforesis en geles de agarosa al 1% con TAE. Cuando se 

verifico que el vector estaba linearizado; las muestrease precipitaron con 2 

volúmenes de etanol absoluto e incubaron 30 minutos a -20°C, transcurrido este 

tiempo se centrifugaron 10min a 14,000 rpm. Finalmente se lavo la pastilla con 

etanol al 70%, decanto, secó,  resuspendio en 20μl de ddH20 estéril y finalmente 

se analizaron por electroforesis en geles de agarosa al 3%. 

Clonación en pCI-neo 

 Para la construcción de los plásmidos vacúnales se empleo el vector de 

expresión pCI-neo que lleva el promotor temprano de citomegalovirus (CMV para 

promover la expresión constitutiva de los insertos de ADN clonados en células de 

mamífero), previamente digerido con la enzima de restricción XbaI Las reacciones 

de ligación se hicieron en una relación molar inserto: vector 3:1, se utilizó 1μl de 

T4-ligasa en su amortiguador específico; el volumen final de las mezclas reacción 

fue de 20 μl, las mezclas se incubaron durante 16 horas a 4°C. Posteriormente se 

almacenaron a -20°C hasta que los productos de las reacciones se utilizaron para 

su transformación en células competentes.  

Secuenciación de las clonas obtenidas 

 Para la secuencia de las clonas candidatas se obtuvo ADN de los 

plásmidos recombinantes a pequeña escala, se evaluaron por electroforesis en un 

gel de agarosa al 1% y se cuantificaron por espectrofotometría. Una vez 

evaluadas todas las muestras, se calculo el volumen necesario de muestra para 

colocar 2-3g de ADN por muestra en la reacción. 

 Para la reacción de secuencia se utilizo el kit comercial BigDye® Terminator 

v3.1 Cycle Sequencing kit de Applied biosystems™ de acuerdo a las instrucciones 

del fabricante.  
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Maxi preparación de ADN de los plásmidos recombinantes 

 Una vez verificadas las secuencias de las clonas recombinantes, se 

obtuvieron grandes cantidades de ADN de los plásmidos recombinantes 

miostatina, miostatina p2, miostatina p30 y miostatina p2-p30 respectivamente, 

mediante el uso de columnas del kit comercial Quiagen EndoFree Plasmid Mega 

Kit. Se tomo una colonia bacteriana transformada con cada uno de los plásmidos y 

se inoculó de forma independiente en 5ml de medio LB- ampicilina (100μg/ml). El 

precultivo se coloco en una incubadora a 37°C en agitación (220 rpm) durante 8 

horas y una vez crecido se tomo 1 ml para inocular 500 ml de medio LB-

ampicilina. A su vez este cultivo se incubó en las mismas condiciones y se le 

permitió crecer durante 16 horas. Al término de este tiempo, las bacterias se 

cosecharon por centrifugación a 3600xg durante 15 minutos a 4°C, la pastilla 

celular se resuspendio en 50 ml de amortiguador P1 (Tris-HCL 50nM pH 8, EDTA 

10 mM y RNAsa a 100 μg/ml) y a continuación se le adicionaron 50ml de 

amortiguador P2 (NaOH 200mM y SDS 1%), se mezclo por inversión y se dejo 

reposar 5 minutos a temperatura ambiente. A la mezcla se le agregó 50 ml de 

amortiguador P3 (acetato de potasio 3M pH 5.5), se mezclo por inversión e 

introdujo en el cartucho QUIAfilter dejando reposar 10 minutos a temperatura 

ambiente, posteriormente se filtro con una bomba de vacío. Se añadieron 50 ml 

del amortiguador FWB2 al cartucho y de nuevo se filtro con bomba de vacío. Al 

lisado filtrado se le añadieron 12.5 ml del amortiguador ER, se mezclo por 

inversión y se incubó en hielo 30 minutos.  

 Se utilizó una columna para cada plásmido previamente equilibrada con 

35ml de amortiguador QBT (NaCl 750mM, MOPS 50 mM pH 7, isopropanol 15% y 

Tritón X-100 0.15%), posteriormente se adiciono el lisado filtrado y cuando paso 

totalmente, se procedió a lavar la columna con 200ml de amortiguador QC (NaCl 

1M, MOPS 50Mm pH 7 e isopropanol 15%). Finalmente el ADN se eluyó con 35ml 

de amortiguador QN (NaCl 1.6M, MOPS 50mM pH 7 e isopropanol 15%). El ADN 

contenido en el eluído se precipito con 24.5 ml de isopropanol, se mezclo y se 
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centrifugó a 10 000 xg durante 30 minutos a 4°C. las pastilla se lavó con 7ml de 

etanol al 70% libre de endotoxinas, se centrifugó a 10 000 xg durante 10 minutos, 

se seco a 60°C aproximadamente 10 minutos. Transcurrido este tiempo, el ADN 

se resuspendio en 1 ml de Amortiguador TE libre de endotoxinas. La pureza y 

concentración del ADN obtenido se analizó por análisis espectrofotométrico 

picogreen. La purificación y el rendimiento del ADN también se analizó por 

electroforesis en geles de agarosa al 1%. 

Esquema de inmunización en ratones  

 Se utilizaron ratones BALB/c machos de 21 días de edad, con los cuales se 

formaron 5 grupos de 6 ratones cada uno. Las inmunizaciones se realizaron de 

forma subcutánea. En todos los casos los inóculos tuvieron un volumen de 50 µl 

que contenían 100 µg de ADN y se aplicaron los días 0, 14, 28 y 42; los ratones 

fueron sacrificados en el día 74 postinmunización. 

Cada grupo experimental sirvió para evaluar cada vacuna recombinante: 

miostatina, miostatina p2, miostatina p30, miostatina p2 p30 y un grupo control 

inoculado con 50 µl de PBS. 

 Los ratones se manipularon conforme a las especificaciones de la NOM-

062-ZOO-1999 y se registraron los siguientes pesos: peso al sacrificio, peso a la 

canal (eviscerados, retirada la piel y las patas), cabeza, región craneal (patas 

anteriores unidas al torso. Corte a nivel de la 1ª lumbar), región caudal (corte a 

nivel de la base de la cadera), miembros anteriores, miembros posteriores, tríceps 

y cuádriceps.  

 

Evaluación estadística 

 Los datos fueron evaluados con una prueba de normalidad y homogeneidad 

de varianzas para saber si los datos tenían una distribución normal. Se realizó una 

prueba de Shapiro Wilk para saber si los datos tenían una distribución normal y la 
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prueba de Levene para ver evaluar homogeneidad de varianzas, con esto se 

demostró que los datos tenían una distribución normal lo que permitió hacer un 

análisis de varianza y evaluar por la prueba de Tukey cuál de los grupos era 

diferente. La significancia aceptada fue 0.05.  
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RESULTADOS  

Construcción de los plásmidos vacunales 

Extracción y cuantificación de ADN genómico 

 Se purifico ADN a partir de embrión de pollo de 15 días de incubación. Se 

verificó la integridad del ADN por electroforesis y se evaluó su grado de pureza por 

espectrofotometría a 260 y 280nm. El rendimiento calculado del ADN fue de 920µg 

de ADN por gramo de tejido con un relación 260/280 de 1.70.  

Diseño de iniciadores   

 Para el diseño de iniciadores se alinearon las secuencias de miostatina de 

diferentes especies (bovino, cerdo, pollo, ratón en nucleótidos y aminoácidos, 

donde se ubicaron los diferentes exones así como las regiones de la proteína 

(Anexo 2); al verificar una homología del 87 a 98% y del 99% respectivamente en 

la región bioactiva se diseñaron los iniciadores universales para la amplificación de 

miostatina (figura 5) y los que incluían los epítopos inmunoestimulantes P2 y P30 

(figura 6). 
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 La estrategia seguida para la clonación y modificación del gen de la 

miostatina consistió en amplificar inicialmente el gen estandarizando las 

condiciones óptimas de PCR en un gradiente de temperaturas. Los productos 

amplificados se separaron por electroforesis; después del corrimiento 

electroforético (Fig. 7a), se purificaron por perlas de sílice (Fig. 7b), y se ligaron al 

Vector T pGEMt. Se transformaron 25 ng del producto de ligación en bacterias 

competentes de E. coli cepa DH5α y por PCR se verifico si las clonas eran 

positivas con los iniciadores del vector (M13) (Fig. 7c), las clonas que resultaron 

positivas se les extrajo el ADN del plásmido recombinante mediante una 

purificación por lisis alcalina para digerirlo con la endonucleasa XbaI (Fig. 7d). El 

fragmento liberado se recupero del gel y se ligo al vector pCIneo, el cual  

previamente había sido digerido con la misma enzima y desfosforilado. EL ADN 

ligado se empleo para transformar células competentes de E. coli cepa DH5α. Las 

clonas recombinantes se identificaron por PCR empleando los iniciadores que se 

asientan en el vector (T3, T7). Se obtuvo ADN de los plásmidos recombinantes y 

se comprobó su identidad mediante secuenciación de nucleótidos, verificando que 

las clonas estaban correctamente orientadas.  
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Producción de ADN vacunal 

 Se purifico ADN de cada uno de los plásmidos vacunales a partir de un 

crecimiento bacteriano de 1 litro. El ADN se obtuvo con columnas de intercambio 

ionico empleando el kit comercial Qiagen EndoFree Plasmid Mega Kit. El 

rendimiento de la purificación de los plásmidos se evaluó por electroforesis  y por 

espectofotometría (Figura 8). 
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Inmunización con las construcciones vacunales  

 Para cada construcción se establecieron grupos de 6 ratones machos 

BALB/C, de 4 semanas de edad. Estos fueron inmunizados por vía subcutánea 

con 100µg a los días 0, 14, 28 y 42. Al día 84 se sacrificaron y se colecto el suero. 

En la figura 9 se muestra el esquema de inmunización).  
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Evaluación del efecto de la inmunización  

  En cada uno de los individuos, se tomaron pesos por 12 semanas (84 días). 

Se obtuvo el peso al sacrificio, peso de la canal (eviscerada, sin piel y sin patas), 

cabeza, la región craneal (miembros anteriores unidos al torso sin cabeza,, corte a 

nivel de la 1ª lumbar), la región caudal (corte a nivel de la base de la cadera, 

conservando miembros posteriores), los miembros anteriores, miembros 

posteriores, tríceps y cuádriceps. Los valores obtenidos se analizaron 

estadísticamente.  

Ganancia de peso. 

 La ganancia de peso corporal de los diferentes grupos a lo largo del estudio 

no fue significativamente superior (p ≥ 0.05) entre los grupos inoculados con las 

diferentes construcciones vacúnales y respecto al control (Fig. 10).  
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Evaluación de la canal 

 Para evaluar la canal de las diferentes construcciones vacunales se 

pesaron diferentes regiones corporales (canal, región craneal, caudal miembros 

anteriores, miembros posteriores, tríceps, cuádriceps y cabeza). En el cuadro 2 se 

muestran los promedios y la desviación estándar de las mediciones de los pesos 

en diferentes regiones corporales y los resultados de la prueba de significancia de 

Tukey. Se aprecia que entre los grupos, el peso al sacrificio no hubo diferencias. 

Sin embargo, en general la vacunación con la miostatina modificada con los dos 

epítopos inmunoestimulantes resultó en un  aumento del tejido muscular. Algo 

notable es que el grupo tratado con miostatina sin modificar mostró una aparente 

reducción en las masas musculares.   

 

En la Figura 11 se grafican los promedios de los pesos (y la desviación estándar) 

obtenidos en cada grupo inmunizado . Se aprecia que, en comparación al grupo 1 

y al grupo 5 (control), se logro un aumento en los pesos de diversas regiones. 
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 Para mostrar más evidentemente las diferencias entre grupos se resto el 

promedio del grupo control a los valores de cada grupo inmunizado con las 

diferentes construcciones. Las evaluaciones realizadas de las canales muestran 

diferencias significativas (p≤0.05) en el aumento de peso en la región craneal, 

caudal, miembros posteriores, tríceps, cuádriceps y cabeza de la construcción de 

miostatina con los epítopos P2 y P30; sin embargo en el peso a la canal, 

miembros anteriores y región craneal sin cabeza; no se encontraron diferencias 

significativas (p ≥ 0.05).  En los miembros posteriores y cuádriceps las 

construcciones de miostatina P2 y miostatina P30 también mostraron un aumento 
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significativo (p ≤ 0.05)  en el peso y la construcción de p30 en el peso de los 

tríceps (Figura 12).  
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DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES 

 En nuestro estudio, en la dinámica del crecimiento de los diferentes grupos 

de inmunización y en el peso al sacrificio no se apreciaron diferencias 

significativas entre los grupos vacunados y no vacunados, estas observaciones 

concuerdan las de Xianyong et al., 2005, donde los pesos corporales de los 

ratones inmunizados con miostatina recombinante de cerdo no mostraron 

diferencias significativas. En ratones knockout para el gen de miostatina 

McPherron et al., 1997, encontraron un aumento del peso corporal de alrededor de 

30% durante los estadios adultos jóvenes (2-5 meses) y casi todo el aumento de 

peso en los animales homocigotos podría explicarse por un aumento en la masa 

muscular. Estos hallazgos no sugieren que la ausencia de miostatina en la etapa 

prenatal conduce a un aumento mayor en las masas musculares, que el que se 

puede obtener en el bloque de su actividad de forma postnatal. Esto puede 

explicar los resultados de nuestros experimentos, en donde administrando la 

vacuna de miostatina a las 4 semanas de edad no resulto en un aumento 

apreciable en el peso corporal, aunque si notamos un aumento en algunas 

regiones corporales, así como en algunos músculos. Sería interesante evaluar el 

efecto de la administración de la vacuna a edades más tempranas, o el efecto de 

una inmunización pasiva desde el momento de la lactancia. 

El peso a la canal de los ratones inoculados con solo con la vacuna de ADN con el 

gen de miostatina resulto menor que el grupo control, además esta tendencia se 

aprecia en varias regiones corporales, esto concuerda con el trabajo de Zimmers 

et al., 2002 donde encontraron que la administración de grandes cantidaes de 

miostatina conducen a una disminución masiva de peso corporal total (30%) 

dentro de 16 días y el efecto es dosis dependiente. La pérdida de músculo 

representó 35-50% de la disminución de peso total. La reducción de la masa 

muscular fue debida a una disminución en el tamaño de la fibra. Además de la 

pérdida de músculo, hubo una ausencia casi total de tejido adiposo blanco, así 

como una disminución en la masa de otros tejidos (Zimmers et al., 2002). 
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Igualmente, Reisz-Porszasz et al. 2003, encontraron en ratónes que 

sobreexpresan la miostatina, una reducción de peso de 20-25% en los músculos 

esqueléticos individuales dentro de los 42 días de vida postnatal, y esto también 

se debió únicamente a la reducción en el tamaño de la fibra. La sobre-expresión 

de miostatina, además, condujo a una reducción del peso del corazón (17% de 

reducción)- Nuestros resultados indican aumentos significativos en el peso a la 

canal después de la vacunación con ADN; un estudio reciente ha mostrado que 

los pesos corporales de los ratones tratados con un anticuerpo monoclonal 

neutralizante contra miostatina aumentó 10% el peso corporal (Whittemore et al., 

2003), de manera similar los ratones que expresan una mutación dominante 

contra miostatina, mostraron un aumento de hasta el 35% en masa de músculo 

esquelético. En dos estudios independientes (Yang et al.2001; Lee y McPherron 

2001) con ratones transgénicos observaron un aumento de peso en canal de 48% 

a las 18 semanas. Nuestro trabajo demuestra que una vacuna de ADN contra 

miostatina puede promover un aumento en la masa muscular esquelética.  

 Al restarle los pesos del control negativo a las diferentes regiones 

evaluados se aprecia que los ratones inoculados con miostatina sin modificar 

antigénicamente, se redujo el peso en todas las regiones estudiadas, menos en la 

cabeza, la cual tuvo un ligero crecimiento y los tríceps en donde no hubo cambios. 

En general, en comparación al grupo control, con todas las construcciones 

genéticas con P2 y P30 se encontró un aumento en los pesos de las diferentes 

regiones corporales. El análisis estadístico prueba que con la construcción de la 

miostatina P2-P30 se obtuvo un aumento significativo en la región craneal, la 

región caudal y la cabeza. En los miembros posteriores, los tríceps y cuádriceps, 

el aumento significativo fue encontrado con todas las construcciones, en el caso 

del tríceps no se encontró efecto con P2. Este aumento en tríceps y cuádriceps 

concuerda con el estudio de Grobet et al., 2003 en donde muestran que la 

inactivación postnatal del gen de la miostatina en el músculo estriado es suficiente 

para causar una hipertrofia muscular generalizada de la misma magnitud que la 
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observada para ratones knock-out de miostatina y que este aumento es debido a 

la hipertrofia (71%), así como hiperplasia (29%). Los músculos individuales de 

miostatina en ratones knock-out mostraron un aumento de peso de hasta 262% 

como en el caso del músculo pectoral (McPherron et al., 1997). El músculo tibial 

anterior crecido puramente por hipertrofia. En contraste, el tamaño del grupo de 

musculos gastrocnemio/plantar aumento  tanto por hipertrofia (71%) como 

hiperplasia (29%)(Zhu et al., 2000). 

El aumento en las masas musculares dado por la vacunación con las 

construcciones de miostatina modificada con los epítopos P2 y P30, nos indica 

que estos epítopos fueron capaces de modificar las propiedades antigénicas de la 

miostatina, logrando romper la barrera de reconocimiento de lo propio. Nuestros 

datos nos sugiere que el efecto de estos epítopos es aditivo y los validan como 

herramientas en vacunas para inducir estados de autoinmunidad con aplicaciones 

en la manipulación de actividades fisiológicas o en terapia oncológica.  

 Finalmente, aparentemente los cambios fisiológicos observados en los 

ratones inmunizados con la vacuna de la miostatina ADN no fueron acompañados 

por cambios físicos perjudiciales, lo que sugiere que la vacuna puede aumentar el 

tamaño del músculo esquelético sin efectos secundarios importantes. El aumento 

de los músculos por la vacuna de la miostatina ADN proporciona así una nueva 

estrategia farmacológica para incrementar el valor de las canales, así como el 

tratamiento de enfermedades asociadas con la pérdida de masa muscular. Sin 

embargo, se requieren estudios posteriores de seguridad y de efectos a largo 

plazo de la autoinmunidad. El presente estudio sienta las bases para el trabajo 

futuro en esta nueva estrategia emocionante y prometedora.  
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PERSPECTIVAS 

 La mejora funcional del músculo por la vacuna de ADN contra miostatina, 

proporciona una nueva estrategia para aumentar la ganancia de peso en animales 

de abasto así como mejorar el rendimiento de la canal. En el presente estudio se 

sientan las bases para el trabajo futuro de esta nueva estrategia prometedora para 

el incremento de masa muscular del 6.5 al 80.76 %. Se requieren estudios 

posteriores de seguridad y de los efectos a largo plazo de la autoinmunidad.  

Una aplicación importante de esta vacuna es en aspectos de producción animal. 

Será muy interesante evaluar el efecto de esta vacuna en diferentes especies 

animales de interés pecuario: cerdos, aves bovinos, ovejas. Valorar como se 

afectan las características de crecimiento, las proporciones corporales, la calidad 

de la carne, el rendimiento productivo y sus repercusiones económicas. 

Esta vacuna indudablemente puede tener aplicaciones en aspectos médicos. 

Tanto en el área de medicina veterinaria como en humana, en el tratamiento de 

distrofias musculares, en estados de pérdida de masas musculares que se 

presenta en enfermedades crónicas, estados de postración prolongada o en el 

envejecimiento. 
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