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RESUMEN

La miostatina es una proteina miembro de la familia del factor de crecimiento
transformante 3 que actua como un regulador negativo del crecimiento muscular. La
interferencia de su actividad biolégica incrementa el crecimiento del musculo
esquelético, efecto que tiene aplicaciones clinicas y en el area de produccion animal.
Una estrategia para bloquear la accion de la miostatina es la induccién de una
respuesta inmune contra ella. En este trabajo, se evaluaron esquemas de
inmunizacibn empleando una vacuna de ADN que expresa la miostatina
recombinante fusionada a los epitopos P2 y P30 de la toxina tetanica, asi como la
proteina recombinante expresada en E.coli.

La vacuna de ADN de miostatina P2-P30, se evalud previamente observando la
capacidad de inducir crecimiento muscular en ratones, aunque empleando 4
inmunizaciénes y grandes cantidades de ADN (100 ug). Para mejorar la respuesta
inmune, se evalud un esquema de inmunizacién de refuerzo heterélogo (prime-boost
heter6logo) donde la inoculacion de la vacuna de ADN es seguida por la inmunizacion
con la -miostatina-P2-P30 recombinante expresada en E. coli. En grupos de ratones
control e inmunizados con dos y cuatro inmunizaciones con la vacuna génica o el
antigeno recombinante y prime-boost, se registré el peso de los diferentes segmentos
corporales, observando un mayor aumento de la masa muscular en el esquema de
prime-boost heterdlogo, lo que nos indica que es una estrategia de vacunacién
prometedora al reducir el tiempo y la cantidad de antigeno utilizado para inducir una

respuesta inmune a la miostatina expresada en un incremento de la masa muscular.
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INTRODUCCION

La miostatina, también conocida como factor de crecimiento y diferenciacion-
8 (GDF-8), es un miembro de la familia del factor de crecimiento transformante- que
desempefia un papel esencial en la regulacion del crecimiento del musculo
esquelético (McPherron, Lawler and Lee, 1997; Amthor et al., 2002; Lin et al., 2002).
La miostatina actia como un regulador negativo del crecimiento del musculo
esquelético y esta altamente conservada a lo largo de la evolucién (McPherron,
Lawler and Lee, 1997).

Se ha demostrado en varias especies que las mutaciones nulas que ocurren
naturalmente en el gen de la miostatina conducen a aumentos significativos en la
masa del musculo esquelético, la fuerza muscular y la reduccién de la acumulacion
de grasa (Grobet et al., 1997; Kambadur et al., 1997; Langley et al., 2002; Schuelke
et al., 2004; Mosher et al., 2007; Ogrodniczuk and Oliffe, 2010). Los ratones knockout
de miostatina, muestran igualmente incrementos en la masa muscular (Grobet et al.,
2003). Por otro lado, la administracidn sistematica de miostatina exdgena en ratones
adultos induce una disminucion general de la masa muscular (Zimmers et al., 2000).
Los antagonistas de miostatina, como anticuerpos monoclonales y policlonales
especificos de miostatina y folistatina, asi como los antagonistas de los receptores
de activina tipo Il, pueden aumentar también significativamente la masa del masculo
esquelético (Lee and McPherron, 2001; Bogdanovich et al., 2002; Whittemore et al.,
2003; Lee, 2004).

La inhibicion de la actividad de la miostatina puede tener beneficios
potenciales para los productores de ganado, ya que puede aumentar el rendimiento
del crecimiento y el contenido de carne magra en la canal. Actualmente, hay pocos
informes disponibles sobre la supresion de la actividad de miostatina en especies de
ganado. Se ha demostrado que la inmunizacion activa contra la miostatina, conduce
a la produccion de anticuerpos contra la miostatina mejorando el porcentaje de carne

magra en las canales de cerdo (Long et al., 2009).
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La miostatina es una proteina altamente conservada y débilmente
inmunogénica debido a tolerancia inmunolégica. Las vacunas de ADN quimérico con
el gen de miostatina que incorporan epitopos inmuno-potenciadores, pueden llevar a
superar la tolerancia inmunitaria mediante un proceso en el que un epitopo dominante
en una proteina de fusion aumenta la respuesta a otros epitopos con inmunidad débil
(Gerloni et al., 2000). Dos de estos elementos inmuno-potenciadores son los péptidos
de toxina tetanica P2 y P30 (Valmori et al., 1992). Anteriormente, se ha demostrado
gue el epitopo de la toxina tetanica P2 unida al gen de miostatina administrado como
una vacuna de ADN en ratones aumenta la masa muscular (Tang et al., 2007).

Una practica comun en la vacunacion para obtener una respuesta inmune
efectiva es inmunizar varias veces con el mismo inmundgeno, esto se conoce como
refuerzo primario homaologo (prime-boost). Se ha demostrado que el refuerzo con el
mismo antigeno administrado de manera diferente, conocido como refuerzo primario
heter6logo (prime-boost heterélogo), mejora significativamente la inmunizacion,

induciendo respuestas humorales y celulares (Lu, 2009).

En este estudio, evaluamos el efecto sobre el crecimiento muscular en grupos
de ratones de la construccion quimérica de la miostatina fusionada a los epitopos P2-
P30 como una vacuna de ADN, asi como el antigeno recombinante expresado en E.
coli. Se probo un esquema de inmunizacién prime-boost heterélogo en comparacion
a grupos de ratones controles negativos e inmunizados con dos Yy cuatro

inmunizaciones con la vacuna génica o el antigeno recombinante.
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MARCO TEORICO

Antecedentes

El fenotipo doble musculo es una caracteristica descrita en algunas razas bovinas
gue se manifiesta como un incremento de la masa muscular del animal. El origen de
este fenotipo se encuentra en mutaciones del gen de la miostatina, que codifica para
una proteina perteneciente a la familia de los TGFb’s (Factores de crecimiento
transformantes) que actia como regulador negativo del crecimiento muscular
(McPherron, Lawler and Lee, 1997).

Diversos estudios concuerdan en que la miostatina regula el nimero final de fibras
de musculo durante el desarrollo bloqueando la proliferacién y diferenciacién de
mioblastos, regulando el tamafio de la fibra del musculo y manteniendo las células
satélites en un estado pasivo e inhibiendo la sintesis de proteina (Clair, Della-Fera
and Baile A., 2001). De esta forma, es posible que esta proteina y moléculas con las
gue interactia pueden ser blancos terapéuticos para incrementar el crecimiento
muscular. La inhibiciéon de la actividad de la miostatina puede tener importantes
aplicaciones no solo en produccién pecuaria también pueden tener un potencial
terapéutico en humanos. La interferencia de la accidon de la miostatina in vivo se ha
logrado por la administracion de sus inhibidores naturales como la folistatina (Matzuk
et al., 1995; Zimmers et al., 2000; Lee and McPherron, 2001), antagonistas de los
receptores de activina tipo Il (Lee et al., 2005), a través de anticuerpos monoclonales
o policlonales (Bogdanovich et al., 2002; Whittemore et al., 2003), asi como también
con la misma proteina recombinante, obteniéndose un aumento significativo de las
masas musculares. Sin embargo, estos procedimientos son costosos y complicados.
En contraste la induccion de una respuesta auto-inmunitaria contra miostatina puede
ofrecer una alternativa prometedora.

Ensayos previos en el laboratorio de genética molecular muestran que es posible
establecer estados de autoinmunidad especifica a blancos determinados mediante
su modificacion antigénica con los epitopos P2-P30. Muy probablemente estos
resultados pueden mejorar si se emplean esquema de inmunizacién “prime—boost’

para reducir la frecuencia de inmunizaciones.
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Actividad de la miostatina en el desarrollo

Durante el desarrollo embrionario, cuando se segmenta el mesodermo
somitico para originar somitos embrionarios, todas sus células tienen las mismas
capacidades de diferenciacion. Sin embargo, a medida que maduran, las distintas
regiones de los somitos se determinan para diferenciar sélo tipos celulares concretos
(Climent et al., 2002). Los mioblastos se desarrollan a partir de células miogénicas
precursoras, que son de origen mesodérmico. Estas células estan destinadas a entrar
en el linaje miogénico y son capaces de proliferar y establecer un grupo de
mioblastos. Los mioblastos se alinean formando cadenas de células que se unen por
sus extremos gracias a las glucoproteinas de la membrana para formar un sincitio.
En las zonas de contacto la membrana plasmética se reorganiza y sefiales especiales
causan que los mioblastos salgan al ciclo celular, para que dejen de dividirse y
diferenciarse, desprendiéndose de las proteinas y enriqueciéndose en fosfolipidos,
requisito indispensable para que ocurra la fusion y finalmente se formen miotubos
multinucleados. Ambos procesos, dependen de Ca?+ y el final del proceso consiste
en la formacién de los miotubos (Rehfeld, 2004). Todo este mecanismo es regulado
por diferentes proteinas, la principal reguladora del crecimiento muscular es la

miostatina.

Descubrimiento de la miostatina

En 1997, Mc Pherron et al., identificaron en ratén, mediante PCR degenerativa,
un nuevo miembro de la superfamilia de los TGFB: GDF-8 (Factor de crecimiento y
diferenciacion 8), denominada asi originalmente por su capacidad de producir
fenotipos transformantes en ciertos cultivos celulares, y por su papel en la regulacién
de la proliferacion de distintas lineas celulares. Esta proteina comparte varias
caracteristicas en su estructura primaria con otros miembros de los TGFp, y
particularmente con TGFB-1, de lo que puede suponerse una estructura y un

procesamiento semejantes. McPherron et al., (1997) no ubican a esta proteina en
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ninguna de las subfamilias conocidas y soélo la relacionan con Vgr-1 (BMP-6), en
cuanto a su mayor homologia de aminoacidos entre la primera cisteina conservada y
el final de la cadena C-terminal (45%). Massagué (1998) la clasificé en un grupo de
proteinas miembros intermedios en cuanto a la homologia de su secuencia activa,
junto a GDF-9. Sin embargo, estas moléculas carecen de alguna de las 9 cisteinas
del patron caracteristico de la miostatina. Finalmente, el TGF mas semejante en
estructura primaria a la miostatina es el GDF-11 o BMP-11 (McPherron, Lawler and
Lee, 1997; Gamer et al.,, 1999; Nakashima et al.,, 1999), factor descubierto
posteriormente a la miostatina y que se expresa en el embridn 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 del 90% de aminodacidos en su region C-terminal.

La secuencia de miostatina tiene todas las caracteristicas presentes en los
miembros de la familia, incluyendo la secuencia N-terminal, el sitio de procesamiento
proteolitico, y el dominio C-terminal, que contiene nueve residuos de cisteina
(McPherron, Lawler and Lee, 1997; Gamer et al., 1999; Nakashima et al., 1999).
Durante la embriogénesis GDF-8 se expresa en las células del miotoma; en etapas
posteriores de desarrollo y en los animales adultos, se expresa en diferentes niveles
en los musculos esqueléticos de todo el cuerpo y limita el crecimiento de las fibras
musculares (McPherron, Lawler and Lee, 1997). El aumento de la masa muscular en
ratones nulos de miostatina se observa desde edad temprana y se mantiene por toda
la vida (McPherron and Lee, 2002). Significativamente, los ratones nulos
heterocigotos también se ven afectados, aunque en menor medida, los musculos de
los ratones heterocigotos pesan aproximadamente un 25% mas que los de los
ratones de tipo salvaje, lo que sugiere que el efecto de la miostatina depende de su
concentracion (McPherron, Lawler and Lee, 1997).

Andlisis de los musculos de ratones mutantes homocigotos mostraron que
el aumento de la masa muscular resulta de una combinacién de hiperplasia (aumento
del niumero de fibras musculares) e hipertrofia (aumento de tamafio de la fibra)
(McPherron, Lawler and Lee, 1997). Existen evidencias de que miostatina es
especifica de un tipo de fibras (Ji et al., 1998; Carlson, Booth and Gordon, 1999). Asi
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pues, la miostatina podria modular la expresion del gen que controla el tipo de fibra

muscular.

Estructura del gen y de la proteina miostatina

La secuencia de ADN codificante de la miostatina esta constituida por tres
exones interrumpidos por dos intrones (Grobet et al., 1997).

Intrén 1. El intrén 1 se localiza entre las bases 5460 y 7285. Se puede decir
que el intron 1 es un intrén de fase 1, ya que interrumpe un codon serina entre la
base uno y dos. En la region 3’ del intron se encuentra una zona rica en pirimidinas
y a 67 pb. del exdn 2. En ella hay una adenina situada en un consenso apropiado
(UUGAU) para constituir el punto de formacion del lazo, en el proceso de corte y
empalme de los intrones (Keller and Noon, 1984) (Figura 1).

Exon 1 Exon 2 Exon 3

= e— e

Intron 1 Intron 2

Regiones no traducidas s N-termunal latente
Em Péptido senal mm C-termunal bioactiva

Péptido ) .
sefial Monémero de Miostatina

NH2 'I_ COOH

Diana de proteolisis

Figura 1.- Caracteristicas generales del gen y la proteina miostatina. Esquema de la estructura del
gen de miostatina bovina y regiones codificantes de la proteina.

Intron 2. Los limites identificados siguen la regla GT-AG. Este intron es de
fase 0, ya que interrumpe la secuencia codificante entre dos codones adyacentes. La
zona inmediatamente anterior al extremo 3’ del intrbn se caracteriza por una
secuencia rica en pirimidinas. Existe una adenina en un contexto apropiado (UUAAC)

situada a -23 pb. del limite 3’del exdn, constituyendo el posible lugar de formacién del
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lazo para la maduracion del ARN mensajero por corte y empalme (Keller and Noon,
1984).

Se han identificado dos posibles lugares de inicio de la transcripcion, situados
aproximadamente 110 pb. (Iniciol) y 137 pb. (Inicio2) delante del coddn de iniciacion.

El sitio Iniciol corresponde aproximadamente al lugar de iniciacion
identificado en raton (McPherron, Lawler and Lee, 1997; Royo, 2003). Royo 2003
identifico 4 posibles lugares de poliadenilacion situados a 612 pb., 959 pb., 1.438 pb.
y 1.509 pb. a partir del codén stop (Figura 2).

o.seidl  PEPTIDO LATENTE (LAP) PEPTIDO MADURO
4+r < >4 »

”H:mwo%

v

L
”H:-C—m_u‘.Lcc_cc_cd- COOH

Figura 2.- Estructura de la proteina miostatina. Miostatina esta formada por un péptido sefial, un
péptido latente, un domino carboxi-terminal y un sitio de protedlisis (RSS). La molécula bioactiva esta
formada por un dimero de fragmentos carboxiterminales unidos por un puente disulfuro (S) y nueve
residuos de cisteina (C).

Promotor: El promotor de miostatina esta dirigido por una TATA-box, situada
a 21 pb del punto de inicio2 de la transcripcion. Ademas, contiene una CAAT-box a —
65 pb. del punto de inicio2, situadas en una region con una alta homologia de
secuencias (Royo, 2003).

Proteina: La miostatina esta formada por un péptido sefial, un péptido latente,

y un dominio en la region carboxi-terminal caracterizado por nueve residuos de
cisteina, tedricamente involucrados en la formacion de puentes disulfuro intra- e
intercatenarios (Royo, 2003). Se sintetiza como una preproproteina, que se procesa
proteoliticamente, para dejar libres a las moléculas bioactivas que formaran dimeros
del dominio carboxi-terminal, unidos por puentes disulfuro (Massague, 1992;
McPherron and Lee, 1996; Carlson, Booth and Gordon, 1999).

Su estructura se caracteriza por poseer:
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1. Un grupo de aminoacidos hidrofébicos cerca del extremo N-terminal que
funciona como sefial para su secrecion.

2. Una forma precursora que es proteoliticamente procesada, liberando un
fragmento bioactivo de la region carboxiterminal y otro de la region aminoterminal. Al
fragmento aminoterminal se le denomina péptido asociado latente, y mientras
permanece unido, mantiene al TGF- en un estado latente.

3. Una region carboxiterminal muy conservada entre los miembros de la familia,
gue contiene 9 residuos de cisteina localizados en lugares caracteristicos (McPherron
and Lee, 1996)

La molécula activa esta formada por un dimero proveniente de fragmentos
carboxiterminales unidos por puentes disulfuro. En la mayoria de los casos la forma
activa esta formada por homodimeros, aunque existen casos de heterodimeros entre
diferentes miembros de la familia, quienes presentan actividades distintas a las que

presentan los homodimeros. (Figura 3).

Mecanismo de accion de la miostatina

La miostatina se expresa fundamentalmente en musculo esquelético y se
secreta en el plasma (Gonzalez-Cadavid et al., 1998). Probablemente actiia como
una sefial secretada por la célula muscular esquelética que provoca un feed-back
negativo, directo (sefial paracrina) o indirecto (a través de un efecto)en las células
precursoras musculares, ejerciendo una regulacion de la masa muscular (Slack,
1993).
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Figura 3.- Alineamiento de la miostatina. Se muestra el alineamiento de aminoacidos de la miostatina de bovino, cerdo, pollo y ratén.Con lineas
se muestran los tres exones y en linea punteada el péptido, sefal, péptido latente y péptido maduro.
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Durante el procesamiento, el propéptido se escinde de la regidon madura y se
forma un complejo con dos péptidos maduros conectados por enlaces disulfuro.
Cuando el complejo esta unido, las proteinas maduras permanecen inactivas. Las
modificaciones de los propéptidos causan la liberacién de un dimero de la proteina
madura capaz de unirse a los receptores de activina (principalmente ACTRII) en la
superficie de las células diana. La union de la miostatina a los receptores inicia una
via de sefalizacion que implica la fosforilacion de las moléculas de sefializacion
Smad 2 y Smad 3. Estos a su vez se combinan con Smad 4, para formar un factor de
transcripcion competente, capaz de entrar en el ndcleo e inducir la induccion de la
expresion. Dentro de la célula, la miostatina inhibe la expresién de factores de
regulacién miogénica, como MyoD y estimulantes de la quinasa dependientes de
ciclina (Cdk), tales como p21 (Figura 4).
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Figura 4.- Secrecion, activacion y actividad de miostatina. El propéptido puede inhibir la sefializacion
de miostatina uniéndose al dimero activo. El dimero activo de miostatina (miostatina madura) se une
al receptor ACTRIIB el cual recluye y activa por transfosforilacion al receptor ACTRIB/TBR1. Smad2 y
Smad3 son subsecuentemente activados, forman un complejo con Smad4 y son traslocados al nicleo
activando el gen blanco de expresion.
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Regulacién de la actividad de miostatina

La existencia de multiples proteinas capaces de vincularse a miostatina e
inhibir su actividad plantea muchas preguntas sobre el papel especifico que juega
cada proteina en la regulacion de la actividad de la miostatina.

Uno de los mecanismos de activacion de la miostatina es la escision
proteolitica del propéptido. Miembros de las metaloproteinasas (BMP)-/tolloid son
capaces de escindir el propéptido presente en la region N-terminal inmediata al
residuo aspartato 76, la importancia de estas proteasas radica en la regulacion de
miostatina in vivo (Lee and McPherron, 2001). Esto explica que las mutaciones del
propéptido de miostatina lo hacen resistente a la protedlisis provocando un aumento
en el crecimiento muscular de aproximadamente un 25% (Grobet et al., 1997). La
interpretacion mas simple de estos resultados es que el propéptido mutante es capaz
de formar complejos latentes con miostatina que son resistentes a la activacion de
las proteasas de la familia BMP-1/tolloid. Se ha demostrado previamente que este
grupo de proteasas desempefia un papel analogo en la regulacién de las actividades
de algunos miembros de la familia TGF- (Blader et al., 1997; Marqués et al., 1997;
Piccolo et al., 1997; Scott et al., 1999; Pappano et al.,, 2003). Es interesante
mencionar que uno de los miembros de la familia BMP-1/tolloid, se expresa
especificamente en el musculo esquelético durante la embriogénesis (Scott et al.,
1999), aumentando la posibilidad de que la proteasa TLL-2 activa la miostatina
durante el desarrollo embrionario.

Ademas de las metaloproteasas, se ha demostrado que otras proteinas son
capaces de unirse e inhibir la actividad del dimero C-terminal de miostatina. Uno de
ellos es folistatina, que se puede unir a una serie de proteinas de la familia TGF-
(Yamashita et al., 1995; lemura et al., 1998; Nakashima et al., 1999). Estudios previos
sugieren que la folistatina se expresa en las células del miotoma y funciona como un
potente antagonista de la miostatina (Amthor et al., 2002). La sobreexpresion de
folistatina en los musculos puede causar un aumento dramatico en el crecimiento
muscular por el contrario, la pérdida de folistatina disminuye la masa muscular (Lee
and McPherron, 2001).

21



Otras dos proteinas, FLRG y GASP-1, también parecen estar implicadas en
la regulacion de la actividad de miostatina (Hill et al., 2002, 2003). Ambos FLRG y
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 dimero C-terminal y FLRG ha demostrado ser capaz de
bloquear la actividad de la familia TGF-$ (Hayette et al., 1998; Tsuchida et al., 2000).

Caracteristicas productivas y reproductivas en la mutacion del gen de

miostatina

Los animales hipermusculados poseen al nacimiento casi el doble de fibras
musculares que los animales normales (Fiems, 2012). También se ha encontrado
gue tienen un contenido menor en tejido conectivo (Boccard, 1982).

Las canales de los animales hipermusculados, presentan menos grasa
intramuscular y un color mas palido (Boccard, 1982). Las canales de animales que
presentan hipertrofia muscular hereditaria, presentan un mayor porcentaje de
rendimiento a la canal (+8% en valor relativo), una amplia reduccion del higado,
corazon y pulmon (hasta un —12%), de la piel y el aparato digestivo (-13%), y una
mayor proporcion de musculo 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) (Fiems, 2012).

La caracteristica mas negativa es su influencia sobre los caracteres
reproductivos y maternales de las vacas de cria ya que presentan mayor dificultad al
parto, descenso de la produccién de leche y menor precocidad sexual (Menissier,
1982).

Aspectos comparados entre especies

El gen de la miostatina se ha analizado en un gran nimero de especies
diferentes, las secuencias de miostatina muestran que en el dominio C-terminal es

idéntico entre los seres humanos, ratones, ratas, cerdos, pollos, pavos, conejos,
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cerdos y bovinos. La conservacion de la secuencia de miostatina en todas estas
especies sugiere la conservacion de la funcion, y, de hecho, las mutaciones en el gen
de la miostatina se han demostrado son responsables del fenotipo de doble
musculatura en el ganado bovino (Grobet et al.,, 1997; Kambadur et al.,, 1997;
McPherron, Lawler and Lee, 1997).

La miostatina también se ha identificado en diferentes especies de peces
(McPherron, Lawler and Lee, 1997; Maccatrozzo et al., 2001; Jstbye et al., 2001;
Rodgers et al., 2001; Fan et al., 2016). Sin embargo, la secuencia de la proteina
miostatina en los peces es bastante divergente en comparacion con la de otros
vertebrados. Esta comparacion de secuencias, junto con la observacion de que estos
genes se expresan en una gama mucho mas amplia de tejidos en los peces,
sugeriere de que la divergencia entre la miostatina y GDF-11 se produjo después del
origen de los peces por los genes del precursor ancestral original (Jdstbye et al.,
2001).

Estudios de la miostatina en bovinos

El estudio de la miostatina esta ampliamente enfocado al ganado bovino. Los
bovinos con mutaciones en la miostatina denominados “doble musculatura” se
caracterizan por la hipertrofia de los masculos en las regiones de la zona proximal
anterior y cuartos traseros y protrusion muscular con limites intermusculares y surcos
bien visibles bajo la piel (Menissier, 1982). El analisis genético de la raza Belgian Blue
llamados "dobles musculos", reveld que este rasgo es de herencia semidominante en
la especie bovina (Michaux, 1985; Charlier et al., 1995; Grobet et al., 1997). Se han
identificado al menos siete mutaciones diferentes, incluyendo codones de paro,
mutaciones de bases, y mutaciones puntuales en residuos altamente conservados
de aminoéacidos en el cromosoma 2 (Grobet et al.,, 1997; Kambadur et al., 1997;
Carlson, Booth and Gordon, 1999).

23



Manipulacién de la miostatina: aplicaciones clinicas

Existen enormes incentivos comerciales para desarrollar estrategias
farmacolégicas basados en miostatina para el tratamiento de enfermedades
musculares como la distrofia muscular, miopatias inflamatorias, caquexia (atrofia
muscular asociada con enfermedades crénicas como el SIDA), y la sarcopenia
(relacionada con la edad la pérdida de musculo) (Gonzalez-Cadavid et al., 1998).
Tratamientos que estimulan el crecimiento muscular sin ejercicio, lo que seria
especialmente util para personas con movilidad reducida o confinados a la cama por
periodos prolongados (H.Q. Han and William E. Mitch, 2011). Existen una serie de
estrategias para la inhibicion de la miostatina en la actualidad bajo investigacion
clinica o preclinica. Que van desde la inhibicion de la actividad de la miostatina hasta

la inhibicién de su sintesis.

Anticuerpos anti-miostatina.

La inyeccién de anticuerpos anti-miostatina en ratones adultos jovenes
provocd hipertrofia muscular (Bogdanovich et al., 2002). En los ratones adultos
normales, las inyecciones semanales de un anticuerpo monoclonal anti-miostatina ha
mostrado inducir hipertrofia del 13-30% de la masa muscular y un 10% de aumento
en la fuerza (Whittemore et al., 2003).

Competencia por los receptores.

Otro enfoque terapéutico es la introduccién de una version soluble del receptor
de activina tipo IIB (ACTRII) que compite con el receptor natural por la miostatina
circulante lo que reduce su actividad. Este tipo de inhibicion causa un drastico
aumento de la masa muscular (hasta un 60% en 2 semanas) cuando se inyecta en

ratones de tipo salvaje (Lee et al., 2005).
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El propéptido de la miostatina.

La miostatina circulante se activa cuando el propéptido se escinde por la
proteasa BMP-1/tolloid (Hill et al., 2003), por lo tanto la inhibicion de esta enzima
proteolitica bloquea la actividad de miostatina (Zimmers et al., 2000). Sin embargo,
esta estrategia es arriesgada ya que las proteasas BMP-1/tolloid estan involucradas
en una gran variedad de sistemas de desarrollo (Ge and Greenspan, 2006). Una
estrategia alternativa, es el uso de un propéptido sintético modificado para ser
resistente a la ruptura enzimética. Los ratones inyectados con una proteina
modificada tuvieron un incremento del 27% de la masa muscular en un mes, sin
efectos negativos reportados. La sobre-expresion del propéptido de miostatina en
ratones transgénicos suprimié la acumulacion de grasa y estimulo la hiperplasia

muscular (45 a 115%, dependiendo del musculo) (Wolfman et al., 2003).

Miostatina trunca.

El tratamiento con anti-miostatina ha demostrado mejorar efectivamente la
regeneraciéon muscular en ratones viejos después de UNA lesién y el desgaste
muscular relacionado con la edad (Siriett et al., 2007). Inyecciones subcutaneas de
anti-miostatina, aumentan la miogénesis (Sunada, 2006). Si resultados similares se
pueden lograr en los seres humanos, este tratamiento podria aumentar la masa

muscular y velocidad de reparacion.

Folistatina e histona deacetilasa (HDAC).

La folistatina juega un papel fundamental en el crecimiento y la regeneracion
de las células adultas del musculo esquelético. Varios estudios han demostrado
claramente la funcion de folistatina como un potente antagonista en la via de
sefalizacion de miostatina (Matzuk et al., 1995; Zimmers et al., 2000; Lee and
McPherron, 2001). La variacién genética en el gen de folistatina contribuyen a la
variacion de la masa y fuerza muscular en humanos (Amthor et al., 2004). Aunque
todavia no hay en ensayos clinicos en humanos, la sobre-expresion de folistatina
resulta en un aumento significativos en la masa muscular de ratones transgénicos

(Lee and McPherron, 2001). Un método alternativo para bloquear la miostatina puede
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ser a través de la induccion de folistatina mediante la administracion de la HDAC
(Gavifo et al., 2013). Los inhibidores de HDAC, impiden que las histonas se unan al
ADN y por lo tanto permiten que se produzca la transcripcion de folistatina (Amthor
et al., 2002). Recientemente, se ha demostrado que los inhibidores de HDAC, activan
la expresion de folistatina en las células del masculo esquelético y en los musculos

lesionados (lezzi et al., 2004).

Inhibicién del RNA de miostatina (siRNA).

Un proceso natural, selectivo y especifico para desactivar genes es el RNA de
interferencia (ARNiI). Son pequefios fragmentos de RNA que se unen fragmentos mas
grandes que codifican para proteinas, haciendo que estos sean objeto de
destruccion. EI RNA de interferencia (siRNA), son los equivalentes sintéticos de
MiRNA y son ampliamente utilizados como herramientas de investigacion para
estudiar la funcion génica. La ubicuidad y la especificidad de la maquinaria de RNAI
sugiere que la regulacion terapéutica de los genes basada en siRNA podria ser
desarrollada por cualquier gen en cualquier tejido. En mamiferos, los experimentos
in vivo en ratas mostraron una disminucién significativa en el ARNm de miostatina y
de la expresion de la proteina, asi como un aumento en el peso muscular y el tamafio
de la fibra (Acosta et al., 2005).

Vacuna de DNA contra miostatina.

El desarrollo de una vacuna de ADN especifica contra miostatina mostro una
mejoria funcional en el crecimiento muscular en los ratones inmunizados. La masa
muscular de los ratones inmunizados con una vacuna de ADN modificada con los
epitopos P2, P30 de la toxina tetanica se encontr6 un aumento significativo en
relacion con el grupo control (Ramirez-Andoney, 2013), y lo mas importante una
mejora funcional de la resistencia muscular incrementando la masa muscular (Tang
et al., 2007)r. Se encontro hipertrofia de las fibras musculares, pero no hiperplasia,
en contraste con los controles negativos. Estudios adicionales que incluyan evaluar

la fuerza muscular, asi como investigar los efectos a largo plazo de la autoinmunidad

26



inducida, son necesarios para confirmar que la mejora funcional de los musculos de

la vacuna contra la miostatina ADN es una estrategia farmacolégica valida y segura.

Vacunas de ADN

Las vacunas de ADN, también conocidas como vacunas genéticas, vacunas
de acidos nucleicos o vacunas de ADN desnudo, entre otros términos, emplean una
metodologia relativamente simple que ha abierto una nueva era en la inmunologia,
con un alto potencial como vacunas profilacticas y terapéuticas (Indresh K. Srivastava
and Margaret A. Liu, 2003). Todo esto se debe a que combinan muchas de las
caracteristicas deseables de las vacunas tradicionales, pero ofrecen las siguientes
ventajas adicionales: a) seguridad, dado que no usan microorganismos vivos; b)
capacidad de inducir una respuesta inmunitaria celular y humoral; c) facilidad de
modificar los antigenos codificados en los plasmidos; d) menor costo cuando se
producen a gran escala; y e) vida media mayor, por lo que se consigue una mejor
estabilidad en cuanto a la temperatura de almacenamiento y transporte, lo que
permite prescindir de la cadena fria utilizada en las vacunas convencionales (Doria-
Rose and Haigwood, 2003).

Induccién de la respuesta inmunitaria por vacunas de ADN

Cuando un plasmido se introduce en la célula se transloca al nacleo, donde se
inicia la transcripcién del transgene; 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 aminoacidos, que se transportan al reticulo
endoplasmico, mediante un sistema especializado de transporte que emplea
proteinas transportadoras (TAP-1 y TAP-II) y una vez en el reticulo se unen con
moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) clase I. Los péptidos de
gran afinidad con su respectiva molécula del MHC clase | se estabilizan y entran en

la via secretoria, con lo que alcanza la superficie celular donde se acoplan con el
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receptor de los linfocitos T presentes en los linfocitos T citotéxicos CD8+ (Doria-Rose
and Haigwood, 2003; Shixia Wang and Shan Lu*, 2014).

Las proteinas exdgenas que se endocitan o fagocitan entran en la via
endosomica y en ella se degradan en pequefios péptidos de 12 a 25 aminoacidos
gue luego se vinculan con moléculas del complejo principal de histocompatibilidad
(MHC) de tipo Il y se traslocan hacia la superficie de la célula donde se presentan y
unen a los receptores de los linfocitos T cooperadores (CD4+); todo ello tiene como
consecuencia su activacion y expansion (Doria-Rose and Haigwood, 2003).

Por otro lado, los linfocitos B se activan mediante su receptor (BcR) por los
antigenos que se sintetizan y secretan o presentan en la superficie de las células que
se transfectaron en la inmunizacion con ADN. Posteriormente, los linfocitos B
activados se diferencian hacia células de memoria o células plasmaticas; estas
Gltimas pueden: a) continuar la sintesis de anticuerpos o b) establecerse en la médula
Osea y continuar también la produccién de anticuerpos presentes en el suero y

mucosas por largos periodos (Shixia Wang and Shan Lu, 2014).

Ventajas y desventajas de las vacunas de ADN

Las vacunas de ADN estan compuestas por un plasmido bacteriano o también
llamado vector en el cual se ha insertado una secuencia de ADN que codifica para
un antigeno de interés o proteina (Indresh K. Srivastava and Margaret A. Liu, 2003).
Las vacunas de ADN ofrecen una serie de ventajas sobre las tecnologias ya
existentes para la produccion de las vacunas. Ellas estimulan tanto la respuesta
inmune humoral como celular y a diferencia de las vacunas con microorganismos
recombinantes no hay respuesta inmune hacia el vector lo cual permite su utilizacion
de manera repetida (Saade and Petrovsky, 2012).

La respuesta a las vacunas de ADN ha sido determinada mediante diferentes
rutas de inoculacién, incluyendo intramuscular, intradérmica, intravenosa,
intraperitoneal, epidérmica mediante escarificacion de la piel, oral, intranasal y

vaginal. De todas estas formas, las que han dado mejores resultados y mas
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reproducibles son la inoculacion intramuscular y en los diferentes estratos de la piel
mediante agujas hipodérmicas, asi como el bombardeo de particulas mediante
pistolas genéticas en piel y en mucosas. En la seleccion del método a emplear hay
gue tomar en cuenta dos consideraciones importantes: la cantidad de ADN a inocular
y las caracteristicas de la respuesta inmune que se desea obtener. La administracion
de vacunas mediante agujas posee la ventaja de ser un método barato, aunque
requiere de 100 a 1000 veces méas ADN que el bombardeo de particulas para inducir
una respuesta inmune.(Sardesai and Weiner, 2011). El bombardeo de particulas con
pistola de genes tiende a inducir una respuesta T cooperadora de tipo Th2 que sirve
para combatir infecciones parasitarias y en mucosas, mientras que las inyecciones
intramusculares desvian la respuesta cooperadora hacia Thl en la que se activa la
respuesta celular lo que permite el control de infecciones bacterianas intracelulares y
virales (Nascimento and Leite, 2012).

Las principales caracteristicas, asi como las ventajas y desventajas se

resumen en la Tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas de las vacunas y su comparacion con las vacunas de ADN.

Vacunas Vacunas Vacunas con Vacunas con
de recombinantes microorganismos  microorganismos
DNA con atenuados inactivados
microorganismos {vivos) {muertos) o de
vivos subunidades
Presentacion de Si Si Si No
antigeno
a través del MHC clase |
Presentacion de Si Si Si Si
antigeno
a través del MHC clase Il
Inclusién de todo el Potencialmente Potencialmente Si Si
espectro de antigenos (excepto en
vacunas de
subunidades)
Respuesta anti-vector No Si Mo aplicable Mo aplicable
(permitiendo una
utilizacion repetida)
Competencia entre No Si Mo Mo
vector y antigeno
Seguridad al utilizar Si No Mo Si
en pacientes
inmunocomprometidos
Riesgo de reversion del No Si Si Mo
microorganismo
a su forma virulenta
Riesgo de No Si Si Mo
contaminacién por otros
agentes
Facilidad en la Si No No No
preparacion
Termoestabilidad Si No No Si
Costo de produccion Bajo Alto Alto Alto

Reyes S., Pinto R; 2002
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Prime boost heterdlogo

La inmunizacién con ADN parece ser efectiva para inducir la respuesta
inmune, pero requiere inmunizaciones repetidas y altas dosis de ADN (Van Drunen
Littel-van Den Hurk, Babiuk and Babiuk, 2004), lo que hace que el procedimiento de
inmunizacién sea engorroso, prolongado y costoso (Reisz-Porszasz et al., 2003;
Tang et al., 2007).

Un procedimiento comdn de inmunizacion consiste en administrar el mismo
antigeno repetidamente, dando al menos un refuerzo. Este esquema de inmunizacion
se ha llamado prime-boost homologo. Un hallazgo interesante e inesperado es que,
el refuerzo con el antigeno, pero en una presentacion distinta resulta en una
respuesta inmune mas efectiva. Este esquema de inmunizacién se ha llamado prime-
boost heterélogo (Excler and Plotkin, 1997; Ramshaw and Ramsay, 2000). El rapido
progreso del uso de nuevos vectores de vacunacién, como vacunas de ADN y
aquellas basadas en vectores virales, ciertamente ha ampliado aun mas el alcance
de la vacunacién con esquema prime boost heter6logo. La mas eficaz de estas
estrategias provoca altos niveles de respuestas de inmunidad mediadas por células
T CD41 y CD81, que son cruciales para la proteccion contra una variedad de
patégenos (Lu, 2009). El protocolo prime-boost heterdlogo consta solo de dos
inmunizaciones, la primera que emplea la vacuna de ADN y la segunda que puede

incluir un antigeno recombinante (Lu, 2009).
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JUSTIFICACION

Estudios previos en ratones BALB/c vacunados con miostatina modificada
con los epitopos inmunoestimulantes de la toxina tetanica p2 y P30, mostraron un
incremento significativo de la masa muscular. Sin embargo, para lograr esto se
emplearon cuatro dosis de 100 ug de ADN, una cada 2 semanas.

Las cantidades de ADN necesario para inducir la aparicion de anticuerpos y
linfocitos citotoxicos van de 10 a 100 ug de ADN en inyecciones intramusculares en
ratones y hasta 1 mg en primates no humanos por lo que reducir el nUmero de
inmunizaciones es fundamental para obtener costos mas bajos y su empleo a gran
escala.

La inhibicion de miostatina puede tener importantes aplicaciones cinicas y en
produccion animal, pero estas solo pueden ser alcanzadas si se cuentan con métodos
de inmunizacion efectivos que induzcan una respuesta rapida, con un numero
reducido de aplicaciones, que mantenga una inmunidad prolongada, asi como el
empleo de bajas dosis del inmundégeno.

Con la intencién de disponer de sistemas de inmunizacion mas eficientes y
potencializar la inhibicion de miostatina en este trabajo se evaluaron cuatro
esquemas de inmunizacién empleando diferentes aplicaciones de vacuna de ADN,

antigeno recombinante o ambos.

HIPOTESIS

La inmunizacién con una vacuna contra miostatina en un esquema prime
boost heterélogo (vacuna de ADN y un refuerzo con la proteina purificada de
miostatina modificada con los epitopos P2 y P30 de la toxina tetanica) inducird una
mayor produccién de anticuerpos contra la miostatina y un mayor aumento de las

masas musculares de los individuos inmunizados.
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OBJETIVO GENERAL
Desarrollar y evaluar diferentes esquemas de inmunizacibn empleando una
vacuna de ADN vy el antigeno recombinante de la miostatina fusionada con los

epitopos P2 — P30 de la toxina tetanica.

OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Producir y caracterizar miostatina P2-P30 recombinante.

2.- Aplicar un esquema de inmunizacion con la vacuna de ADN usando dos y cuatro
inoculaciones en un modelo murino.

3.- Aplicar un esquema de inmunizacién con antigeno recombinante de miostatina
P2-P30 usando dos y cuatro inmunizaciones en un modelo murino.

4.- Aplicar un esquema de inmunizacion con la vacuna de ADN y un refuerzo con
antigeno recombinante de miostatina P2-P30 (Prime-boost heter6logo) en un modelo
murino.

5.- Evaluar la respuesta inmunolégica y fenotipica de los protocolos de inmunizacion.
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MATERIAL Y METODOS

Construcciones genéticas de P2-Miostatina-P30 y obtencién de vacunas

genéticas.

Las construcciones genéticas de miostatina se obtuvieron por PCR y se
clonaron en el vector de expresion pCl-neo (Promega, Madison, Wisconsin, EUA).
Los primers se disefiaron en base a la secuencia de ARNm de miostatina del pollo
(GenBank AY448008). Los primers contienen la secuencia de los epitopos de la
toxina tetanica P2, P30 o ambas y el sitio de clonacién Xbal (Tabla 2). Se purifico
ADN a partir de embrion de pollo de 15 dias de incubacion para amplificar el
fragmento C-terminal del gen de miostatina (798-1127pb) con los primers MSTNF y
MSTNR y se cloné en el sitio Xbal del vector pCl-neo. De esta amplificacion se
obtuvieron las diferentes construcciones (Figura 5). Cada construccién genética fue
validada por PCR y analisis de secuencia de nucleotidos. EI ADN plasmidico de cada
construccion se purificé libre de endotoxinas usando el kit Maxi de plasmido

EndoFree (Qiagen, Chatsworth, CA, EUA) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Tabla 2. Secuencia de los primers para las construcciones génicas de la miostatina.

Primer Sequencia (5'- 3')

MSTN F |AT TCTAGA ATGGATTTTGGVCTTGACTGTGATG

MSTN R |AT TTCTAGA TCATGAGCACCCACAGCGATCTAC

MSTN P2 |AT TCTAGA ATGCAGTATATAAAAGCAAATTCTAAATTTATAGGTATAACTG
AAGATTTTGGCCTTGACTGTGATG
MSTN P30 |AT TCTAGA TACTACTTCTAAATGACTAGCAGATACTTTAGGAACCCTCAA
CCAAAAGCTAACGGTAAAATTATTAAACATTGAGCACCCGCAACGATCTAC
TSFP2 F |AT CATATG CAGTATATAAAAGCAAATTC
TSFP30 R | AT GGATCC TCA GTGGTGGTGGTGGTG TACTTCTAAATGACTAGCAGATAC

Los sitios de restriccion de las enzimas Xbal (TCTAGA); BamHI (GGATCC); Ndel (CATATG) estan

subrayados.
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Start Xbal

.-
pCiM

B Xbal End

Start Xbal
a7z |

pCIM-P2

C Abal End

Start Xbat
- m
D Neel pCIM-P30 End

Start BamH1

<
[

Ag P2-M-P30

Figura 5.- Mapa de las construcciones genéticas de miostatina. A. Gen de miostatina bioactival (348
pb); B. Epitopo P2 fusionado con el extremo 5 'del fragmento de miostatina (389 pb); C. Epitopo P30
fusionado con el extremo 3 'del fragmento de miostatina (416 pb) y D. Fragmento de miostatina
fusionado con los epitopos P2 y P30 (457 pb). Se indican los nombres de construcciones genéticas,
los sitios de restriccion, el inicio y el final de las regiones de codificacion y las posiciones de los
cebadores.

Clonacién y expresién de P2-Miostatina-P30 recombinante en PET11a.

Clonacioén de la construccion P2-Miostatina-P30 al vector de expresion pET11a.

Se disefaron oligonucleodtidos TSFP2 F Y TSFP30 R para amplificar la
miostatina con los epitopos P2 y P30 fusionados en los extremos 5 y 3’ de una
construccién anterior y movilizarla al vector de expresibn pETlla. Estos
oligonucledtidos contienen un fragmento de la secuencia de los epitopos P2 0 P30 y
la secuencia de las enzimas corte Ndel y BamH1 respectivamente, que estan

presentes en el sitio de clonacion del vector pET11a Tabla 1).
Induccion de la P2-Miostatina P30 recombinante.

Para la expresién de la proteina recombinante se seleccion6 una clona de

miostatina p2-p30 en el plasmido PET11la en una placa de agar con ampicilina y
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posteriormente se inocularon 10ml de medio LB con ampicilina [100ug/ml] con una
colonia y se incubo toda la noche a 37°C en agitacion vigorosa. Al siguiente dia se
expandio el cultivo a una dilucion 4:1000 ml en medio de cultivo con ampicilina se
incubé a 37°C hasta alcanzar una densidad 6ptica a 600nm de 0.5 OD. En ese
momento se adiciono IPTG a una concentracion final de 1mM y se incubo toda la
noche. Transcurrido el tiempo de induccién, se tomé una alicuota para evaluar el
grado de expresion de la proteina recombinante en geles desnaturalizantes de
poliacrilamida al 15%, posteriormente el cultivo se centrifugé 15 minutos a 4000 x g

a 4°C para purificar la proteina.

Purificacion y caracterizacién de la expresion de la proteina P2-Miostatina-P30

Purificacion de la P2-Miostatina-P30 recombinante.

La purificacion de la proteina se realizd bajo condiciones desnaturalizantes a
través de una columna de afinidad Ni*? - NTA (Quiagen, Chatsworth, CA, EUA).
Siguiendo un método casero. La pastilla celular proveniente de 500ml de cultivo se
resuspendié en 20ml de buffer de lisis (Tris pH8 50mM, 2-mercaptoetanol 5mM, Triton
5%, Sarcosyl 2%, Guanidina 6M, NaCl 100mM), se incubo 15 minutos a temperatura
ambiente, posteriormente se adiciond lisozima [10ug/ml] y se incubé por 30 minutos
a temperatura ambiente. Transcurrida la incubacién se adicioné DNasa [5ug/ml], se
incubo 60 minutos a 37°C mezclando por inversion frecuentemente. Se centrifugo el
lisado a 12,000 x g 30 minutos a 4°C y posteriormente se mezcld con buffer de union
2x (Imidazol 40 mM, fosfato de sodio 40 mM, NaCl 1 M, Guanidina 6 M pH 7.4)
volumen a volumen. Se recuperd el sobrenadante y se filtr6 en la columna por
capilaridad. Se lavo la columna con 10 ml de buffer de unién 1x y se eluyé en 5
fracciones con 1 ml de buffer de elucion (Imidazol 500mM, fosfato de sodio 20mM,
NaCl 0.5 M, Guanidina 6 M, pH 4.5). Finalmente, las muestras se dializaron PBS y

se analizo la purificacion por SDS-PAGE.
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Cuantificacion de la proteina.
La concentracion de proteina se determind por espectrofotometria a 260 nmy

280 nm en el equipo Epoch de biotek

Electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (PAGE-
SDS).

La proteina se analizé electroforéticamente en geles de poliacrilamida (SDS-
PAGE), Los geles de poliacrilamida empleados se utilizaron al 15%. Se prepar6 un
gel separador y otro concentrador, una vez polimerizado el gel separador, se afiadio
el gel concentrador, asi como el molde de los pozos. Los geles se prepararon en
moldes de vidrio de 10.2 x 8.8 cm, con separadores de 1.5mm. Los geles se montaron
en una camara de electroforesis Mini-PROTEAN® 3 Cell de BIORAD con buffer de
corrida 1x (Tris 0.025 M, glicina 0.192 M y SDS al 0.01%). Las muestras se
prepararon con buffer de carga (Tris 60mM, SDS 2%, Glicerol 10%, Azul de
bromofenol 0.0025%, 2- mercapto etanol 1.83% final). La mezcla se desnaturalizo a

96°C por 10 minutos. Los geles se corrieron a 75 V por 120 minutos.

Tincién de geles de poliacrilamida con azul de Coomassie.

Los geles se sumergieron en 10ml de azul de Commassie (0.4% de azul de
coomasie, 12% de acido acético glacial y 20% etanol), se incubaron toda la noche a
temperatura ambiente. Para contrastar las bandas, se destifieron agregando 10 mi
de solucién destefiidora (acido acético glacial 15% y metanol al 30%) y se incubaron

a 56° C durante 15 minutos.

Electroinmunotransferencia de proteinas a papel de nitrocelulosa (Western blot).
Terminada la separacion electroforética de las proteinas, se cortd un trozo de
papel de nitrocelulosa con un poro de 0.45 um (Millipore, EUA) del tamafio del gel de
acrilamida y se activd en buffer de transferencia (Tris 0.25M, Glicina 1.92M, 20%
metanol) por 5 minutos y se lavo con H20d4d. Posteriormente se apilaron usando la

camara semi-seca Trans-Blot® de BIORAD en el siguiente orden: cojinete de fibra
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scotch, papel filtro, el papel de nitrocelulosa, gel de acrilamida, papel filtro y otro
cojinete. Todos los elementos apilados fueron previamente embebidos en buffer de
transferencia. La transferencia se realiz6 a 20V por 75 minutos. Transcurrido el
tiempo, se blogque6 la membrana con leche al 5% en solucién de lavado (Cloruro de
sodio 1.25M, Tween 20 1%, Tris HCL 0.25M) por 1 hora a 37°C; se lavo, 3 veces en
agitacion por 5 minutos con solucién de lavado y se agrego el primer anticuerpo anti-
His en una dilucion 1:400 en leche al 5% y se incubo por 1 hora a 37°C. Se lavé bajo
las mismas condiciones y se agrego el segundo anticuerpo acoplado a peroxidasa
anti-conejo en una dilucion 1:1500 en leche al 5%. Se lavé nuevamente y se revelo

con Diaminobencidina de Sigma segun las condiciones del fabricante.

Evaluacion en ratones de diferentes esquemas de inmunizacién con la vacuna
de ADN y la proteina P2-Miostatina-P30.

Esquemas de Inmunizacion.

Se utilizaron ratones BALB/c machos de 21 dias de edad, con los cuales se
formaron 6 grupos de 6 ratones cada uno. Las inmunizaciones se realizaron de forma
subcutanea. En todos los casos los in6culos tuvieron un volumen de 50 pl que
contenian 100 ug de ADN o de miostatina recombinante y se aplicaron los dias 0, 14,
28 y 42; los ratones fueron sacrificados en el dia 63 postinmunizacion (Figura 6).
Cada grupo experimental sirvid para evaluar cada esquema de inunizacion 1:
Inmunizacién DNA plasmidos pCIM — P2 + pCIM-P30 en cuatro ocasiones; Grupo 2:
Inmunizacién con antigeno recombinante P2-M-P30 cuatro ocasiones; Grupo 3:
Inmunizacibn con DNA de los plasmidos pCIM-P2 + pCIM-P30 + antigeno
recombinante P2-M-P30 (Prime boost heter6logo). Grupo 4: Vacuna DNA pCIM—P2
+ pCIM-P30 en dos ocasiones; Grupo 5: Antigeno recombinante P2-M-P30 en dos

ocasiones. Grupo 6: PBS.
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Los ratones se manipularon conforme a las especificaciones de la NOM-062-
Z00-1999 se tomaron pesos semanales para evaluar la ganancia de peso y
posteriormente se registraron los siguientes pesos: peso al sacrificio, peso de la canal
(eviscerados, retirada la piel y las patas), cabeza, region craneal (patas anteriores
unidas al torso. Corte a nivel de la 12 lumbar), region caudal (corte a nivel de la base

de la cadera), miembros anteriores, miembros posteriores, triceps y cuadriceps.

Grupos: 1, 2,6
Termino del experimento
{ | | | {
| | | | |
I 1 1 1 1
Dia 0 14 28 42 63
t t
Grupos: 3,4, 5

Figura 6.- Esquemas de inmunizacién en ratones contra la miostatina. Grupos de ratones recibieron
cuatro inmunizaciones a intervalos de 15 dias con diferentes inmundégenos o PBS. Grupo 1:
Inmunizacién DNA plasmidos pCIM — P2 + pCIM-P30; Grupo 2: Inmunizacién con antigeno
recombinante P2-M-P30; Grupo 6: PBS. Otros grupos fueron inmunizados solo dos veces, cada 15
dias. Grupo 3: Inmunizacién con DNA de los pladsmidos pCIM—-P2 + pCIM-P30 + antigeno
recombinante P2-M-P30. Grupo 4: Vacuna DNA pCIM-P2 + pCIM-P30; Grupo 5: Antigeno
recombinante P2-M-P30. El experimento terminé el dia 63. Todas las inmunizaciones fueron por via
subcutanea.

Evaluaciéon de la respuesta fenotipica e inmunolégica en los esquemas de

inmunizacién con los inmundégenos de P2-Miostatina-P30.

Evaluacion de la canal.

Al finalizar el protocolo de inmunizacion, se sacrifico6 a los ratones y se
registro el peso corporal intacto, asi como las siguientes regiones corporales: canal,
cabeza, region craneal, region caudal, triceps y cuadriceps. La canal se obtuvo
después de retirar la cabeza, los érganos internos, la piel, las patas de los tarsos, los
carpos y la cola de la tercera vértebra sacra. La region craneal comprendia el pecho

y las extremidades delanteras, retirando la cabeza y cortando la carcasa al nivel de
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la ultima veértebra lumbar. EI segmento corporal restante era la region caudal,
incluidas las extremidades posteriores. El peso normalizado individual de cada region

se obtuvo después de restar el valor promedio del grupo de control negativo.

Evaluacion de la respuesta inmune contra la miostatina.

Para estandarizar de la evaluacion inmunolégica de la miostatina P2-P30
recombinante por ELISA, se disefié un protocolo de inmunizacion para la obtencién
de un suero positivo hiperinmune contra miostatina en dos cerdos (Figura 7).

Inmunizacion de cerdo 100ug ADN
{ il { { Término del experimento

v
| | | I | |
i
0

I | I | 1
14 28 35 42 52

f

Inmunizacion de cerdo 100ug proteina
recombinante

Figura.7.- Protocolos de inmunizaciéon para la obtencién de suero hiperinmune en cerdo. Se
inmunizaron dos cerdos con la vacuna de ADN de la miostatina (Plasmidos pCIM—P2 + pCIM-P30) y
un cerdo control con PBS.

Se sensibilizaron microplacas tipo Maxisorp (ELISA) con 60 ng de miostatina
recombinante purificada (P2-MP3-0) en buffer de carbonatos (bicarbonato de sodio
0.1 M, carbonato de sodio 0.1 M p.H. 9.6) incubando durante toda la noche a 4 ° C.
Las placas se lavaron tres veces con buffer de lavado (cloruro de sodio 0,12 M, Tris-
HCI 25 mM, pH 7,9, Tween-20 al 1%). Posteriormente, las placas se bloquearon con
leche descremada al 5% en buffer de lavado y se incubaron 1 horaa 4 ° C. Los sueros
de cerdo se diluyeron 1: 100 en con leche descremada al 5% en buffer de lavado y
se afadieron a cada pozo por duplicado, incubando durante 1 hora a 37°C.
Posteriormente, las placas se lavaron tres veces con buffer de lavado, y se afiadio
IgG anti-cerdo acoplado a peroxidasa (Jackson Immunoresearch, PA) diluido 1: 1500

en leche descremada al 5% en buffer de lavado y se incub6 durante 1 hora a 37 ° C.
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Después de lavar con buffer de lavado, la placa se revel6 afiadiendo buffer de citratos
(acido citrico 0,1 M pH 4,5, citrato sédico 0,1 M pH 4,5, 200 pl de orto-fenilendiamina
(OPD) [5 ug] y 20 pl de peréxido de hidrogeno [30%]), la reaccion se detuvo mediante
la adicion de 100 ul de H2SO4 2M. Las placas se leyeron a OD 450.

Evaluacion estadistica

Se verificé los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianzas de los
pesos semanales, debido a que los datos no cumplieron con los supuestos de
homogeneidad y normalidad se realizé un andlisis de Kruskal-Wallis para evaluar las

diferencias entre grupos. Se considero como efecto significativo una p < 0.05.

Los pesos de las diferentes regiones se analizaron utilizando el
procedimiento del modelo lineal general (GLM) incluyendo el efecto fijo de tratamiento
y el peso inicial como covariable. Se consideré como significativo un valor de a <
0.05. En aquellos casos en los que el efecto del tratamiento fue significativo, se utilizd
a prueba de Bonferroni para la comparacion de medias.

Todos los andlisis estadisticos se realizaron usando el paquete estadistico

en SPSS 20.0 (SPSS Inc., Chicago, IL) Las graficas se obtuvieron utilizando el
software GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, LLC, EE. UU.).
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RESULTADOS.

Clonacion y expresién de la P2-Miostatina-P30 en PET11a.

Se purifico ADN del plasmido pCIM—P2 en el vector pClneo. Se verifico la
integridad del ADN por electroforesis y se evalu6 su grado de pureza por
espectrofotometria a 260 y 280nm. El rendimiento calculado del ADN fue de 2.5 mg
de ADN por 500 ml de cultivo bacteriano con una relacion 260/280 de 1.70.

Se disefaron iniciadores universales para la movilizacion de clonas en
pCineo a PET11a con los sitios de corte especificos del vector de expresion PET11a
(BamH1 y Ndel) y una parte de la secuencia de los epitopos inmunoestimulantes P2
y P30 (Tabla. 2).

La estrategia seguida para la clonacion y movilizacién del gen de la
miostatina consistio en amplificar inicialmente la construccion estandarizando las
condiciones de PCR en un gradiente de temperaturas (Fig. 8). Los productos
amplificados se separaron por electroforesis y posteriormente se purificaron por
perlas de silice, y ligaron al Vector T pGEM®-T (Promega, Madison, WI) una relacion
molar inserto: vector 3:1, se utilizaron 100ng de ADN del plasmido vector y 30 ng del
fragmento purificado, agregando 1 unidad de T4-ligasa en su amortiguador
especifico; el volumen final de las reacciones fue de 10 yl. Se transformaron 25 ng
del producto de ligacién en bacterias competentes de E. coli cepa DH5a y por PCR
se verifico si las clonas eran positivas con los iniciadores del vector (M13), las clonas
gue resultaron positivas se les extrajo el ADN del plasmido recombinante mediante
una purificacion por lisis alcalina para digerirlo con las endonucleasas BamHI y Ndel.
El fragmento liberado se recuperdé del gel y se ligé al vector de expresion PET11a, el
cual previamente habia sido digerido con las mismas enzimas y desfosforilado. EL
ADN ligado se empled para transformar células competentes de E. coli cepa DH5a.
Las clonas recombinantes se identificaron por PCR empleando los iniciadores que se
asientan en el vector. Se obtuvo ADN de los plasmidos recombinantes y se comprobo
su identidad mediante secuenciacion de nucleotidos y posteriormente se transformo

en células BL21 para la expresion de la proteina.
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Figura 8.- Amplificacion de miostatina. Gradiente de temperaturas para la amplificacién de miostatina.

Induccién de la proteina recombinante.
Se indujo la expresion de una clona de miostatina p2-p30 en 250ml de cultivo.

La induccion se verifico en un gel de acrilamida al 15% (Figura 9A).

Purificacion de la proteina recombinante.

Se purifico miostatina recombinante P2-M-P30 por cromatografia de afinidad
con columnas de niquel. La identificacion de la proteina se evalud por electroforesis
SDS PAGE y Western blot con un anticuerpo anti-his (Figura 9B).

130kDa
95 kDa
72 kDa
55 kDa

36 kDa

28 kDa

17 kDa

10 kDa

Figura 9.- Evaluacion de la purificacion de la miostatina P2-P30 recombinante. Electroforesis SDS /
PAGE (gel de poliacrilamida al 15%) tefiido con azul de Coomasie. Se muestran los lisados
bacterianos de miostatina recombinante (P2-M-P30) no inducida (N), inducida (l) y purificada (A),
Western blot de una membrana PVDF previamente transferida de un gel de poliacrilamida y
reaccionado a un anticuerpo anti-His (B). Los pesos moleculares se indican en kDa (M).
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Evaluacion de los esquemas de inmunizacion
Evaluacion fenotipica.

Para reducir la cantidad de antigeno utilizado y el nimero de inmunizaciones
aplicadas, se evaluaron diferentes protocolos de inmunizacion utilizando la vacuna
de ADN y en antigeno recombinante en diferentes frecuencias de inmunizacion.

Estos esquemas se compararon con grupos de ratones donde se inyectaron
cuatro inmunizaciones, ya sea de ADN (grupo 1) o antigeno recombinante (grupo 2),
y grupos de ratones donde se inyectaron solo dos inoculaciones de ADN (grupo 4) o
antigeno recombinante (grupo 5) y un grupo con un esquema prime-boost heterologo
donde se inmunizé con ADN vy se reforzo con antigeno recombinante. Una vez
terminado el protocolo de inmunizacién, se tomaron pesos individuales de diferentes
regiones corporales (Anexo 1).

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 vacunales y respecto al grupo control (Figura 10).

Para evaluar la canal de los diferentes esquemas de inmunizacion se pesaron
diferentes regiones corporales (canal, region craneal, caudal miembros anteriores,
miembros posteriores, triceps, cuadriceps y cabeza). En la tabla 3 se muestran los
promedios y la desviacion estandar de las mediciones de los pesos en diferentes
regiones corporales y los resultados del andlisis de covarianza.
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Tabla 3. Promedio de los pesos y desviaciones estandar de las diferentes regiones corporales en los grupos de ratones

inmunizados.
GRUPO 1 GRUPO 2 GRUPO 3 GRUPO 4 GRUPO 5 GRUPO 6 COVARIABLE
DI;,I;AEIT\:gﬁEI;\IETE ADN x4 Ag x4 Prime-Boost ADN x2 Ag x2 Control

PESO FINAL 24,99+0,81 23,54+0,82 25,54+0,82 23,51+0,85 25,13+0,84 22,88+0,82 -0,7+0,55
CANAL 10,97+0,42  9,91#0,42  11,39+0,42* 9,54+0,44  10,52+0,44  9,39+0,43 -0,3+0,32
CABEZA 2,41+0,10  2,2440,10 2,34+0,10 2,30£0,10  2,02#0,10  2,020,10 -0,08+0,07
REGION CRANEAL 6,19+0,26 5,46+0,26 6,09+0,26 5,29+0,27 5,74+0,26 5,26+0,26 -0,15+0,18
REGION CAUDAL 4,79+0,19 4,49+0,19 5,27+0,19% 4,19+0,19 4,73+0,19 4,09+0,19 -0,18+0,15
CUADRICEPS 1,51+0,07 1,42+0,07 1,46x0,07 1,43+0,07 1,45+0,07 1,24+0,07 0,02+0,05
TRICEPS 0,61+0,03 0,56+0,03 0,62+0,03 0,62+0,03 0,63+0,03 0,60+0,03 0,05+0,02*

*Promedios dentro de una misma fila son estadisticamente diferentes respecto al grupo control (p < 0.05).

La covariable el modelo se evalia en el siguiente valor siguientes: Peso inicial = 9,792.

Grupo 1 Cuatro inmunizaciones con pCIM-P2 + pCIM-P30. Grupo 2. Cuatro inmunizaciones con Ag P2-M-P30. Grupo 3. Dos inmunizaciones con pCIM-P2 + pCIM-P30 y un refuerzo

con Ag P2-M-P30.Grupo 4. Dos inmunizaciones con pCIM-P2 + pCIM-P30. Grupo 5. Dos inmunizaciones con Ag P2-M-P30. Grupo 6. Cuatro inmunizaciones con PBS.
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Fig 10.- Ganancia de peso semanal. Pesos semanales de ratones inmunizados. Los graficos muestran el peso individual en los diferentes grupos
de inmunizacioén: A) Cabeza, B) Triceps, C) Cuadriceps, D) Region craneal, E) Canal y F) Regidn caudal. Los grupos de inmunizacién consisten
en 1- pCIM — P2 + pCIM-P30 (cuatro veces); grupo 2- Ag P2-M-P30 (cuatro veces); grupo 3- pCIM — P2 + pCIM-P30 y Ag P2-M-P30 (refuerzo
primario heterélogo); grupo 4- pCIM — P2 + pCIM-P30 (dos veces); grupo 5- Ag P2-M-P30 (dos veces); grupo 6- PBS (cuatro veces).
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Las diferencias de pesos fueron obtenidas restando el valor promedio del
grupo de control negativo y graficadas. En la Figura 11 y 12 se muestra que el
tratamiento del grupo prime-boost (grupo 3), tuvo un aumento de peso significativo
principalmente en la canal y la region caudal. Este grupo tuvo una respuesta de
crecimiento similar al grupo 1, en donde se inmunizé 4 veces con la vacuna de ADN.
En la region craneal, triceps, cuadriceps y cabeza, no se encontraron diferencias
significativas entre los grupos de tratamiento. Sin embargo, los valores medios en los
grupos mostraron una tendencia a un mayor peso en el grupo 3 (Figura 11).

También se muestra que, usando solo dos inmunizaciones con la vacuna de
ADN, la respuesta inmune no fue suficiente para inducir un incremento en el peso
corporal. Sin embargo, dos inmunizaciones con el antigeno recombinante pudieron

inducir un efecto de crecimiento.
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Figura 11. Diferencias en el peso corporal de ratones después del protocolo de inmunizacion. Los graficos muestran el peso normalizado
individual de distintas regiones del cuerpo en los diferentes grupos de inmunizacién: A) Cabeza, B) Triceps, C) Cuadriceps, D) Regién craneal,
E) Canal y F) Region caudal. Los grupos de inmunizacién consisten en 1- pCIM — P2 + pCIM-P30 (cuatro veces); grupo 2- Ag P2-M-P30 (cuatro
veces); grupo 3- pCIM — P2 + pCIM-P30 y Ag P2-M-P30 (refuerzo primario heterélogo); grupo 4- pCIM — P2 + pCIM-P30 (dos veces); grupo 5-
Ag P2-M-P30 (dos veces); grupo 6- PBS (cuatro veces). La linea punteada indica el valor promedio basal. . El asterisco indica diferencia
estadistica con el grupo control.
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Figura 12. Promedios de peso corporal de ratones después del protocolo de inmunizacién. Los graficos muestran el peso normalizado individual
de distintas regiones del cuerpo en los diferentes grupos de inmunizacion: A) Cabeza, B) Triceps, C) Cuadriceps, D) Region craneal, E) Canal y
F) Region caudal. Los grupos de inmunizacién consisten en 1- pCIM — P2 + pCIM-P30 (cuatro veces); grupo 2- Ag P2-M-P30 (cuatro veces);
grupo 3- pCIM — P2 + pCIM-P30 y Ag P2-M-P30 (refuerzo primario heterélogo); grupo 4- pCIM — P2 + pCIM-P30 (dos veces); grupo 5- Ag P2-
M-P30 (dos veces); grupo 6- PBS (cuatro veces). La linea punteada indica el valor promedio basal. El asterisco indica diferencia estadistica con
el grupo control.
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Evaluacion de la reactividad de los sueros hiperinmunes de cerdos con la proteina
recombinante.

Se sensibilizé una placa de 96 pozos con diluciones doble seriadas iniciando
con 480ng de la proteina recombinante purificada y una dilucion constante del suero
hiperinmune de cerdos 1/100 para determinar la cantidad de antigeno necesaria para
la evaluacion de produccion de anticuerpos en los ratones inmunizados (Figura 12).

1
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Figura 13.- Titulacion de la reactividad de la P2-Miostatina-P30. Se hicieron diluciones dobles seriadas

de miostatina iniciando 1/10 (240ng), se utilizd6 como primer anticuerpo suero hiperinmune de cerdo
1/100, como segundo anticuerpo anti cerdo 1/1500. La placa de ELISA se revelo con OPD.

Con base en estos resultados, se definieron ensayos de ELISA

sensibilizando la placa con una dilucion constante del antigeno (60ng).

Evaluacion de la produccién de anticuerpos por ELISA en los esquemas de
inmunizacion.

Se observaron densidades 6pticas elevadas cuando se utiliza el antigeno en
la vacunacion. Sin embargo, en aquellas donde solo se utiliza ADN se observan

valores muy bajos (Figura 13).
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Figura 14.-Evaluacion de la produccién de anticuerpos en los diferentes grupos de inmunizacién.
ELISA indirecta de sueros de ratones inmunizados contra miostatina. Grupo 1: pCIM — P2 + pCIM-
P30; grupo 2: Ag P2-M-P30; grupo 3: pCIM — P2 + pCIM-P30 y Ag P2-M-P30; grupo 4: pCIM — P2 +
pCIM-P30; grupo 5: Ag P2-M-P30; grupo 6: PBS. Los sueros de ratones inmunizados se diluyeron
1:10y 1: 100, y se analizaron por duplicado.
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DISCUSION

En nuestro estudio, en la dinamica del crecimiento de los diferentes grupos
de inmunizacion y en el peso al sacrificio no se apreciaron diferencias significativas
entre los grupos vacunados y no vacunados, estas observaciones concuerdan las de
Ma et al., 2005; Ramirez-Andoney, 2013, donde los pesos corporales de los ratones

inmunizados con miostatina recombinante no mostraron diferencias significativas.

Sin embargo, se observan aumentos significativos en el peso a la canal
después de la inmunizacion con ADN y en el esquema prime-boost; un estudio
demostré que los pesos corporales de los ratones tratados con un anticuerpo
monoclonal neutralizante contra miostatina aumenté 10% el peso corporal
(Whittemore et al., 2003), de manera similar los ratones que expresan una mutacion
dominante contra miostatina, mostraron un aumento de hasta el 35% en masa de
musculo esquelético. En dos estudios independientes de (Lee and McPherron, 2001;
Whittemore et al., 2003) con ratones transgénicos se observé un aumento de peso

en canal de 48% a las 18 semanas.

La participacion de las construcciones quiméricas de la P2-Miostatina-P30
tiene un mejor efecto en el aumento de peso, principalmente en la canal, la cabeza,
la region caudal y los triceps. Este aumento en triceps y la region caudal concuerda
con el estudio de Grobet et al., 2003 en donde muestran que la inactivacion postnatal
del gen de la miostatina en el muasculo estriado es suficiente para causar una
hipertrofia muscular generalizada de la misma magnitud que la observada para
ratones knock-out de miostatina y que este aumento es debido a la hipertrofia (71%),
asi como hiperplasia (29%). Los musculos individuales de miostatina en ratones
knock-out mostraron un aumento de peso de hasta 262% como en el caso del
musculo pectoral (McPherron, Lawler and Lee, 1997). El musculo tibial anterior
crecido puramente por hipertrofia. En contraste, el tamafio del grupo de musculos
gastrocnemio/plantar aumento tanto por hipertrofia (71%) como hiperplasia (29%)
(Zhu et al., 2000).

51



El aumento en las masas musculares dado por la vacunacion con la P2-
Miostatina-P30 recombinante, nos indica que los epitopos P2 y P30 juegan un papel
importante en la induccién de inmunidad a la miostatina. Estudios anteriores han
demostrado que la toxina tetanica como estimulante inmunitario puede generar una
respuesta inmunitaria dirigida al péptido fusionado (Panina-Bordignon et al., 1989;
Combadiere and Liard, 2011) como la que se observa en la evaluacion de anticuerpos
donde en los esquemas que se usa laP2-Miostatina-P30 recombinante se observan
densidades Opticas mas altas que en aquellos donde solo se utiliza la vacuna de
ADN. Los epitopos de toxina tetdnica no son toxicos, pero son altamente
inmunogénicos, por lo que proporcionan una respuesta Th promiscua asociada con
una reaccion inmune especifica (Valmori et al., 1992; Dalum et al., 1997). Estos
fragmentos de toxina teténica se han utilizado con éxito para inducir células Th en
respuestas inmunes humorales contra antigenos de superficie tumoral (Janssen et

al., 2003; Lund et al., 2003) y en patogenos infecciosos (Renard et al., 2003).

La inmunizacién con ADN es efectiva para inducir la respuesta inmune (Tang
et al., 2007), pero requiere inmunizaciones repetidas y altas dosis de ADN, lo que
hace que el procedimiento de inmunizacion sea engorroso, prolongado y costoso
(Reisz-Porszasz et al., 2003).

Para reducir la cantidad de antigeno utilizado, la cantidad de inmunizaciones
aplicadas, obtener una respuesta inmune significativa y crecimiento muscular, se
evalu6 un protocolo de inmunizacion prime-boost heter6logo donde se observé una
ganancia mayor de peso que en aquellos esquemas donde solo se utilizé va vacuna
de ADN o la proteina recombinante P2-Miostatina-P30. Estos resultados indican que
el esquema de inmunizacion prime boost heterdlogo es un protocolo eficaz y
prometedor para mejorar la induccién de inmunidad, reduciendo el nimero de
inmunizaciones utilizadas y el tiempo para obtener una respuesta inmune, dando
como resultado un mayor peso y respuestas mas homogéneas (Lu, 2009).

El andlisis de ELISA revel6 que la presencia de anticuerpos solo se observo

cuando el antigeno recombinante se us6 como inmundgeno esto es probablemente
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debido a que las cantidades del antigeno que se producen cuando se administra un
plasmido estan en el orden de los pico 0 nano gramos (Sardesai and Weiner, 2011).
Estos niveles relativamente pequefios de antigeno hacen pensar que la respuesta
inmune se debe al tipo de células que capturan el ADN, ya que es necesario que
células presentadoras de antigeno (CPA) capturen el antigeno, lo procesen y lo
presenten a otras células del sistema inmune como los linfocitos T (Van Drunen Littel-
van Den Hurk, Babiuk and Babiuk, 2004). Por otro lado, estudios anteriores han
demostrado que la toxina teténica en forma de un estimulante inmunitario fusionado
con péptidos (que puede no ser antigénico para si mismo) puede provocar una
respuesta inmunitaria dirigida al péptido fusionado (Panina-Bordignon et al., 1989;
Combadiere and Liard, 2011). Los epitopos de la toxina tetanica no son toxicos sino
altamente inmunogénicos, por lo que proporcionan una respuesta Th promiscua
asociada con una reaccion inmune especifica (Valmori et al., 1992; Dalum et al.,
1997). Estos fragmentos de toxina tetanica se han utilizado con éxito para inducir
células Th en respuestas inmunes humorales contra antigenos de superficie tumoral
(Janssen et al., 2003; Lund et al., 2003) y en patdégenos infecciosos (Renard et al.,
2003).

Los resultados en este estudio son notables debido a que la inmunizacion
activa contra la miostatina podria ser factible para mejorar la masa muscular con
aplicaciones clinicas y productivas. Los ratones inmunizados aparentemente tenian
un tamafio de érgano normal y no presentaban signos patoldgicos, lo que sugiere
qgue la inhibiciébn de la miostatina aumenta especificamente la masa del masculo

esquelético sin efectos secundarios(Grobet et al., 2003; Schuelke et al., 2004).
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CONCLUSION

Este estudio muestra que la inmunizacion con una vacuna de ADN que expresa
miostatina fusionada con los epitopos P2-P30 promueve el crecimiento del masculo
esquelético, sin embargo, un protocolo inmunizacion prime-boost mejora la respuesta
inmune ademas de ser un procedimiento mas practico al reducir la frecuencia de
inmunizacién y obteniendo mejores ganancias de peso principalmente en la regién
caudal.

Aparentemente los cambios fisiol6gicos observados en los ratones inmunizados
no fueron acompafados por cambios fisicos perjudiciales, lo que sugiere que la
vacuna puede aumentar el tamafio del musculo esquelético sin efectos secundarios
importantes. El aumento de los musculos observado proporciona asi una nueva
estrategia farmacoldgica para incrementar el valor de las canales, asi 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 prometedora.
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Anexo 1. Pesos individuales de ratones en los diferentes esquemas de inmunizacion.

Grupo | Peso | Canal con | Canalsin | Cabeza | Regidon | Region | Cuadriceps | Triceps
cabeza cabeza craneal | caudal
1 25,6 13,43 10,97 2,44 6,12 4,98 1,54 0,64
1 24,6 13,35 10,76 2,56 5,73 5,03 1,49 0,61
1 27,59 14,85 12,52 2,34 7,22 5,13 1,48 0,62
1 23,86 13,06 10,65 2,45 6,25 4,38 1,51 0,5
1 23,21 12,2 9,92 2,15 5,73 4,34 1,39 0,6
1 25,71 13,69 11,14 2,56 6,16 5,01 1,62 0,65
2 25,59 13,95 11,34 2,6 6,06 5,27 1,69 0,65
2 23,72 12,04 9,65 2,36 5,56 4,15 1,55 0,52
2 22,6 11,88 9,54 2,32 5,29 4,23 1,36 0,63
2 20,37 9,47 7,64 1,87 3,96 3,74 1,21 0,44
2 27,68 14,49 11,98 2,49 6,52 5,45 1,49 0,54
2 22,22 11,6 9,57 1,88 5,48 4,28 1,21 0,53
3 24,74 12,57 10,44 2,15 5,54 4,91 1,2 0,65
3 24,56 13,38 11,2 2,15 6 5,24 1,5 0,74
3 26,59 14,17 12,12 2,08 6,53 5,51 1,41 0,62
3 25,38 14,08 11,54 2,52 6,23 5,23 1,49 0,58
3 26,82 14,5 11,81 2,64 6,31 5,43 1,45 0,38
3 26,06 14,15 11,49 2,6 6,02 5,43 1,71 0,71
4 24,75 12,65 10,39 2,23 5,68 4,68 1,59 0,82
4 22,78 11,41 9,03 2,36 4,99 3,99 1,27 0,63
4 23,15 11,91 9,66 2,25 5,3 4,29 1,16 0,56
4 19,84 10,14 7,88 2,25 4,21 3,62 1,35 0,62
4 24,79 12,38 10,17 2,2 6,07 3,92 1,72 0,57
4 23,78 11,93 9,59 2,33 5,29 4,3 1,47 0,61
5 26,89 13,68 11,42 2,25 6,27 5,13 1,71 0,64
5 26,63 13,33 11,02 2,29 5,91 51 1,52 0,64
5 25,52 12,47 10,69 2,03 6,08 4,6 1,44 0,73
5 25,78 13,14 10,98 2,16 5,96 5,02 1,67 0,67
5 22,55 11,41 9,5 1,4 5,34 4,12 1,21 0,63
5 21,69 10,86 9,08 1,83 4,69 4,14 1,16 0,54
6 24,2 11,51 9,67 1,81 5,45 4,22 1,16 0,59
6 20,51 10,62 8,68 1,96 5,03 3,67 1,18 0,59
6 27,14 13,6 11,22 2,39 6,25 4,97 1,37 0,65
6 21,48 10,61 8,57 2,07 4,63 3,84 1,19 0,51
6 23,38 12,09 9,92 2,17 5,49 4,27 1,3 0,62
6 21,71 10,45 8,61 1,84 4,81 3,78 1,24 0,58
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Abstract Myostatin is a transforming growth factor-f8
family member who acts as a negative regulator of skeletal
muscle growth. The interference of its biological activity
could increase skeletal muscle growth with clinical and
animal production applications. A strategy to block the
myostatin action is by the induction of an immune
response against it. In this work, we evaluated as an
immunogen a recombinant myostatin fused to the tetanic
toxin T- helper epitopes P2 and P30. Genetic constructs of
the chimeric myostatin were cloned in an expression vector
and used as a DNA vaccine. Besides, a chimeric genetic
construct, P2-miostatin—P30 was expressed in Escherichia
coli, obtaining a recombinant chimeric antigen. To find out
the functionality of these genetic constructs as a vaccine in
inducing muscle growth responses, experimental groups of
BALB/c mice were DNA immunized with the myostatin
fused to P2, P30 or both. Furthermore, to improve the
immune response, a heterologous prime—boost immunization
scheme was evaluated where the DNA inoculation was
followed by immunization with the recombinant antigen
P2-myostatin-P30. The different body segments weight was
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recorded in control and vaccinated mice groups, finding
increased muscle masses in the vaccinated groups. These
experiments showed the effectiveness of the P2 and P30 T-
helper epitopes in inducing an immune response to the
fused myostatin, leading to muscle growth. The heterologous
prime-boost immunization protocol is a promising vaccination
strategy reducing the time and amount of antigen used to
induce a immune response to myostatin.

Keywords: myostatin, prime boost immunization, tetanic
toxin epitopes, DNA vaccine

1. Introduction

Myostatin, also known as growth and differentiation factor-
8 (GDF-8), is a member of the transforming growth factor-
beta family that plays an essential role in regulating
skeletal muscle growth [1-3]. Myostatin acts as a negative
regulator of skeletal muscle growth and is highly conserved
through evolution [3]. Systematic administration of exo-
genous myostatin in adult mice induces an overall decrease
in muscle mass [4].

In several species, it has been shown that natural
occurring null mutations in the myostatin gene, lead to
dramatic increases in skeletal muscle mass, muscle
strength and reduced fat accumulation in comparison to
wild-type phenotypes [5-10]. Conditional myostatin
knockout mice, presenting postnatal inactivation of the
myostatin gene, also show striking increases in muscle
mass [11]. Myostatin antagonists, such as monoclonal and
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polyclonal antibodies specific to myostatin and follistatin,
as well as activin type II receptor antagonists, can
significantly increase skeletal muscle mass [12-15].

Important potential clinical applications can be obtained
by blocking myostatin, leading to the improvement of
several myopathies such as muscular dystrophies, ageing,
and muscle loss due to chronic infections or immobilization
[10,16-18].

Inhibition of myostatin activity may have potential
benefits for livestock producers as well, as it can increase
either, the growth performance and the lean meat content in
the carcass. At present, few reports are available about the
suppression of myostatin activity in livestock species. It
has been demonstrated that the active immunization against
myostatin, leading to myostatin antibody production,
improves the lean meat percentage in pig carcasses [19].

Myostatin is a highly conserved protein, and weakly
immunogenic due to immune tolerance. DNA chimeric
vaccines that incorporate immune-enhancer epitopes can
overcome immune tolerance by a process where a dominant
epitope on a fusion protein, enhances the response to other
epitopes with weak immunity [20]. Two such of immune-
enhancer elements are the tetanus toxin peptides P2 and
P30 [21]. Previously, It has been shown that the P2 tetanic
toxin epitope linked to myostatin gene administrated as a
DNA vaccine in mice, increased muscle mass [16].

A common practice in vaccination, to obtain an effective
immune response, is to immunize several times with the
same immunogen, this is known as homologous prime-
boost. The boosting with the same antigen delivered in
different form, known as heterologous prime—boost, has
been shown to improve significantly the immunity, inducing
both humoral and cell-mediated responses [22,23].

In this study, we assess the effect, in muscle growth in
mice, of the chimeric epitope P2-myostatin and evaluate
the epitope P30 fused to myostatin gene after immunization
using DNA vaccination and a heterologous prime—boost
immunization scheme, where the vaccine DNA inoculation
was followed by immunization with a recombinant P2-
myostatin-P30 antigen produced in E. coli.

pCIM-P30
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Fig. 1. Map of the genetic myostatin constructs. A. Myostatin c-
fragment gene (348 bp); B. Epitope P2 fused to the 5' end of the
myostatin fragment (389 bp); C. Epitope P30 fused to the 3' end
of the myostatin fragment (416 bp) and D. Myostatin fragment
fused with the P2 and P30 epitopes (457 bp). The genetic
construct names, restriction sites, the start and end of the coding
regions, and the positions of the primers are indicated.

2. Materials and Methods

2.1. Preparation of DNA vaccines constructs

Myostatin genetic constructs (Fig. 1) were obtained by
PCR. Amplified myostatin genetic constructs were cloned
in the pCl-neo Mammalian Expression Vector (Promega,
Madison, Wisconsin, USA). PCR primers were designed
based on the reported chicken myostatin mRNA sequence
(GenBank accession number AY448008). Primers comprised
the epitopes sequences of the tetanus toxin P2, P30, and the
Xbal cloning site (Table 1). DNA isolated from chicken
embryo muscle was used as a template to amplify the C-
terminal fragment of chicken myostatin gene (positions
798-1127) with the primers MSTNF and MSTNR and

Table 1. Nucleotide DNA sequence of the PCR primers used for the myostatin genetic constructs

Primer Sequence (5'-3")

MSTN F AT TCTAGA ATGGATTTTGGVCTTGACTGTGATG

MSTN R AT TTCTAGA TCATGAGCACCCACAGCGATCTAC

MSTN P2 AT TCTAGA ATGCAGTATATAAAAGCAAATTCTAAATTTATAGGTATAACTG
AAGATTTTGGCCTTGACTGTGATG

MSTN P30 AT TCTAGA TACTACTTCTAAATGACTAGCAGATACTTTAGGAACCCTCAA
CCAAAAGCTAACGGTAAAATTATTAAACATTGAGCACCCGCAACGATCTAC

TSFP2 F AT CATATG CAGTATATAAAAGCAAATTC

TSFP30 R AT GGATCC TCA GTGGTGGTGGTGGTG TACTTCTAAATGACTAGCAGATAC

Restriction endonuclease sites are underlined: Xbal (TCTAGA); BamHI (GGATCC); Ndel (CATATG).
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cloned in the Xbal site of the pCl-neo vector, obtaining the
pCIM plasmid (myostatin only). This was used as template
to amplify, with the MSTNR and MSTNP2 primers, the
myostatin fused to the P2 epitope at the 5’ end, who was
cloned in the pCl-neo vector, generating the pCIM—P2
plasmid; The pCIM-P30 plasmid (myostatin fused to P30
epitope at the 3’ end) was obtained by amplifying the
myostatin gene with the MSTNF and MSTNP30 primers.
Each genetic construction was validated by PCR and
nucleotide sequence analysis. PCR was used for assessing
positive recombinant clones and the correct cloning
orientation. The encoded T7promoter primer (5' TAATAC
GACTCACTATAGG 3') was used plus the reverse primer
for each genetic construct (MSTNR, MSTNP30, TSFP30R,
see Table 1). The T7 primer was used also for sequencing
and verification of the cloned genetic constructs. The
plasmid DNA of each construct was grown and purified
using EndoFree Plasmid Maxi Kit (Qiagen, Chatsworth,
CA, EUA) following the manufacturer’s instructions.

2.2. Recombinant antigen production

The pET11 E. coli protein expression system (Novagen,
Darmstadt, Germany) was used to produce recombinant
myostatin fused to the P2 epitope in the amino-terminal
end, and the P30 epitope plus a 6x histidine tail at the
carboxy terminal end (P2-M-P30). The myostatin gene was
PCR amplified using primers TSFP2F and TSFP30R
shown in Table 1 and cloned into the NdE1 and BamH1
restriction site of the pET 11(a+) vector, giving the pET-
P2MP30 plasmid. An E. coli culture of BL21 strain
transformed with the pET-P2MP30 plasmid was grown to
an OD of 0.5 (600 nm) in LB medium (200 mL) plus

A
M
130 koa [
95 kDa '
72 kDa
-
-
-

55 kDa

36 kDa

28 kDa

17 kDa

o

10 kDa

— —

ampicillin (50 mg/L), and the recombinant myostatin protein
expression was induced by adding IPTG to 1 mM and
incubating at 37°C for 18 h. The recombinant P2-Myostatin-
P30-His protein (P2-M-P30) was purified by affinity
chromatography, using Ni** — NTA agarose (Qiagen,
Chatsworth, CA, USA) following the manufacturer
instructions under denaturalization conditions. Shortly,
harvested pelleted bacteria was suspended in 40 mL of
lysis buffer (6M guanidine hydrochloride, 50 mM Tris,
pH 8.0, 5 mM 2-mercaptoethanol, 5% Tritén X100, 2%
Sarcosyl, 100 mM NaCl), incubated for 15 min, and
centrifuged at 12,000 x g for 30 min. The supernatant was
passed through 1 mL of the Ni** — NTA column, washed
with buffer containing 40 mM Imidazole, 40 mM Sodium
phosphate, 1 M NaCl, 6 M guanidine hydrochloride; pH
7.4 and the recombinant antigen eluted with a solution of
6 M guanidine hydrochloride, 50 mM Imidazole, 20 mM
Sodium phosphate, 0.5 M NaCl; pH 4.5. The eluted
recombinant myostatin was dialyzed against PBS. The
recombinant myostatin was quantified by spectrophotometry
and assessed by SDS-PAGE and western-blotting (Fig. 2),
using a His-probe antibody (H-15) (Santa Cruz Biotechnology,
CA, USA).

2.3. Animals and treatments

Male BALB/c mice were housed at the animal facility of
the Universidad Autonoma Metropolitana - Xochimilco,
Mexico City, in environmentally controlled rooms with
12 h daily light, temperature of 22+2°C and humidity of
60+5%. Mice were fed ad libitum and followed protocols
approved by the Institutional Committee for Care and Use
of Experimental Animals of National Autonomous

Fig. 2. Western blot analysis of the recombinant myostatin P2-M-P30. Bacterial lysates of non-induced (N), induced (I) and purified
recombinant myostatin P2-M-P30 on a Ni-NTA column (P), were subjected to SDS/PAGE electrophoresis (15% polyacrylamide gel)
and stained with Coomassie blue (A), transferred to the PVDF membrane, and reacted to an anti-His antibody (B). Molecular weights

are indicated in kDa (M).
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Experiment A: Groups: 1,2, 3,4, 5.
Experiment B: Groups: 1, 2, 6.

b

|
| | |
zls

End of the experiment A

—
—

| I
Day 0 14

P !

Experiment B: Groups: 3, 4, 5.

P ——

End of the experiment B

Fig. 3. Immunization schedules for experiments A and B.
Experiment A.- Groups of mice were immunized four times at
15-day intervals with the different genetic constructs of DNA or
with PBS. Group 1: pCIM; Group 2: pCIM — P2; Group 3: pCIM
— P30; Group 4: pCIM-P2 + pCIM-P30; Group 5: PBS. The
experiment ended on day 84. Experiment B.- Some groups of
mice received four immunizations at 15-day intervals with
different immunogens or PBS. Group 1: Plasmids pCIM-P2 +
pCIM-P30; Group 2: Recombinant antigen P2-M-P30; Group 6:
PBS. Other groups were immunized only twice, every 15 days.
Group 3: pCIM—P2 + pCIM-P30 + P2-M-P30. Group 4: pCIM—
P2 + pCIM-P30; Group 5: P2-M-P30. The experiment ended on
day 63. All immunizations were subcutaneously.

University of Mexico (CICUAE, DC-2017/2-6).

Groups of 6 Male BALB/c mice (3 weeks old) were
used to assay the effect of the immunization with the DNA
genetic constructs of the myostatin gene fused to P2 and
P30 epitopes. We assessed two different immunization
schemes (see Fig. 3). In experiment A, groups of mice
were DNA immunized with different myostatin construct,
injecting 100 pg/100 pL of plasmid DNA, inoculated
subcutaneously. Group 1: pCIM, group 2: pCIM—P2; group
3: pCIM-P30; group 4: pCIM-P2 + pCIM-P30; group 5
(control) was immunized with PBS. Mice were immunized
4 times, every 14 days. The muscle weight was recorded
on day 84. The immunization dose of DNA used by
application was of 100 pg, which has been reported, is the
amount required to induce an immune response [24].

The immunization subcutaneous route was selected
because it is relatively easy for vaccine delivery and may
be advantageous because of the high number of antigen
presenting cells present locally [25].

In experiment B, a prime boost immunization scheme was
evaluated (Fig. 3), consisting of an initial DNA vaccine
immunization, followed by a boost with the same DNA
vaccine in combination with the recombinant myostatin
antigen P2-M-P30. Groups of 6 Male BALB/c mice
(3 weeks old) were employed. Group 1 was immunized with
100 pg/100 pL. DNA (pCIM-P2 + pCIM-P30; 50 pg/each)
on days 0, 14, 28 and 42; Group 2 was immunized on days
0, 14, 28 and 42, with 100 pg/100 pL of the recombinant
antigen P2-M-P30 in incomplete Freund’s adjuvant. Group 3,
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the prime- boost group, was immunized with 100 p1g/100 pL
DNA (pCIM-P2 + pCIM-P30, 50 pg/each), on days 0 and
14, and with 100 pg/100 pL. recombinant antigen P2-M-
P30 in incomplete Freund’s adjuvant on day 14; Group 4
was immunized with 100 pg/100 uL. DNA (pCIM-P2 +
pCIM-P30, 50 pg/each), on days 0 and 14; Group 5 was
immunized with 100 pg/100 pL recombinant antigen P2-
M-P30 with incomplete Freund's adjuvant on days 0 and
14; Group 6 (control) was immunized with PBS 100 puL on
days 0, 14, 28, 42. All individuals were weighed weekly
and body regions were evaluated on day 63.

2.4. Carcass evaluation

At the end of the experiments, mice were euthanized, and
the intact body weight recorded, as well the following body
regions: Carcass, head, cranial region, caudal region, triceps,
and quadriceps. The carcass was obtained after removing
the head, internal organs, skin, paws from tarsals and
carpals and tail from the 3rd sacral vertebra. The cranial
region comprised the chest and the front limbs, removing
the head and cutting the carcass at the level of the last
lumbar vertebra. The remaining body segment was the
caudal region, including the forelimbs. The individual
normalized weight of each region was obtained after the
subtraction of the average value of the negative control

group.

2.5. Antibody determination by ELISA

Enzyme-linked immuno sorbent assay (ELISA) plates
were coated with 60 ng of purified recombinant myostatin
(P2-MP3-0) in buffer A (Sodium bicarbonate 0.1 M, sodium
carbonate 0.1 M pH 9.6) incubating overnight at 4°C. The
plates were washed three times with buffer B (Sodium
chloride 0.12 M, Tris-HCI 25 mM pH 7.9, Tween-20 1%).
Then, the plates were blocked with 5% skim milk in buffer
B and incubated 1 h at 4°C. Mouse sera were diluted 1:10
and 1:100 (100 pL) in buffer B and added to each well in
duplicate, incubating for 1 h at 37°C. Afterward, plates
were washed three times with buffer B, and horseradish
peroxidase-conjugated goat anti-mouse IgG (Jackson
Immunoresearch, Philadelphia, PA, USA) diluted 1:1500
in buffer B was added to each well and incubated for 1 h
at 37°C. After washing with buffer B, the plate was
developed adding buffer C (0.1 M citric acid pH 4.5, 0.1 M
sodium citrate pH 4.5, 200 pL ortho-phenylene diamine
(OPD) [5 pg], and 20 pL hydrogen peroxide [30%]), the
reaction was stopped by adding 100 puL of 2 M H,SO,. The
plates were read at OD 450.

2.6. Statistical evaluation
Data were analyzed using the general linear model (GLM)
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Fig. 4. Body weight segments of mice after immunization with DNA-myostatin constructs. The individual normalized weight of the
body segments from the groups of immunized mice are plotted and shown in each graph: A. Head, B. Triceps, C. Quadriceps, D. Cranial
region, E. Carcass, and F. Caudal region. The immunized mice groups with the DNA constructs are: 1- pCIM; 2- pCIM—P2; 3- pCIM-
P30; 4- pCIM—P2 + pCIM-P30; 5- inoculated with PBS (negative control). The dotted line indicates the basal average weight value of
the segments. Different literals indicate statistical differences between groups.

procedure in SPSS 20.0 (SPSS Inc., Chicago, 1L, USA).
The individual normalized weight for each region was
obtained subtracting the average value of the control group
to each individual value. Differences between means were
determined by a one-way ANOVA test with post-hoc
Tukey test. The degree of statistical significance was set at
p < 0.05. Results for each body region among groups were
graphed as boxes. Figures were obtained using the GraphPad
Prism 6 software (GraphPad Software, LLC, USA).

3. Results and Discussion

3.1. Weight of different body regions in the immunized
groups

The individual weights after been normalized (subtracting
the average value of the negative control group) of the
different body regions in the immunization groups of the
experiment A and B, are showed in Fig. 4 and 5
respectively. The individual weight values for each mouse
segment by group and experiment A and B can be provided
under request.

3.2. Effect in muscle growth of DNA immunization with
myostatin fused to P2 and P30 epitopes

To achieve a procedure to improve muscle growth useful in
clinical or animal science applications, we assess as
immunogen recombinant myostatin fused either to the
tetanic toxin T- helper epitope P2, the epitope P30, or both.
It has been shown that the DNA immunization of chimeric
P2 — myostatin induce muscle growth [16]. However, the
tetanic toxin T- helper P30 epitope fused to myostatin has
not been evaluated as DNA vaccine to date. Also, it is not
known if the combination of both of epitope could improve
the immune and muscle response.

In the experiment A (Fig. 4) we evaluated in group of
mice, the effect in increasing the weight of different body
segments, of the active DNA immunization with myostatin
genetic constructs consisting of 1) the myostatin gene only,
2) the chimeric P2-myostatin, 3) the fused P30-myostatin
or 4) the effect of both, P2- myostatin and P-30 myostatin
constructs, these in comparison to a control group 5) who
was injected with PBS. In Fig. 3, we can see, in the
chimeric myostatin immunized groups (groups 2, 3, and 4)
an increased weight in most of the body segments
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Fig. 5. Differences in the body weight of mice after several immunization protocols. Graphs show the individual normalized weight of
distinct body regions in the immunization groups: A. Head, B. Triceps, C. Quadriceps, D. Cranial region, E. Carcass, and F. Caudal
region. Immunization groups consist 1- pCIM—P2 + pCIM-P30 (four times); group 2- Ag P2-M-P30 (four times); group 3- pCIM-P2 +
pCIM-P30 and Ag P2-M-P30 (heterologous prime-boost); group 4- pCIM—P2 + pCIM-P30 (two times); group 5- Ag P2-M-P30 (two
times); group 6- PBS (four times). The dotted line indicates the basal average value. Different literals indicate statistical differences

between groups.

evaluated, in comparison to the negative control group. An
increased weight in muscle mass was observed with the
P2- myostatin DNA construct, as it was reported by Tang
(2007) [16]. We could see that also the P30 tetanic toxin
epitope are able to induce muscle weight. It seems that the
participation of both chimeric P2 and P30 myostatin
constructs, have a better effect in promoting weight gain,
mainly in the carcass, head, caudal region, and triceps.
These results indicate that P2 and P30 epitopes play a
significant role in inducing immunity to the fused myostatin,
and when both epitopes are present the effect is even
stronger.

Previous studies have shown the tetanic toxin as immune
stimulant fused to peptides, which may not be antigenic to
itself, can lead an immune response directed to the fused
peptide [26,27]. The tetanic toxin epitopes are not toxic,
but highly immunogenic, so they provide a promiscuous
Th response associated with a specific immune reaction
[21,28]. These tetanic toxin fragments have been used
successfully to induce Th cells in humoral immune responses
against tumor surface antigens [29,30] and in infectious
pathogens [31].

A relevant observation in this study was that the myostatin
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gene administrated as a DNA vaccine (pCIM DNA
construct) led to a generalized decrease in the body weight,
presumably by a systematic effect of the expression of
myostatin after the transfection on inoculated tissues.
Accordingly, it has been reported that the myostatin action
could suppress muscle development [1,12]. In mouse, it
has been reported that the systemically administrated
myostatin leads to muscle loss for 35-50% of the total
weight [4]. In male transgenic mice with muscle-specific
overexpression of myostatin lead to weight reduction of
20-25% in individual skeletal muscles, solely due to a
reduction in the fiber muscle size [32].

Results in this study are remarkable because active
immunization against myostatin could be a feasible
approach to improve the muscle mass with clinical and
productive applications. Mice immunized apparently had
normal organ size and no pathological signs, suggesting
that the inhibition of myostatin specifically increases skeletal
muscle mass without side-effects [10,11].

It seems the DNA immunization is effective in inducing
immune response, but it requires repeated immunizations
and high doses of DNA, making the immunization procedure
cumbersome, prolongated, and expensive [33].
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3.3. Heterologous prime-boost myostatin immunization
To reduce the amount of antigen used and the number of
immunizations applied to obtain a significant immune
response and muscle growth, a heterologous prime-boost
immunization protocol was evaluated (Fig. 5).

Heterologous prime-boost vaccination strategies, using
DNA vaccines and attenuated viral vectors, generate
improved immune responses against a variety of encoded
antigens. The most effective of these strategies elicit high
levels of both CD41 and CD81 T-cell-mediated immunity
responses, which are crucial for protection against a variety
of pathogens [31].

The heterologous prime-boost protocol consists of only
two immunizations, the first one employing the DNA
vaccine and the second one including a recombinant
antigen. In experiment B, this scheme was compared with
mice groups where four immunizations, either of DNA
(group 1) or recombinant antigen (group 2), and mice
groups where two inoculations of DNA (group 4) or
recombinant antigen (group 5) was injected. It is shown in
Fig. 5, that the heterologous prime-boost group treatment
(group 3), had a significant weight increase mainly in the
carcass and the caudal region. This group had a similar
growth response as the group 1, who was immunized 4
times with the DNA vaccine (similar immunization scheme
as group 4 in experiment A). In the cranial region, triceps,
quadriceps, and head, there were no significant differences
found among the treatment groups. However, the mean
values in the groups showed a tendency to a higher weight
in group 3 (prime-boost group).

These results indicate that the heterologous prime boost
immunization scheme is an effective and promising protocol
to improve the induction of immunity, reducing the number
of immunizations used and the time in obtaining an immune
response, resulting in higher weight and more homogeneous
responses.

The experiment B also shows that using only two
immunizations with the DNA vaccine, the immune response
was not enough to induce an increment in body weight.
However, two immunizations with the recombinant antigen
were able to induce a growth effect.

3.4. Antibody response to vaccination

We assessed by ELISA, the antibody production induced
by the different immunization schemes. In experiment A,
with DNA immunization, the ELISA analysis revealed
apparently no antibodies production (see Fig. 6). In
experiment B, the presence of antibodies was seen only
when the recombinant antigen was used as an immunogen
(Fig. 7). It seems, that although apparently, the DNA
immunization did not induce antibodies, an immune effect
was produced, noticeable by body weight growth, perhaps
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Fig. 6. Indirect ELISA assay using individual antisera from
experimental group A of mice immunized with 1- pCIM; 2-
pCIM-P2; 3- pCIM-P30; 4- pCIM-P2 + pCIM-P30; 5- PBS.
Sera from immunized mice were diluted 1:10 and 1:100, and
analyzed in duplicate.
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Fig. 7. Indirect ELISA assay using individual antisera from
experimental group B of mice immunized with group 1- pCIM—
P2 + pCIM-P30; group 2- Ag P2-M-P30; group 3- pCIM-P2 +
pCIM-P30 and Ag P2-M-P30; group 4- pCIM—P2 + pCIM-P30;
group 5- Ag P2-M-P30; group 6- PBS. Sera from immunized
mice were diluted 1:10 and 1:100 and analyzed in duplicate.

by the participation of cellular immune response. Antigen
encoded DNA vaccination experiments commonly reports
antibody production [34], because of that, it was surprising
that we were unable to detect antibodies. One possible
explanation is that we use in the ELISA assays as antigen
the recombinant myostatin P2-M-P30 produced in E. coli.
It seems that the recombinant antigen expressed in E. coli
produced inclusion bodies and although we were able to
purify it under denaturalization conditions, after the dialysis,
the protein precipitated. This suggests that the recombinant
myostatin is misfolding and probably, because of antigenic
changes, the antibodies induced by the DNA vaccine are
not binding to the recombinant P2-M-P30. When the
recombinant antigen P2-M-P30 is used as immunogen, the
antibodies produced are now detected by the homologous
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antigen. In spite of this, the prime boost immunization is
showing a muscle growth effect. Perhaps, if the P2-M-P30
antigen is expressed in animal cells, the post-transduction
processing will lead to a native folding and antigenic
properties more suitable to enhance the immune response.

4. Conclusion

This work shows that immunization with a DNA vaccine
expressing myostatin fused to P2 - P30 epitopes promotes
skeletal muscle growth; furthermore, it showed that a
heterologous prime-boost protocol can improve the immune
response and be a practical active immunization procedure.
This protocol has the potential to be used as a new
pharmacological approach for several biomedical therapies
and interventions in animal production as well, increasing
the value of the carcasses and allowing the treatment of
diseases associated with loss of muscle mass. A further
improvement would be the use of either chemical or
genetic adjuvants [35], this will reduce the amount of DNA
and antigen used, and probably will enhance the immune
effect. A practical attribute of the prime boost strategy is
the decreases in the frequency of immunization and
amount of antigen used. These results indicate that an
immunization approach can be a feasible way to reduce the
biological activity of myostatin and to improve skeletal
muscle growth.
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