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DESARROLLO DE VACUNAS BASADAS EN BAGTERIAS LACTICAS :
Expresion de Antigenos del VIH en Lactococcus Jactis para
Inducir Inmunidad en Mucosas.

RESUMEN

La epidemia de VIH/SIDA es el problema de salud publica mas complejo en la
actualidad, y cuyo impacto se refleja en la vida social y econémica del mundo. En
México, como en otros paises, el SIDA se ha convertido en un complejo de grandes
problemas psicolégicos, sociales, éticos, politicos, etc. que transcienden de un foco
comln del problema de la salud. El nimero de casos diagnosticados de VIH en el
mundo por ONUSIDA hasta el 30 de Septiembre 2000 son de 36.1 millones. En
México, hasta el 30 de Septiembre del 2000 es de 50,713 (Secretaria de Salud).
México ocupa 13th lugar globalmente y tercero en América en el nimero total de casos
reportados. Para nuestro pals y otros en Latinoamérica es urgente el desarrolio y
aplicacion de una vacuna que disminuya las tasas de morbilidad y mortalidad de esta
infeccién. En la actualidad virtualmente todas las infecciones por el VIH tienen como
puerta de entrada las superficies de mucosas, ya sea la mucosa genital para los casos
de transmision heterosexual, la mucosa gastrointestinal para los casos de transmision
vertical en el (tero o después del pario por medio de la leche matema infectada, asi
como para los casos de transmision homosexual por contacto oral-genital o anal-
genital. El tejido de la mucosas cuenta con un sistema inmune local con propiedades y
funciones que en muchos aspectos estan separados del sistema inmune sistémico, por
tal motivo, para este virus y otros patbgenos es necesario desarrollar vacunas que
induzcan inmunidad o proteccion en las mucosas que son el sitio primario de entrada.
Los esfuerzos para el desarrollo de una vacuna para prevenir la infeccién por el virus
de inmunodeficiencia humana (VIH) estan enfocados sobre la induccion de un
anticuerpo neutralizante y la respuesta de linfocitos T citotéxicos (CTL) especificos
contra la glicoproteina gp 120 y el asa V3 de la gp 120 (sitio principal de neutralizacidn
por participar en la infectividad , tropismo, y respuesta especifica de CTL). Diversas
estrategias para desarrollar vacunas (virus muertos, vacunas de subunidades
peptidicas, Inmunizacién con ADN y otras) han tenido dificultades en inducir la
respuesta celular y humoral en mucosas al mismo tiempo. Por lo que es necesario
encontrar nuevas vias Yy nuevos sistemas eficaces y seguros, los cuales induzcan
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ambos mecanismos de inmunidad en la mucosa gastrointestinal y vaginal, al mismo
tiempo. El propdsito de la presente investigacién fue desarrollar bacterias acido-lacticas
modificadas genéticamente para generar vacunas basadas en vectores bacterianos
vivos, seguros e inocuos capaces de inducir inmunidad humoral y celular contra el VIH
en las mucosas. Las bacterias acido lacticas son microorganismos comensales de la
mucosa intestinal y genital, ademas se han utilizado por muchos afios en la industria
de alimentos l4cteos y por ende son bacterias comestibles, inocuas y amigables en la
flora intestinal y vaginal. Estas bacterias son los vectores ideales para expresar
antigenos heterblogos en mucosas. Para desarrollar nuestra estrategia, se planteo el
siguiente objetivo: Induccién de inmunidad contra VIH utilizando L. /actis como vector
de expresion del antigeno gp 120 en mucosas. Para lo cual se disefiaron iniciadores
especificos para amplificar por PCR el gene de la gp120 del VIH-1 (Gene Bank
KO3455) a partir del plasmido pSFV1 que contiene dicho gen, el producto fue
purificado por el sistema Gene-Clean Il y subclonado utilizando el sistema pGEM-T. El
gene de la gp 120 fue liberado con Apa | y Xho | del vector pPGEM-T y subclonado en el
vector de expresion plL1252:P59:emm6, este vector contiene el promotor P59 el cual
es especifico para L./actis . Posteriormente se transformé a L. lactis con el vector por
electroporacién. El anélisis de la proteina recombinante gp 120 producida en L. lactis
se llevo acabo por Westem Blot , Whole cell ELISA y por Inmunofiuorescencia. Se
inmunizaron 3 grupos de ratones cada uno con 1x10° bacterias a una sola dosis y un
cuarto grupo con de ratones a tres dosis a los 0,14 y 28 dias con 1x10° bacterias
recombinantes, cada grupo inmunizado tenia un control (bacteria sin expresion de la
gp 120). Se obtuvieron las siguientes muestras de los ratones inmunizados: Bazo,
Suero, Heces y lavados estomacal e intestinal, a los 10,18 y 24 dias de inmunizacién
para los grupos de una dosis y a los 7 dfas de inmunizacién para los de 3 dosis, en las
cuales se midieron los niveles de anticuerpos anti-lgG y anti-lgA por ELISA usando un
sistema comercial contra el VIH y utilizando la bacteria recombinante como antigeno,
Asi mismo se analizo la respuesta de proliferacion celular al estimulo con antigenos
del VIH. Los resuitados obtenidos son: la construccion del vector pGEMTgp120 y
seleccion por PCR de varias clonas de L. Lactis transformadas con el vector de
expresion de la gp120 (pS9Mgp120. En dichas clonas se verifico que eran capaces de
expresar la gp120 por Western Blot, por medio de las técnicas de Whole-Cell ELISA e
Inmunoflucrescencia. Determinamos que la gp120 esta anclada en la superficie externa
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de la bacteria en una conformacién adecuada. Cuando administramos la bacteria
recombinante por via oral se encontrd que los niveles de IgG presentes en estomago,
fueron significativamente altos a los 10 dias después de la inmunizacién con respecto &
los otros tiempos en ambos sistemas, de igual manera los nivies de IgG fueron
significativamente altos en los lavados de ratones inmunizados con 3 dosis de 10°
bacterias. Respecto a los niveles de IgA monomerica en estomago, no se encontraron
diferencias significativas con respecto al control en los lavados de ratones inmunizados
con 1 sola dosis, ni con 3 dosis de bacteria. En intestino se detectaron niveles
significativos de IgG a los 10 y 18 dias despues de la inmunizacién con 1 dosis de
bacteria en el ELISA comercial, mientras que en el ELISA con L. Jactis la 1gG se
encuentra elevada solamente a log 10 dlas despues de la inmunizacién con la bacteria.
Los niveles de IgA en intestino son significativamente altos a los 24 dias despues de la
inmunizacidn en el ELISA comercial, sin embargo son significativos solamente a los 10
dias despues de la inmunizacién con la bacteria recombinante en el ELISA con L./actis,
mientras que en los lavados de ratones inmunizados con 3 dosis solamente hay
diferencias significativas en los niveles de IgG. En cuanto a los niveles de anticuerpos
en heces aparentemente solo la IgG parece tener valores significativos a los 10 dias
despues de la inmunizacién, mientras que en las muestras de ratones inmunizados con
3 dosis no hay niveles significativos con respecto al control ni de IgG, ni de IgA. Con
respecto a los niveles de anticuerpos en suero, la IgG e IgA se encuentran elevados a
los 10 dias despues de la inmunizacién con la bacteria en el ELISA comercial, mientras
que en el sistema con L. /actis los niveles de IgG estan elevados con respecto al control
a los 24 dias despues de la inmunizacién. Los niveles de IgA en suero aparentemente
_se encuntran ligeramente elevados a los 10 y 18 dias deapues de la inmunizacion. En
lo que respecta al nivel de anticuerpos en suero de ratones inmunizados con 3 dosis de
bacterias recombinante, solamente la IgG presenta niveles significativos con respecto
al control. En los ensayos de incorporacién de timidina tritiada se enconird que la
estimulacién especifica con dos concentraciones de antigeno del VIH induce la
proliferacion especifica de linfocitos de bazo obtenidos a los 10, 18 y 24 dias despues
de la inmunizacién y que el numero de clonas de linfocitos sensibles o especificos al
antigeno disminuye considerablemente en el tiempo. Sin embargo no se observaron
diferencias significativas con el control en los niveles de proliferacion de ratones
Inmunizados con 3 dosis de 10 ° bacterias. Por otra parte el analisis histolégico de las
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mucosas del estomago e intestino a los 10, 18 y 24 dias despues de la inmunizacién
oral de 10 ? bacterias, indicé que no existen diferencias histolégicas en los epitelios,
que sean indicativas de dafio o alteraciones donde se administraro la bacteria normal
y recombinante. También realizamos la deteccién por inmunohistoquimica de la
expresion de marcadores de linfocitos T(CD4) y macréfagos o monocitos (Mac),
encontrando que hay un incremento en la expresién de CD4 y Mac en la mucosa del
estomago e intestino de los ratones inmunizados con L.Lactis recombinante a los 10
dias, en comparacién con la expresion en las mucosas de |os ratones a los que se los
administro la L.Lactls control (hormal). Estos datos en conjunto indican que la
administracién oral de L. /actis modificada para expresar la gp120 induce anticuerpos
especificos en mucosas y en suero, asi como la induccién de linfocitos especificos
contra el VIH y se asocia a un incremento en la expresién de CD4 y Mac en las
mucosas. Por lo que la induccién de inmunidad en mucosas usando bacterias lacticas
modificadas para presentar en mucosas antigenos del VIH puede representar una
estrategia tecnolégica para desarollar una vacuna contra el SIDA mas efectiva y

segura.
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CAPITULO 1
INTRODUCCION
1.1 ASPECTOS GENERALES DEL VIH
El SIDA (Sindrome de Inmunodeficiencia Humana) es causado por el VIH (Virus de la
Inmunodeficiencia Humana). Fue reconocido como una nueva y distinta entidad clinica
en 1981.( Gottieb M,S. 1981.) los primeros casos fueron reconocidos por un grupo de
enfermedades inusuales como las causadas por bacterias comunes, levaduras y virus
que ordinariamente no causan enfermedades severas que se presentaron en hombres
homosexuales ademas que fue observado un patrén de inmuncdeficiencia clinica, ya
que el SIDA es el estado final y mas serio de la enfermedad. (Stites, D,P. 1994).

El VIH pertenece al grupo de los lentivirus y presenta dos variedades: VIH-1 y

VIH-2, siendo el VIH-1 el principal agente causal de ia enfermedad. Esta clasificado

dentro de la familia de los retrovirus, llamado asi por su habilidad de transformar su
 informacién genética de ARN a ADN. Este paso es por medio de una enzima llamada
transcriptasa reversa (TR), la cual es codificada por un gen dentro del genoma viral, el
gen pol y otros dos gag y env, son las principales regiones codificantes de las
proteinas estructurales necesarias de los retrovirus para su ciclo de vida. (Fig. 1). Los
genes accesorios presentes en el VIH son LTR, vif, vpr, nef, tat, rev y vpu para VIH-1
o vpx para VIH-2.

La caracteristica dominante inmunitaria de infeccidn por VIH, es la eliminacion

progresiva del subgrupo CD4, de los linfocitos T, y por lo tanto revierte la proporcion
normal CD4: CD8 y agrava la inmunodeficiencia, esto es debido al tropismo del VIH
por éstas y ofras células que poseen el receptor CD4, ya que la supefficie de esta
‘molécula funciona como entrada para el virus. Ciertas células como fibroblastos y
células gliales derivadas del encéfalo que no presentan molécula de CD4, también
pueden ser infactadas por VIH. Estas células poseen otras moléculas que pueden
actuar como recepiores para VIH, incluyendo al galactosil ceramida en las células
derivadas del encéfalo. (Klatzmann D, 1984).
El VIH ha sido encontrado en sangre, semen, saliva, lagrimas, tejido del sistema
nervioso, leche matema y secreciones del tracto genital femenino; sin embargo sdlo la
sangre, semen, secreciones del tracto genital femenino, y leche matema han sido
probados que transmiten la infeccion.
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La transmisién del virus ocurre a través de: contacto sexual, incluyendo sexo oral,
vaginal y anal; via sanguinea, a través de transfusiones o agujas contaminadas; y de
una mujer embarazada al feto o de una madre lactante a su bebe. En hombres, la
fuente principal de transmision ha sido la sexual (homosexual y heterosexual) y sélo
secundariamente a través de transfusiones. En mujeres, la principal fuente de
transmisién ha sido por transfusion, pero actualmente la principal es por contacto
heterosexual. Los casos pediatricos iniciales (menores de 15 aflos) la transmisién fue
por via sanguinea, sin embargo actuaimente ha cambiado a una transmision perinatal
con pocas incidencias de ftransmision sexual (Magis-Rodriguez C, 1998). Otros
métodos de transmisién son raros e incluyen picaduras de agujas accidentalmente,
inseminacién artificial por donadores de semen, transplante de rifién por un donador
infectado. El patrén global de transmisién de VIH varia por regién y pais, siendo
influenciados por cultura, valores, condiciones sociales, dinamica sexual, y situacion
socioecondmica (CONASIDA. México, 1997).
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Fig 1. Estructura del Virus de la Inmunodeficiencia Humana.
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1.2 DISTRIBUCION GEOGRAFICA
El virus de la inmunodeficiencia humana presenta una amplia diversidad genética de
cadenas virales, con importantes diferencias en las propiedades bioldgicas de los
subtipos de VIH-1. El VIH -1 es dividido en tres grupos , el M, O y N . El grupo M se ha
dividido en varios subtipos que van de la A a la J, originalmente definidos en base a las
secuencias de los genes gag y env. Aproximadamente el 50% de las cepas
reportadas pertenecen al subtipo B, 16% al subtipo A , 9% al C, 10% a el E y en muy
baja proporcion las subtipos F,G y H. La distribucién de estos diferentes genotipos del
virus a nivel global es muy amplia, en la siguientie tabla se menciona la distribucion
global de los subtipos por regiones. (Fig.2)

En el caso del VIH-2 aparentemente esta confinado al oeste de Africa, con un
foco en Angola y Mozambique y algunos casos reportados en Europa, las Ameéricas e
India. La prevalencia del VIH-2 es més baja que el VIH-1 donde los dos tipos coexisten.
Comparado con en VIH-1, el VIH-2 aparentemente es menos transmisible a través del
inter curso sexual, su esparcimiento es lento.(Vincent,T.1997)

Tabla 1. Distribucién Geografica del VIH

'Region Alta prevalencia Baja prevalencia
Norte América A,CD,E,O
Centroamérica

| America el Sur F.C

Europa Occidental ACDFG

Europa del Este ACDF.G

Sureste de Asia B.C

—

'Sur de Asia E

W

Oeste de Asia

Africa del Oeste

@O
Olo

Africa Central CDEFGHO

Africa del este

19

Sud Africa

o
(o

@[ Of 3> 3> 2| O] O M| 00| | to| | wf
>

Australia
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Fig 2. Distribucidon Geografica del VIH

1.3 ORGANIZACION GENOMICA DEL VIH-1.

La forma integrada del VIH es de aproximadamente 9.8 Kilobases. Ambos extremos
estan flanqueados por una secuencia repetida conocida como LTR. Los genes del VIH
estan localizados en la region central del ADN proviral y codifican por lo menos 9
proteinas (Muesing MA, 1985), las cuales son divididas en fres clases:

1.3.1 PROTEINAS ESTRUCTURALES PRINCIPALES (Gag, Pol y Env)

Las proteinas de la capside son codificadas por la regién gag. El precursor es la
proteina p55 de 55 Kilo daltons, la cual es modificada durante el proceso de
maduracion viral en 4 proteinas designadas como MA (matriz, p 17), CA (capside,
p24), NC (nucleocapside p9), y p6. (Fig. 3).

La proteasa viral (pro, p10), integrasa (In, p31), RNAsa H (p15) y el homo dimero
de la transcriptasa reversa (RT, p66-p51) son expresadas en el contexto de un
precursor gag- pol , producidas como una poli proteina Gag-pol (p160), las cuales son
procesadas por la proteasa viral, estas enzimas son necesarias para la replicacion
viral.
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La regién genémica env codifica las proteinas de la capside, responsables de la
infectividad de la particula viral por su unién al receptor especifico celular. Estas
glicoproteinag son producidas como un precursor gp160 (160Kd). Una proteasa celular
rompe la gp 160 para generar la glicoproteina externa (gp120) 'y la glicoproteina
transmembranal (gp41). (Fig.3 ).

1.3.2 PROTEINAS REGULATORIAS (Tat y Rev)

Tat (Trans activador transcripcional) es un importante factor de la regulacion viral para
la expresién génica de VIH, presente en el nlcleo y el nucleolo, tat se une a una
porcién del ARN conocida como TAR (elemento de repuesta a la transactivacién) que
esta localizado en el extremo 5' terminal del ARN viral, la union de tat a TAR activa la
transcripcion del VIH al menos 100 veces.

Rev esta presente en el ndcleo, nucleoclo y es un puente entre el nicleo y el citoplasma,
rev induce la transicion de la expresion de proteinas tempranas a tardias, también
actia uniéndose a RRE (elemento de respuesta a Rev, promoviendo el transporte de
ARN del nicleo al citoplasma.

1.3.3 PROTEINAS ACCESORIAS (Vpu, Vpr, Vify Nef)

Vpu (proteina viral U) es una proteina integral de membrana de VIH-1 de 16Kd con
dos funciones biol6gicas: la degradacion del CD4 en el reticulo endoplasmico y el
incremento en la liberacién de los viriones en la membrana plasmética de la célula
infectada.

Vpr (proteina viral R) proteina de 14Kd del ndcleo que promueve la localizacién
nuclear del complejo de preintegracién e inhibe la division celular

Vif (factor de infectividad viral) es una proteina basica del citoplasma, de 23Kd que
promueve la infectividad, pero no la produccion de particulas virales.

Nef es una proteina multifuncional de la membrana plasméatica y del citoplasma, de
27Kd que actia en la regulacion de los linfocitos CD4, incrementa la infectividad viral,
necesaria para el mantenimiento de la produccién de virus. En cuanto a los genes
accesorios, LTR (largas regiones terminales repetidas) son importantes regiones
regulatorias para la transcripcién inicial y poliadenilacion. (Kober B, 1998). (Fig.3 ).

10
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1.4 CICLO DE REPLICACION DEL VIH

Los eventos moleculares en el ciclo de replicacion del VIH-1, incluyen los siguientes
pasos: entrada del virus, tanscripcion reversa, integracién del ADN viral en el ADN
genémico celular, expresion de las proteinas virales, ensamblaje del virus, salida del
virion y maduracion de las proteinas de la envoltura viral.

El primer paso en el ciclo de replicacién del virus es la interaccion de las
proteinas de envoltura (env) con receptores especificos de la célula hospedera como
el receptor CD4 expresado sobre la superficie del linfocito T cooperador y otros factores
accesorios, incluyendo al complejo mayor de histocompatibilidad clase | y Il (Grassi F,
1991). Estas interacciones llevan a la fusién de las membranas celular y viral por medio
de cambios conformacionales (Kowalski M, 1987), posteriormente el core del virion es
liberado en el citoplasma como un complejo ribonucleoproteina, este complejo de
proteinas Gag , Pol y ARN viral genémico es rapidamente transportado al nicleo de la
célula hospedera donde |a transcriptasa reversa dirige la sintesis de una copia de ADN
proviral de doble cadena del genoma viral (ARN) que posteriormente se incorpora al
ADN gendémico para formar un provirus, este proceso es por medio de la integrasa. La
expresion del provirus integrado genera transcriptos de mARN que codifican las
proteinas virales estructurales y regulatorias. Posterionrmente estas proteinas son
ensambladas con el ARN viral en la superficie de la célula hospedera para generar un
virion. Debido a que salen a través de la membrana hospedera, las particulas virales
adquieren una bicapa lipidica que contiene proteinas de envoltura virales. Como paso
final del ciclo de vida del VIH, la proteasa rompe los precursores gag y gag-pol en sus
formas maduras generando viriones infecciosos. (Vincent T. 1997). (Fig.4 ).

12
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1.5 CARACTERISTICAS DE LA gp120 DEL VIH

El viribn maduro del HIV es un particula icosaédrica con un didmetro aproximado a los
110 nm. La envoliura externa tiene 76 picos formados por dimeros o trimeros de
complejos de gp 160. Las proteinas de la envoltura del HIV son codificadas por el gene
env, el cual contiene regiones conservadas, variables e hipervariables. El gene env
codifica un polipéptido de 88 kd con un residuo de 21 cisteinas, la cual a través de
enlaces disulfuro juega un papel esencial en la determinacion de la conformacién tri
dimensional de las proteinas de la envoltura externa. La caracterizacién bioquimica de
la gp120 muestra que 18 cisteinas son utilizadas para formar 9 enlaces disulfuro como
se representa en la figura 5. Ademas, hay 16 sitios de glicosilacion asociados a ésta
molécula. El polipéptido de la envoltura es procesada siguiendo la traduccion,
empezando en el reticulo endoplasmico donde ia molécula precursora es dividida hacia
un sitio endoproteolitico dando lugar a la gp160. La division de esta proteina es
requerida para la infectividad del VIH.

gpil

sp120
« T
TR @ & O

Fig 5. Glicoproteinas de la envoltura del VIH. Las regiones en negro y blanco son
las regiones variables y conservadas.

La transferencia del precursor de los sitios asociados a la glicosilacién en el polipéptido
naciente también ocurre en el reticulo endoplasmico. Subsecuentemente el complejo
de oligosacéaridos son generados en una ruta de “adomo” donde la glicosidasa | y
actGan para remover los residuos de glucosa. En el aparato de Golgi, la manosidasa |
remueve 4 residuos de manosa, seguido por la adicién de n-acetilglucosamina y se
remueven residuos de manosa por la manosidasa |l. Estudios bioquimicos recientes
han demostrado que los sitios de glicosilacién son utilizados, con 15 complejos y 9
residuos altos de manosa en gp120. El entendimiento de las modificaciones post-
traduccionales de las glicoproteinas de la envoltura ha dejado varias oportunidades
terapéuticas para SIDA. Por ejemplo, la desglicosilacion completa de la gp120 decrece
su capacidad de unirse al receptor de la célula hospedera. En efecto, la inhibicion de la

manosidasa | en el aparato de Golgi por 1- desoximanoyimiricina decrece la infectividad
14
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del HIV in vitro, los residuos de manosa sugieren que son importantes para la

infectividad. La secuencia de la glicoproteina es:

TEKLWVTVYYGVPVWKEATTTLFCASDAKAYDTEVHNVWA THACVPTDPN
PQEVVLVNVTENFNMWKNDM VEQMHEDIIS LWDQSLKPCV
KLTPLCVSLKCTDLGNATNTNSSNTNSSSG EMMMEKGEIK NCSFNISTSI
RGKVQKEYAFFYKLDIIPID NDTTSYTLTS CNTSVITQAC PKVSFEPIPI HYCAPAGFAI
LKCNNKTFNG TGPCTNVSTV QCTHGIRPVV STQLLLNGS AEEEVVIRSA
NFTDNAKTII VQLNQSVEIN CTRPNNNTRK SIRIQRGPGR AFVTIGKIGN
MRQAHCNISR AKWNATLKQI ASKLREQFGN NKTIIFKQSS GGDPEIVTHS
FNCGGEFFYC NSTQ FNSTW FNSTWSTEGS NNTEGSDTIT LPCRIKQFIN
MWQEVGKAMY APPISGQIRC SSNITGLLLT RDGGNNNNGS
EIFRPGGGDMRDNWRSELYK YKVVKIEPLG VAPTKAKRRV VQREKR
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Fig 6. Asociacion e Interaccion de la gp120/gp41 con CD4.
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La gp120 nombrada asf por su peso molecular, el niicleo de la proteina contiene loops
V1, V2 y V3; que estan relacionados con la interaccion de la proteina con receptores
del CD4 y citocinas. En la figura 7 muestra un diagrama del nicleo de la gp120. El
dominio interior (rojo) y el externo ( amarillo), y la bridging sheet (azul). El dominio
interior es creado por la interaccion con la gp41, el dominio exterior, la cual es
totalmente variable y altamente glicosilada; es creado por estar expuesto en el trimero
de glicoproteinas de la envoltura. El lado “proximal® del nicleo de la proteina la cual
incluye la N-terminal, es creado para residir cerca de la membrana viral. El lado “distal”
de gp120 se cree qu es la cara del objetivo de la membrana celular después de que
ocurre la unién al CD4.(Fig.6). EI N y C terminal, las estructuras relacionadas con

algunas asas variables y algunos de los elementos estrcuturales secundarios son
marcados.

Proximal —

-—Distal

Fig 7. Nucleo de la gp120 ; dominio intemo (rojo), dominio exterior (amarillo), puente de
unién (azul).

17
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\ ;'f" N-linked

Fig 8. Imagen que muestra los residuos de asparagina (incluyendo cadenas laterales)
modificadas por N glicosilacién en azul. Se cree que la concentracion de glicosilacion
en la superficie de la gp120 es la cara externa en los vértices de la glicoproteina de la
envoltura.

Una parte importante de la estructura de la gp120 es la localizacién de algunos

epitopes conservados importantes para la neutralizacion de anticuerpos en la gp120 (
Tabla No. 2)

18
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Tabla 2. Epitopes Conservados para la Neutralizacion de Anticuerpos en el Nucleo de

la gp120

Sitio de uni6n al F105
CD4 (CD4BS) « - 15e
12%

- 1125h

448D

39.3

lgG1§.12
- 83D

Asn88(13),
Asp113(50),
Lys117(25)
Ser256(75)
Thr257(75)

Ala266(13)

iAspsea@oqg
 Gwaro(ion)
sue T¥'334L3) i
 Lys421(s0)

Trp427(25)
Asp457(13)
Pro470(25)
Asp474(13)
Met475(13)
Asp477(63)
Asp/Leu/Tyr
482/483/484
(25)

Interferencia con Los anticuerpos
la unién gp120- CD4BS compiten
CD4 con anticuerpos
en contra de
epitopes CD4-i
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1.6 PAPEL DE LA gp120 EN PATOGENESIS

La gp120 se une al CD4 expresado en linfocitos T, macrofagos y células
dendriticas. Infeccibn a macréfagos/monocitos. También expresan CD4. Pocos
monocitos infectados se encontraran en circulacion son relativamente resistentes a los
efectos del VIH. Funcionan como reservorios del virus en tejidos especificos. Pueden
infectar células T a través de una unidén célula-célula. Los antigenos de VIH estan
presentes a través de la red de células dencriticas, |a cual funciona también como
resevorio del virus. Hay niveles altos significativos de expresién del VIH en el tejido
linfatico, la replicacién en el tejido linfatico durante todas las etapas de la enfermedad,
atn cuando el virus no es detectable en células mononucleares en sangre periférica
(PBMCs).

El praceso de infeccién empieza cuando la gp120 se une al pricipal receptor de

la célula que es el CD4. Esto induce un cambio conformacional con la proteina inducida
por la interaccion de la gp120 con los recpetores de quimiocinas CCR5 o CXCR4. Este
cambio expone a la gp41 pemmitiendo que se inicie la fusion de las membranas. El
material genético contenido en un nucleo proteico es liberado dentro de la célula
huésped. Ocurre una desnudez parcial del nlcleo viral para exponer el RNA viral.
Una vez en el citoplasma, la conversion del RNA viral entra en la doble cadena de DNA
y comienza la actividad de la transcriptasa reversa. La transcriptasa reversa sintetiza
una doble cadena de DNA copia de una cadena sencilla de RNA viral generando un
provirus. El DNA viral migra y entra al nicleo de la célula huésped (proceso facilitado
por las proteinas vpr y MA) y se integra al genoma celular con la ayuda de la integrasa.
El provirus permanece latente o inactivo, generando productos para las nuevas
generaciones de viriones. Dentro del nicleo, la RNA polimerasa |l transcribe el DNA
viral a RNAm. El RNAm viral deja el nlcleo. La transcripcién del RNAm resulta en la
sintesis de tres polipéptidos: env, gag p55 y p160.

Las proteinas de la envoltura (gp160) pasan a través del reticulo endoplasmico y
aparato de golgi para ser procesadas la gp120 y gp41. Durante el movimiento a través
del aparato de golgi, ocurre la glicosilacion de la gp120. La gag se asocia con la
superficie de la membrana plasmatica intema e interactua con la gp41. El virus sale de
la célula, adquiere una capa lipidica, llevando la gp120 y gp41. El virus es secretado en
el espacio extracelular en estado inmaduro. Durante la gemacion de las nuevas
particulas virales de la membrana de la célula huésped, la proteinasa en p160 empieza
a activarse, resultando en el ensamblaje de p160 y p56 dentro de varias subunidades y
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generando asl VIH maduros. Este proceso de p160y p56 por la proteinasa es esencial

para la generaci6n de virus infecciosos.

1.7 PRINCIPALES ANTIGENOS DEL VIH

Los principales inmundgenos del virus de la inmunodeficiencia humana son:

1.7.1 GLICOPROTEINAS DE LA ENVOLTURA DEL VIRION (ENV)

Principalmente las proteinas virales de envoltura gp120, su loop V3 o la gp 160 han
sido mas cominmente utilizadas como inmunégencs en las primeras vacunas
experimentales contra el VIH-1. Se consideran importantes por el hecho de contener
varios epitopes funcionales de células T y B, incluyendo al menos cinco dominios
neutralizantes y otros para actividad CTL o de citotoxicidad mediada por células pero
dependiente de anticuerpos (ADCC). Las glicoproteinas de envoltura también pueden
contener epitopes potencialmente indeseables, tales como el supresor de células T, en
la gp41, reconocido por las personas infactadas.

1.7.2 PROTEINAS INTERNAS DEL VIRION

Otros inmundgenos son los productos del gen gag, los cuales contienen secuencias de
aminoacidos altamente conservadas o de poquisima variabilidad, también contienen
epitopes reconocidos por Th y CTLs. Los epitopes para CTL estan también localizados
dentro de dominios relativamente conservados en otros productos de genes del VIH-1,
tales como aquellos codificados por los genes nef y el de la polimerasa pol. Cerca de
70 al 85% de las personas infectadas con el VIH-1 presentan anticuerpos anti-proteina
nef, pero no se conoce el papel de ellos en el control de la infeccion.

1.8 RESPUESTA INMUNE CONTRA EL VIH

La respuesta temprana al VIH es similar a la respuesta frente a ofros virus, siendo
eficaz para destruir virus presentes en la sangre, sin embargo es evidente que la
respuesta es incapaz de erradicar los virus Yy la infeccién termina superando al sistema
inmunitario. En parte esto se debe a que las células necesarias para montar la
respuesta inmune son destruidas o inaclivadas por el virus. Ademas el virus muestra
una gran variabilidad genética, produciendo variaciones antigénicas que lieva a (a
evasion del sistema inmune del huésped.
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1.8.1 RESPUESTA INMUNE HUMORAL

Se han observado respuestas especificas humorales y celulares para productos
génicos virales en pacientes infectados por VIH. La mayoria de las moléculas
inmunogénicas del VIH parecen ser glicoproteinas de su envoltura, encontrandose
titulos elevados de anticuerpos anti-gp120 y anti-gp41 en la mayoria de los individuos
infectados. Otros anticuerpos encontrados con frecuencia en suero de los pacientes
son anticuerpos contra p24, transcriptasa inversa, y productos de gag y pol. (Abul K.
ABBAS 1999). También se han encontrado anticuerpos contra la region V3 de la gp
120 y se ha posiulado que estos anticuerpos inhiben la infeccion del VIH
(neutralizantes) por medio de la prevencién de la maduracién de la gp 120, previniendo
un cambio conformacional en la gp 120 que es necesario para la entrada del virus a la
célula hospedera o para su fusion a ella, sin embargo estos anticuerpos anti-V3 son
especificos de cepas de virus por ser una region variable. Sin embargo en general, los
niveles de anticuerpos de todas las proteinas disminuyen a medida que la infeccién
VIH progresa a SIDA. {Vincent T 1997).

1.8.2 RESPUESTA INMUNE CELULAR

La respuesta inmune celular es esencial para el control de la infeccién viral. Las
células T CD4 (cooperadoras) son requeridas para la produccién de anticuerpos por las
células B, se han identificado respuesta de Células T cooperadoras, células
citotoxicas (CTL) restringidas al complejo mayor de histocompatibilidad Il contra varias
proteinas del virus, incluyendo env, gag y pol, para CTL restringidos a MHC | se han
encontrado contra gag, env, nef y pol. Los CTL juegan un papel importante en la
inmunopatogénesis de la infeccion del VIH por su contribucion a la deplecién de
células presentadoras de antigeno infectadas con VIH, pero a medida que la infeccion
progresa el numero de CTL disminuye.

Por ofro lado las células NK que son capaces de matar células a través del
fenbmeno de citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC), ya que no esta
restringida a MHC, es potencialmente importante, ya que puede eliminar células
infectadas con virus. (Vincen T, 1997)

1.9 VACUNAS CONTRA EL VIH

Debido a la severidad del SIDA y que cientos de personas continGan siendo infectadas
con VIH cada dia, es urgente el desarmrollo de una vacuna efectiva contra el virus,
siendo las investigaciones cientificas importantes para obtener una medida profilactica
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o curativa para dicha enfermedad. Recientemente se estan evaluando mas de 60
candidatos de vacunas en fase clinica 1 y han comenzado las primeras vacunas en
fase clinica |ll en humanos. Sin embargo a la fecha no se tiene a |la mano una vacuna
efectiva. Para que una vacuna sea efectiva debe de ser segura, inmunogénica y
estable, causando una fuerte y medible respuesta inmune.

El principal problema para el desarrollo de una vacuna es la capacidad del VIH para
evadir la respuesta inmune, por medio de algunas proteinas virales como Nef, Tat y
Vpu que han sido involucradas en la evasién del sistema inmune por medio de la
regulacion de la expresion de linfocitos CD4 y/o expresiéon de moléculas de MHC |, asi
como la sobre regulacién del ligando FAS, especificamente las proteinas Nef y Tat
sobre regulan factores celulares , incluyendo co-receptores, inhiben la transcripcion de
MHC clase | y promueve la apoptosis, Vpu sobre regula la expresiéon de CD4 y de
MHC | por medio de la perdida de nuevas cadenas alfa MHC clase | sintetizadas
endégenamente.

Por lo tanto es de gran importancia, la seleccién y purificacién de un antigeno

apropiado para estimular la respuesta inmune y la selecciobn de un adyuvante
apropiado (Understanding Vaccines. 1998).
Las vacunas propuestas para el virus de la inmunodeficiencia humana, pueden ser
divididas ampliamente en cuatro categorias de acuerdo al método de produccion:
peptidos sintéticos o subunidades peptidicas, vectores recombinantes vivos, vacunas
atenuadas vivas, particulas completas inactivadas y vacunas de DNA (The Jordan
Report. 1998).

1.9.1 VACUNAS DE PROTEINAS Y SUBUNIDADES PEPTIDICAS

Actualmente, los principales candidatos para el desamollo de una vacuna son los
productos génicos que codifican para las proteinas de envoltura viral, otros que
también se utilizan son los productos de los genes gag, pol, 0 ambos. Estas vacunas
constan de pequefias proteinas o porciones de peptidos del virus patogénico. Pueden
ser hechas por ingenierfa genética con bacterias, levaduras, o células de mamiferos
para producir dichas subunidades antigénicas.

Las proteinas de envoltura del VIH son el blanco mas importante ya que son el sitio de
union a la célula y permiten la entrada viral, generalmente se utiliza la proteina gp 120
o gp160 producida en bacterias, levaduras o células de mamiferos.
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Las subunidades peptidicas, pueden ser producidos por sintesis quimica y estos
incluyen ambos epitopes de células B y de células T-¢ también pueden estar
conjugados con lipidos para estimular linfocitos citotoxicos . Actualmente estan en
evaluacién: las subunidades gp 160, gp120 , p24 y peptidos sintéticos de V3 ( sélo o
acoplado con PPD o toxina A de Pseudomonas, p24) (Achour A, 1996). Al menos 13
diferentes vacunas basadas en las proteinas de envoltura han sido evaluadas en
humanos. Todas estas vacunas inducen virtualmente anticuerpos neutralizantes
contra los virus aislados de laboratorio, pero no inducen respuesta citotoxica por los
CTL. (Klein M. 2001). Ademas que una de las principales desventajas de estas
vacunas es el costo de produccion y purificacién de la subunidad proteica.

1.9.2 VACUNAS DE VIRUS VIVOS ATENUADOS
Estas vacunas son producidas por mutaciones o deleciones hechas en los genes del
virus atenuandolo, Se estan convirtiendo en las vacunas virales mas efectivas, utilizan
virus vivos que han sido modificados o0 atenuados para producir un virus menos
virulento, induciendo ambas inmunidades, celular y humoral, generalmente requieren
solo una o dos inmunizaciones, asl la respuesta inducida por vacunas de atenuados
vivos es duradera. Debido a causas de las consideraciones de seguridad las vacunas
de VIH de atenuados vivos no han sido probadas en humanos, ya que existe la
posibilidad de que algunas vacunas puedan causar SIDA, por el revertimiento del virus
de tipo silvestre atenuado o que la infeccibn de largo termino pueda causar
enfermedades auto inmunes o enfermedades malignas.
Los estudios de las vacunas de virus vivos atenuados son dirigidas al uso de VIS en
simios. Sin embargo una de estas vacunas en altas dosis, ha causado muerte en
simios neonatos y en algunos individuos juveniles o adultos que pueden ser
susceptibles a la enfermedad de esa vacuna. Las investigaciones estan detsrminando
el mecanismo responsable para la proteccién contra VIH con vacunas de vivos
atenuados y encontrar una via segura para la administracion de estas vacunas
(Altmeyer R, 1994.Charbit A.1993. Lubeck MD, 1997. Trauger R, 1994).
1.9.3 PARTICULAS O VACUNAS COMPLETAS INACTIVADAS

Las vacunas completas inactivadas son preparadas de virus patogénicos
disponibles o capaces de replicarse, usualmente son hechas por un tratamiento
quimico. Ejemplos de este tipo de vacunas son: particulas de VIH completo inactivado,
V3: Ty-VLP ( V3 mas un producto transposon de levadura), P55 Gag, seudoviriones
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VIH-env ,gag y pol. Estas “ vacunas muertas” son potenciaimente mas seguras que
las vacunas de virus atenuados; sin embargo las vacunas muerias completas
menudo pierden la potencia en comparacion con la inmunogenicidad del virus vivo que
es larga, esto es debido al tratamiento usado para inactivar o destruir, ya que altera
importantes antigenos protectivos. Para sobrellevar algunos de estos obstaculos, se
han producido vacunas experimentales para SIDA de particulas parecidas a virus
(VLP) o * pseudoviriones® por tecnologia recombinante, expresando todos o una
porcidn de uno o mas genes estructurales de VIH o VIS para mimetizar la expresion
natural de la proteina viral. Sin embargo el pseudovirion no contiene el genoma de VIH,
asf que no puede producir progenie viral. La manufactura de estas VLP es compleja, y
dada la variabilidad genética de VIH, estas vacunas pueden necesitar incluir productos
génicos de multiples cepas de VIH.

A la fecha, las vacunas de VIH completas muertas no tienen inmunidad en chimpancés
contra la Infeccion con el virus. Sin embargo los simios fueron protegidos contra VIS al
ser inmunizados, con VIS inactivadoes, la proteccion fue debida a anticuerpos de lineas
celulares humanas xenoantigenos presentes en la preparacion de vacuna. Solo una
vacuna de SIDA experimental de VLP ha sido probada, esta contiene solo una
porcién del core, sin envoltura, por lo que es mas parecida a una subunidad gue a una
particula completa de VIH, bajos niveles de anticuerpos de unién especifica VIH y
respuesta celular de T de memoria fueron generados en los voluntarios después de
tres o cuatro inmunizaciones. Sin embargo poca actividad de células citotdxicas
especificas a la proteina gag fueron observadas (Adams SE,1987.Bamett,SW 1997.
Kingsman AJ, 1995. Klein MR, 1997).

1.9.4 VACUNAS DE VECTORES VIVOS RECOMBINANTES

Las vacunas de vectores vivos recombinantes representan una estrategia nueva
para el desarrollo de vacuna para VIH. Estas vacunas son producidas por ingenieria
genética viral 0 de genomas bacterianos para expresar los antigenos deseados de
VIH. Los vectores virales pueden ser construidos conteniendo uno o0 mas genes virales
para expresar la protelha codificada en forma nativa en las células infectadas. Estas
proteinas son entonces presentadas al sistema inmune por la misma via en que las
proteinas de una célula infectada por virus son presentadas e induciendo ambas
respuestas inmunes, celular y humoral.
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1os poxvirus (NYVAC, ALVAC, fowlpox, canarypox (Belshe R,1998) recombinantes
fueron los primeros en utilizarse en primates no humanos, principaimente se ha
utilizado al virus recombinante de vaccinia-VIH gp160 , canaryppox -VIH gp 160 y
canaryppox -VIH gp 120. Muchos de estos virus han sido seleccionados por sus
propiedades adyuvantes, tales como la expresién de citocinas pro-inflamatorias, que
pueden aumentar la presentacion antigénica y reconocimiento, estos virus inducen
anticuerpos neutralizantes anti- VIH, sin embargo su eficacia ha sido evaluada pre-
clinicamente en simios, donde se ha visto la existencia de un incremento en la
inmunidad humoral y celular, pero la proteccion fue solo temporal. Por lo que se han
buscado otras estrategias como la utilizacién de otros virus como: vaccinia (Belyakov |,
1998), influenza virus (Muster T, 1995), mengovirus, rhinovirus, virus de la estomatitis
vesicular, virus de la polio, elegido por sus caracteristicas biol6gicas inertes, la
patogenesis del virus esta bien estudiada, el virus es naturaimente transmitido por via
feco-oral y es estable a las condiciones severas del tracto gastrointestinal, segundo
estimula ambas respuestas inmunes, humoral y celular y tercero que las cepas
atenuadas de poliovirus son seguras para humanos (Morrow CD, 1994). También se
han utilizado bacterias vivas atenuadas como Salmonella, BCG (Bacilo de Calmette-
Guérin) y Listeria. (Aldovini A, 1990. Aldovini A, 1991. Burke KL, 1991. Caley IJ,
1997. Cooney EL,1991. Fleury B, 1996 ). Ambas respuestas humoral y celular han sido
demostradas con este tipo de vectores, sin embargo recientemente se ha utilizado a
bacterias comensales como  lactococcus, Lactobacillus y Streptococcus para la
expresion de genes deseados, induciendo una buena respuesta inmune humoral y
celular, con la caracteristica principal de ser seguras.

1.9.5 VACUNAS DE ADN

En la inmunizacion con ADN, el hospedero es inmunizado por la administracién directa
de genes virales; estos genes codifican para los antigenos que normalmente pueden
ser producidos por la célula infectada con el virus. Diversos experimentos de vacunas
con ADN para VIH han sido producidos y probadas en animales pequeiios y primates
no humanos. En general, los resultados de estos estudios han sido prometedores. Las
vacunas de ADN intramusculares o por un gen disparado han mostrado inducir
respuesta inmune humoral y celular. El desarrolio de nuevos sistemas de expresion con
promotores mas potentes, con genes de citoquinas inmunomodulatorias, 0 moléculas
coestimulatorias y con adjuvantes, estan siendo evaluadas. Ejemplos de estas



ItzaEloisa Luna Cruz

vacunas son: gp160+ rev ADN, gag + pol ADN, gp 120 ADN y gp 160 ADN (Bagarazzi
ML, 1997. Boyer JD,1997. Coney L, 1994. Fuller DH, 1996).

La siguiente tabla resume los candidatos a vacunas para VIH que estan siendo
evaluados.
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Tabla 3. Candidatos a Vacunas para VIH que Estan en Evaluacion .

Instifut

Candldato a vacuna Desarrollada por: Lugar Fase

Subunidades i

rgp160 MicroGeneSys USA |

rgp160 Immuno AG USA I

rgp160 Pasteur-Merieux- Francia |
Connaught

rgp160 U Libre de Bruxelles Belgica I

'rgp120 (env 2-3) Biocine USA, Suiza I

rgp120 SmithKline Beecham Reino Unido I

rgp120 Genetech/Vax Gen USA, Tailandia I,

1

rgp120 Biocine/Chiron USA, Tailandia I, 1l

B Vaccines

Peptidos

V3-MAPS, United Biomedical USA, Tailandia,China, (|

 gag-lipopeptido Australia

V3-PPD Serum and Vaccine Suiza, Israel I

conjugado _ Institut

V3-foxin-A-P.aeruginosa Serum and Vaccine Suiza I

HGP-30

Viral Technologies

USA, Reino Unido

V3, V3-p24(CLTB-36)

Pasteur-Merieux-
Connaught

Francia

Mixed env U Libre de Bruxelles Bélgica I

V3 secuencias en simple Cuba Cuba ]

peptido ) _

p24 Chiron Vaccines USA I

Particulas/Pseudoviriones

Wy.24.VLI3 British Biotechnology  [USA, Reino Unido |1

Vectores vivos

Vaccinia-rgp160 Institute Jaques Monod | Francia |

Vaccinia-rgp160 Bristol-Myers Squibb  |USA I

Vaccinia-env/gag/pol Therion Biologics USA |

Canarypox-rgp160 Pasteur-Merieux- USA, Francia [
Connaught

Canarypox-envigag/pol Pasteur-Merieux- USA |

- Connaught

Canarypox-envi/gag/proteasa | Pasteur-Merieux- USA, Francia Il

| Connaught

|ADN

Env/rev Apollon USA I

|Gag/po! Wyeth ]
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CAPITULO 2
2.1 INMUNIDAD EN LAS MUCOSAS
La superficie de la mucosa en el fracto gastrointestinal, respiratorio y urogenital
representa un érea de amplia exposicién a microorganismos. El tejido de la mucosa es
defendido por un sistema Inmune local con propiedades y funciones que en muchos
aspectos estan separados del sistema inmune sistémico (Holmgren J, 1992).

Un mayor entendimiento de los factores celulares y moleculares involucrados en
la regulacion de la inmunidad en mucosas, podria ayudar en el diseiio de una vacuna
en mucosas, que sea segura y que obtenga un efecto protectivo apropiado de la
respuesta inmune a un patégeno dado. Las ventajas de la administracion por mucosas
son: mas aceptables, no requiere un riguroso criterio aplicable para vacunas
inyectables, los problemas de almacenaje pueden ser simplificados y grandes
poblaciones de individuos pueden ser inmunizados simultaneamente sin la asistencia
de personal especializado de salubridad (Mestecky J, 1992). Por lo que una vacuna
disponible que induzca inmunidad o proteccién en mucosas e inmunidad sistémica a
patégenos son de gran interés para combatir enfermedades infecciosas (Boyaka PN,
1999). También hay una gran necesidad por desarollar estrategias para identificar
adyuvantes que despierten una mayor respuesta inmune en mucosas (Osek J, 1995.
McGhee JR, 1993).

El desarrolio de vacunas orales contra infecciones entéricas como las

causadas por Escherichia coli, Shigella y rotavirus, estan en progreso. Recientemente
una vacuna oral eficiente que induce inmunidad pro SigA intestinal contra el chlera, se
ha desarrollado, las dosis repetidas de la vacuna a menudo son requeridas para lograr
una respuesta inmune protectiva. (Holmgren J. 1999)
Sin embargo la eficiencia de induccién de una buena respuesta humoral en mucosas a
través de una vacuna oral es dependiente de las propiedades fisicoquimicas del
antigeno, el ambiente gastrointestinal, la presencia de adyuvantes, y el modo de
liberacién. El entendimiento de como estos factores interactian es critico para el
desarrollo de nuevas vacunas orales (Shalaby WS. 1995).
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2.1.1 LA MUCOSA COMO PRIMER DEFENSA

El epitelio mucoso es el sitio principal de entrada de antigenos inhalados ©
ingeridos, a pesar de consistir de una sola capa celular el epitelio intestinal debe
controlar el acceso de antigenos potenciales y patégenos; y al mismo tiempo funcionar
en la absorcién digestiva de nutrientes. El epitelio intestinal también tiene adaptaciones
protectivas especializadas que no se encuentran en otros sitios, las cuales incluyen
peptidos antimicrobianos (Defensinas) (Ayabe,T.2000), Inmuno-globulina A secretoria
(Macpherson, A.J. 2000) , mucinas y peptidos trefolies. (Podolski, D.K. 1999). La
superficie apical del enterocito, la cual da al lumen intestinal, esta situada para la
digestion final de nutrientes debido a una densa capa de microvillis absorbentes. En la
punta de estos microvillis, una capa de glicoproteinas forman el glucocalix. La
existencia de una célula epitelial especializada llamada célula M utiliza el transporte
vesicular transepitelial para llevar microbios & las células presentadoras de antigeno
(APC) en el tejido linfoide asociado al intestino ( GALT). Las células M estan
contenidas en sitios inductivos en el GALT, conocidos como placas de Peyer, las
cuales son agregaciones de foliculos linfoides encontrandose principalmente en el
ileon del intestino delgado (Nagler 2001), los antigenos son transportados de la
mucosa a los nédulos linfaticos y prasentados a las células T en los nédulos. Las
células sensibilizadas por el antigeno migran fuera del nédulo por vasos linfaticos
eferentes y entran a circulacién sistémica a través del conducto toraxico, generando asi
una respuesta inmune. (Fig. 9).

2.1.2 RESPUESTA INMUNE HUMORAL
La IgA secretoria (SigA) es la inmunoglobulina predominante en la mucosa, y los
anticuerpos IgA generados en la mucosa gastrointestinal, respiratorio o genitourinario
pueden conferir proteccion contra infecciones originadas en ese sitio. La produccion
de Inmunoglobulinas tipicamente requiere células T cooperadoras, estas células estan
divididas en dos sub-grupos funcionales sobre la base del patron de secrecién de
citocinas. En general las células Th1 producen Interferbn-y (INF- 7), el cual es
importante para la respuesta inmune mediada por células e inflamacion. Las células
Th2 secretan interleucina (IL) 4, IL-5, y IL-13, e inducen la activacién y diferenciacion
de células B. Otro factor importante es el factor de crecimiento transformante-g (TGF-8)
y su receptor tipo Il sobre las células B, el cual es vital para el cambio de clase a IgA.
En conclusion las citocinas Th2 controlan la diferenciaciéon de células B en células
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plasmaticas para la produccién e anticuerpos (Van Ginkel, F.W. 1999). El papel de la
IgA secretoria es excluir antigenos del epitelio, recientemente se ha sugerido el papel
de que la IgA utiliza el plgR para transportar activamente antigenos fuera de la
lamina propia a la superficie apical del enterocito. (Robinson J.K. 2001).

Recientes reportes muestran que la administracién pasiva de anticuerpos IgG
neutralizantes previenen la transmision del VIH en simios y en simios neonatos,
sugiriendo una estrategia clinica contra la transmision del virus por medio de la madre
al infante. (Marjorie,R. 2000). En un estudio similar se muestra la proteccién de simios
contra la fransmisién vaginal de un virus quimérico VIH-1 VIS por medio de la
administracion pasiva de anticuerpos neutralizantes. (Mascola,J.R. 2000).

2.1.3 RESPUESTA INMUNE CELULAR

El sistema inmune celular de la mucosa intestinal esta compuesto de 3 areas linfoides
principaimente,1) los LP (linfocitos de lamina propia), los cuales se encuentran por
debajo de la membrana basal, estos linfocitos son células plasmaticas secretorias de
IgA y células T efectoras de memoria. 2) el compartimiento intraepitelial, que contiene
los linfocitos intraepiteliales (IEL), localizados en la membrana basal y entre la columna
de células epiteliales y 3) Placa de Peyer (PP), nédulos linfoides embebidos en la
pared intestinal, los cuales presentan células B y centros germinales que éstan
rodeados por linfocitos T, separados de las IEL y los LP. (Fig.9). Los LP y PP contienen
grandes cantidades de células B, el resto de linfocitos T Invariablemente son
predominantemente CD4+. En contraste las IEL son predominantemente CD8+. Estas
poblaciones linfoides (IEL,LP,PP) forman un complejo interconectado que responden
inmunolégicamente en el intestino.

Los linfocitos de LP y PP continuamente recirculan en la sangre y en el sistema
linfatico, de este modo hay un cambio considerable entre los linfocitos intestinales y el
sistema linfoide periférico. Por el contrario los IEL sufren una minima recirculaciéon ,
sugiriendo que su funcién es limitada al area (Poussier,1992) .

Un aspecto interesante es que los linfocitos de lamina propia expresan
marcadores de superficie asociados con un estado activado, también se ha visto que
producen cantidades significantes de interleucina (IL)-2, IL4, IL-5, IL-10 e interfertn .
Por ofro lado se ha descubierto un grupo de progenitores de células T, a lo largo del
intestino delgado y grueso en las criptas de la lamina propia, sugiriendo que el epitelio
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intestinal puede ser (inico en su habilidad para funcionar como un importante sitio para
la maduracién extratimica de una poblacién de células T. (Suzuki,K.2000).

Estas criptas son indispensables para el desarolio independiente de timo de los
linfocitos intraepiteliales (IEL), una subpablacién de células que reside entre las células
epiteliales por encima de la base de la membrana, esta maduracién pudiera ser dada
por medio de la secrecion de lI-7 que producen los enterocitos. Otra caracteristica
importante es la expresién preferencial del homo dimero CD8cc , en las células T, en
lugar del hetero dimero CD8 a que es expresado por las células CD8+ en otros sitios,
lo cual los identifica como IEL derivados extratimicamente, sin embargo no se ha
obtenido evidencia del papel funcional de estos IELs.

Recientes estudios han mostrado que las células de memoria efectoras CD8+,
generadas como el resultado de infeccién bacteriana o viral, se acumulan en tejidos no-
linfoides, particularmente en la lamina propia, esperando el préximo reto antigénico.
(Masopust,D. 2001). Estas células son distinguidas de las células de memoria central
encontradas en érganos linfoides por la expresion tardia del receptor de quimosinas
CCR-7. Otros trabajos identifican a ofros receptores de quimosinas como TECK y
CCL25 y su ligando CCR9 como reguladores de la migracién especifica de tejido.
CCR9 esta presente virtualmente sobre todos los linfocitos CD4+ y CD8+ en el
intestino delgado, sugiriendo que estos receptores dirigen la migracion de los linfocitos
de memoria & lamina propia del intestino delgado. Por lo que la habilidad de GALT
para responder rapida y efectivamente a patégenos entéricos es aumentada porl a
acumulacion de células T efectoras de memoria en este sitio. (Papadakis, K,A.2000).

£
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Fig 9. Sistema Inmune en Mucosas.
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22 INTERACCIONES DE LAS BACTERIAS CON EL EPITELIO
GASTROINTESTINAL

Un complejo y dindmico ecosistema microbiano habita el intestino humano, una regién
especifica del intestino grueso puede contar con mas de 400 especies bacterianas
diferentes. La mucosa es s6lo la primer linea de defensa y estd en estrecha
comunicacién con el sistema Inmune sistémico. Asi, los microorganismos que
sobreviven a la interaccion inicial con las defensas locales del hospedero usualmente
activan otras defensas inmunes protectivas.

El epitelio intestinal debe ser capaz de discriminar entre flora nommal vy
patogenos entéricos. Las bacterias patbgenas poseen un proceso adaptativo
altamente especializado que les permite el acceso al epitelio intestinal y cuasar daiio,
para esto un paso necesario es la colonizacién y la adherencia a la superficie
hospedera, un ejemplo de estos son los factores de virulencia. ‘Generalmente la
adherencia de la bacteria a la superficie hospedera es necesaria para la resistencia del
flujo del contenido del fluido luminal y la peristalsis de las contracciones intestinales.
Esta adhesién se lleva a cabo por medio de una amplia variedad de glicoproteinas y
glicolipidos presentes en la célula hospedera.

Un aspecto de gran interés es que solo por sus nimeros la flora nativa interfiere

con la colonizacién de patdégenos, compitiendo por. nutrientes, sitios de colonizacion,
sitios que tienen un papel importante en la proteccion en mucosas, produciendo
componentes  antimicrobianos  naturales como lactocinas, lactacinas,
nicinas,helveticinas, curvacinas y bifidocinas, metabolizando nutrienies en acidos
grasos volatiles, y &cidos biliares modificados quimicamente que creean un ambiente
local que es infavorable para el crecimeto de patégenos entericos. (Lei Lu 2001).
Sin embargo los patdgenos tienen la habilidad para interactuar con la célula huésped y
causar dafio, esto es por medio e mecanismos especificos de cada especie, por
ejemplo algunos se adhieren a células que no son fagociticas y por medio de
receptores transmiten sefiales que pueden romper el citoesqueleto y entrar a la célula
blanco. (Fasano, A. 1998), como es el ejemplo de E. coli enteropatogénica (EPEC) la
cual se adhiere a la superficie del epitelio intestinal por la destruccién del microvilli y
rearegla la actina del citoesqueleto para formar un pedestal sobre la superficie celular
del hospedero. Tomando lo anterior en cuanta un aspecto importante en cuanto a la
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interaccion de las bacterias con el epitelio es la repuesta inmune montada contra
éstas, y como GALT puede distinguir patégenos de comensales, montando una débil
respuesta hospedera contra comensales y en respuesta a invasion microbiana, montar
una fuerte respuesta inmune. Gran parte de esto se debe a los genes de virulencia, los
cuales facilitan su colonizacién, invasién y subsecuente supervivencia intracelular. Las
bacterias patogénicas inducen una respuesta protectora del huésped por la activacién
de un sistema de reconocimiento de patrones primitivos conservado evolutivamente.
Una clase de sistema de reconocimiento de patrones moleculares asociados a
patégenos (PAMPs) fue identificado como el receptor Toll en Drosophila, su
contraparte en mamiferos son los receptores parecidos a Toll (TLRs). La senalizacion
por TLRs puede inducir la sobregulacion de moléculas co-estimulatorias que proveen
una segunda sefial para la activacién de células T. Sin embargo los elementos
estructurales microbianos esenciales que son reconocidos por los TLRs son comunes
en las bacterias comensales y on los patégenos. El por que las bacterias comensales
no activan el sistema inmune innato, posiblemente se debe a que la mayor parte de
estas bacterias no tienen acceso a las placas de Peyer, ellas permanecen atrapadas en
la capa mucosa, bloqueadas por la barrera fisica dada por las glicoproteinas y
glicolipidos (Nagler 2001).

2.3 EL PAPEL DE LA MUCOSA DEL TRACTO GASTROINTESTINAL EN LA
TRANSMISION DE VIH.

Excluyendo las infecciones adquiridas parenteralmente, virtuaimente las infecciones de
VIH son adquiridas via mucosa gastrointestinal y tracto genital. (Smith PD. 1999).
Para la mayoria de las transmisiones heterosexuales, la mucosa del tracta genital es el
sitio de entrada viral, para la fransmision vertical e infecciones resultantes por contacto
oral-genital y anal-genital, la mucosa del tracto gastrointestinal es el portal de entrada
del VIH. Durante la transmision vertical, la mucosa gastrointestinal es el sitio de
entrada del VIH como consecuencia del paso de fluido amnibtico en utero, sangre
infectada, secreciones cervicales Intrapartum y leche materna infectada postpartum.
(Newell ML. 1998). En homosexuales, la transmision por el contacto oral-genital ha
demostrado ser mas comun que por el contacto anal-genital, sugiriendo que la mucosa
del tracto gastrointestinal es el sitio mas comun de entrada del VIH. En ausencia de
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uno de los factores de entrada del virus en la mucosa como lesiones, traumas o
infecciones , las rutas propuestas para la entrada del virus a la lamina propia, rica en
células mononucieares, estan las células especializadas M del epitelio, las células
dendriticas y células epiteliales. En estudios recientes se demostré que las células M
de raton en un sistema exvivo son capaces de transportar el VIH a las células
mononucleres. (Amerongen HM. 1991). Por otro lado las células dendriticas son
altamente eficientes presentadoras de antigeno que expresan CD4 y recientes
estudios indican que las células dendriticas se unea a la glicoproteina gp 120 del VIiH
a traves de una lecitina tipo C, permitiendo la captura del VIH (sin infecci6n) para su
subsecuente presentacion a las células T y diseminacibn a organos linfoides
secundarios. {Geijtenbeek THB, 2000). Las células epiteliales son el linaje célular mas
abundante de la mucosa intestinal y del colon y son un conducto potencialmente
importante para la entrada del VIH. Un reciente estudio de la translocacién en mucosa
del VIH usando células epiteliales mostro que el VIH puede ser translocado a traves de
una delgada capa de células epiteliales por una via tmasitotica, a traves del principal
receptor expresado en estas células, el galactosil ceramida (Gal-Cer), en adicién esta
células también expresan el coreceptor para macréfagos CCR 5, utilizado por el VIH.
(Bomsel M, 1997). Veazey et al, demostrd que durante los primeros dias de la
infeccién de VIS (virus de la inmunideficiencia en simios) en macacos , los macréfagos
infectados eran raros, y que las células T infectadas eran mas las presentes en la
mucosa intestinal que en la sangre. Dado que el virus se replica mas eficientemente
en células T activadas y a la gran abundancia de ce’lulas T CD4 activaadas en la
lamina propia que en la sangre. Después de 7-14 dias de Infeccion , las células T CD4
de la mucosa colonica e intestinal son rapidamente depletadas, probablemente a
consecuencia de lisis celular y apoptosis, ocurriendo este proceso principalmente en
lamina propia. Interesantemente la aita carga viral en la mucosa intestinal esta
asociada con la atrofia del villi y mala absorcién, consistente con la enteropatia
inducida por el VIS. Deduciendo que, la lamina propia es el principal sitio de replicacién
y amplificacion del virus. Por lo que la inmundsupresién local inducida por la deplecion
de células T predispone a ia mucosa del tracto gastrointestinal a las infecciones
oportunistas, llevando a la inflamacién de la mucosa y a la liberacion de peptidos
quimioatractantes que reciutan monocitos y linfocitos, los cuales sirven como un
nuevo blanco para la perpetuacién de la replicacion local del virus. (Janoff , N E.
2001).
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CAPITULO 3

3.1 USO DE BACTERIAS COMO VEHICULOS PARA VACUNAS

El termino vacuna refiere a la preparaciéon de organismos vivos, atenuados o sus
constituyentes antigénicos, formulados para estimular la inmunidad especifica. Las
vacunas usan cepas patogénicas atenuadas que producen una infeccion leve y monta
una fuerte respuesta inmune sin los sintomas que acompafian a la infeccion con el
agente Infeccioso silvestre, como es el caso del bacilo de Calmette-Guérin (BCG)
derivado de una cepa atenuada de Mycobacterium bovis y es usado para la
prevenciéon de tuberculosis. Las vacunas de organismos vivos generalmente inducen
una fuerte y mas duradera inmunidad que las vacunas de atenuados o subunidades.
En general muchas vacunas de agentes atenuados requieren solo una dosis de
inmunizacién para crear inmunidad. En contraste, las vacunas de subunidades o
agentes muertos fienden a requerir muitiples dosis para una adecuada respuesta y
dosis regulares aumentadas para el mantenimiento de la inmunidad ( Pirofski, L 1998 ).

Una importante aspecto a considerar en el uso de vacunas con vectores vivos es
el riesgo que presenta la naturaleza del organismo, mutaciones que provoquen una
reversion y causar una enfermedad en el hospedero, a pesar de su eficacia,
sobretodo en pacientes inmunocomprometidos, donde el sistema inmune determina la
magnitud del riesgo asociado con una vacuna en particular. La posibilidad de que un
patdgeno vivo atenuado a reducir la funcién base del sistema inmune es otra
importante consideracién en pacientes inmuno-comprometidos. Tebéricamente, la
administracion de una vacuna viva puede aumentar o disminuir la inmunidad
persistente,

Actualmente se estan utilizando organismos vivos recombinantes como vacunas
para la prevencién de diversas enfermedades bacterianas y virales. Entre los virus mas
utilizados, estan: canary pox, vaccinia, adenovirus, etc. también se han empleado
bacterias entre las cuales destaca Sallmonella y Shigella , E.coli, y actualmente se han
propuesto mas como Francisiella, Cholera. El agente vivo mas utilizado es Salimonella
typhi , para prevenir la fiebre tifoidea, otro ejemplo es el virus vaccinia que fue utilizado
ampliamente para la prevencion de la viruela , y esta ha sido descontinuada con la
erradicacion de la enfermedad. Sin embargo estos organismos no dejan de representar
un riesgo, por lo cual la investigacion se ha dirigido mas hacia organismos que sean
inocuos o de poco riesgo para huésped como es el caso de las bacterias comensales
como las bacterias lacticas (Pirofski, L 1988.).
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Los vectores bacterianos presentan 6 ventajas: 1) su produccién no es cara, 2) son de
facil administracion,( Curtiss 1987, Hone 1991, (zhar 1990) 3) las cepas atenuadas son
desarrolladas para no revertir, 4) generalmente son desarolladas para su uso en
humanos y son sensibles a antibiéticos, asi que si hay una reaccién adversa es posible
el uso de antibidticos, 5) pueden ser administrados oralmente, lo que es practico y
confiable para los programas de vacunacion, 6) el tropismo de los vectores bacterianos
por células dendriticas y macréfagos en el tejido linfoide de mucosas, los dirige a esos
sitios. (Angulo, F 1995. Baddour,L.M.1989. Cano,F. 1999. Chatfield, S.N.1992.
Farber,J.M.1996. Ogra,p.L. 1980. Takeuchi,A.1967)

Los vectores se pueden dividir en dos principales categorias: los que estan
basados en patégenos atenuados como Sa/monella , Shigella , BCG y Bordetelia, etc. y
los que estan basados en bacterias comensales como lactococos , lactobacilos o
ciertas cepas de Stafilococos y Streptococos. Sin embargo dependiendo del vector
utilizado y el sitio de liberacién la calidad de la respuesta inmune varia ampliamente.
Algunos de los que han sido estudiados extensamente son:

3.1.1 PATOGENOS ATENUADOS:
Bacilo Calmette-Guerin
El BCG es una cepa de Mycobacterium bovis y ha sido utilizada como vacuna para la
tuberculosis, como vacuna es seguro en humanos y tiene una gran capacidad de
aceptar fragmentos de DNA extrafios (LugosiL. 1989), ademéas de que ambas
inmunidades humoral y celular son estimuladas (Matsumoto,S. 1998). En un
experimento reciente se demostrd que ratones inmunizados con un vector BCG , el
cual expresa el fragmento C- terminal de la proteina de superficie 1 del merozoito de
Plasmodium yoelii (MSP1) exhibia un mayor grado de inmunidad protectiva contra la
infecciébn parasitica que en otro experimento realizado con la proteina fusionada al
adyuvante RIBI o al incompleto de Freund. Sin embargo la vacuna BCG-MSP1 no
induce niveles detectables de anticuerpos especificos contra MSP1, ni células que
secreten INF-y especifico a MSP1 en los bazos de ratones inmunizados. Cuando los
ratones vacunados fueron retados con eritrocitos infectados con Plasmodium yoelii , se
observo una rapida respuesta de anticuerpos IgG especificos, por lo que estos
hallazgos sugieren que la proteccibn observada fue dependiente de las células
cooperadoras tipo 1 de memoria especificas a MSP1 (TH1). Y que el vector s capaz
de inducir inmunidad humoral contra un patégeno protozoario.
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En otro estudio de fase Il (Edeiman ,R. 1999) se muestra la inmunizacioén intradermal
de 24 adultos saludables con un vector BBCG que expresa la proteina de superficie A
de Bormelia burgdorferi (rBCG-OspA), en la cual no se detectaron anticuerpos
especificos en suero, por lo que no esta claro el porque esta vacuna fallo para inducir
la respuesta humoral al antigeno en humanos, como lo hizo en ratones, sin embargo
los resultados indican la seguridad del vector (Langermann,S. 1994).

Listeria monocytogenes:

Listeria tiene la habilidad de inducir la respuesta de células T citotdxicas (Schafer,R.
1992. Shen ,H. 1995). Schafer y cols. en un estudio generd un prototipo de un vector
con listeria que expresa el gen de la galactosidasa (B-gal) de E. coli , |a inyeccién de
ratones con esta construccion oral o intraperitonealmente induce células T citotéxicas
especificas @ p-gal capaces de lisar células tumorales que expresan g-gal. Sin
embargo el nivel de expresion de B-gal por el vector fue solo marginal.
Consecuentemente el nivel de células T citotdxicas fue bajo y requiere varias
semanas de estimulacién in vitro.

Subsecuentes estudios sugieren que el nivel de expresion del antigeno
extrafio y el lugar de expresion en el vector pueden influenciar la magnitud de la
respuesta inmune en este tipo de vectores. (Goossens,p.L.1995. lkonomidis,D. 1994).
Un aspecto importante es el encontrado en un experimento realizado con el vector de
listeria contra el virus de la coriomeningitis linfocitica, en el cual se genero una fuerte
respuesta celular contra el antigeno, por lo que puede causar un severo dafio en
mujeres embarazadas , recién nacidos e individuos inmunocomprometidos (Angulo,
F.J. 1995. Farber,J.M.1996). Recientemente se han desarrollado estrategias de
atenuacion para resolver este problema. (Dietrich,G. 1998), una estrategia es la
propuesta por Dietrich et al. que desarrollo un vector con L. monocytogenes atenuado
y con secuencias que codifican para endolisina bajo el control de un promotor
inducido, seguido por la infeccidn el promotor es activado y resulta en la expresién de
endolisina Yy lisis del vector bacteriano. Esta estrategia atenta el vector y permite la
fransferencia y expresion de un plasmido reportero en células infectadas, no se ha
reportado la inmunogenicidad de este sistema.
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Salmonella ;

El avance mas reciente es el desamollo de vectores de vacunas basados en
Salmonella (Paglia,P. 1998). Los vectores de Saimonella tienen la habilidad de inducir
una fuerte respuesta inmune celular, debido a que la bacteria permanece en el
compartimiento endosomal de las células infectadas, (Fig.10). Gentschev et al.
modificé genéticamente a Salmonella para expresar la listeriolisina O (L/o) de L.
monocytogenes, este vector mimétiza el tropismo intracelular de L. monocytogenes
aumentando la capacidad de este vector para inducir una respuesta celular ,
resultando en una mejor proteccion mediada por célula T CD8 contra Listeria , esta
estrategia fue comparada con una construccion anéloga que expresa Llo en el
citoplasma del vector y permanece unida al fagosoma (Hess,J.1996).

Darji et al. Inmunizo ratones oraimente con una sola dosis de S. lyphimurium
aro mutante portando el gen lac Z de E. coli bajo el control de un poromotor inmediato
de Citomegalovirus . Este vector dio grandes niveles de anticuerpos especificos para
B-galactosidasa, proliferacion de células T y respuesta de T citotéxicas. En el mismo
estudio, la vacunacion oral del vector de Salmonella portando el gen Lio de listeria
bajo el control de un promotor de citomegalovirus , induce la respuesta humoral y
celular contra Lo , resultando en la proteccion contra L. monocytogenss. (Darji, A..
1997).

Un reciente estudio se encontr6 que el vector de Salmonella induce proteccion
contra una linea celular de fibrosarcoma que expresan /ac Z. Los ratones vacunados
adquirieron anticuerpos séricos especificos contra B-gal y una buena respuesta de T
citotoxicos, teniendo una buena resistencia al retarlos con la linea celular de
fibrosarcoma /lacZ+. (Paglia,P.1998). También se han probado los vectores de
Salmonella que expresan la proteina gp 120 induciendo nimeros similares de células
T CD 8 especificas a HIV- 1, comparadas con las inducidas por vacunas de DNA con
gp 120 administrada intramuscularmente. (Shata M.T.,no publicado).

Shigella:

Shigella como vector tiene poca atencion por su patogenicidad, sin embargo con ia
atenuacién de esta, la ha hecho mas favorable, (Kotloff, K.L. 1996. Noriega, F.R. 1994.
Phalipon,A.1995). Shigella flexneri tiene las propiedades de: que eficientemente
escapa del endosoma Yy accesa directamente al citoplasma de la célula hospedera
(Fig.10) y es blanco natural de tejido linfoide en la mucosa del colon, por lo que induce
una respuesta inmune celular y humoral.
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A la fecha no ha sido reportado el uso de Shigella como vector para inducir
células CD 8 contra un antigeno extrafio, sin embargo Shigella atenuada de los
primeros vectores bacterianos empleados para liberar vacunas de DNA (Powell,R.J.
1996) , el desarrollo de Shigeila como vehiculo para liberar DNA plasmidico en células
hospederas fue inicialmente hecho en mutantes de 8. flexneri que son deficientes en
sintesis de pared celular (Sizemore, D.R. 1995), en este estudio la cepa mutante es
dependiente de 4cido diaminopimelico (DAP) para la replicacién, debido a la mutacién
en el gen asd (A.asd). Durante la infeccién, la cepa mutanie es deficiente de DAP y
debido a esta inhabilidad de sintetizar la pared celular, rpidamente sufre auto lisis
dentro de la célula hospedera. Sizemore y cols. demostraron la liberacién del plasmido
reportero p CMVf de /acZ para la expresion de este gen codificado en el vector en
células humanas. Bajo el control de un promotor de SV40. (Powell,R.J.1996) ,
demostrando que Shigella es capaz de liberar genes de expresion eucaribtica en
células hospederas.

Un ndmero limitado de estudios de inmunogenicidad con vacunas de DNA con
Shigella se han reportado, el primer reporte mostrd que los esplenocitos cosechados de
ratones vacunados con dos inmunizaciones intranasales de S. flexnen A.asd llevando
pCMVp-gal, muestra un aumento en anticuerpos séricos especificos para f-gal y
proliferaciéon de celulas T. (Sizemore, D.R. 1997). Estos hallazgos fueron empleados
por Fennelly et al. para liberar una vacuna de ADN que lleva una proteina de
envoltura del virus del sarampion bajo el control de un promotor inmediato de
citomegalovirus, mostrando anticuerpos séricos especificos para la proteina de
envoltura y proliferacién de células T, estos investigadores también demostraron que
los ratones desarrollaron actividad de células citotoxicas especificas para la proteina
(Fennely,G.J. 1999).
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Lisosoma
primario
Fusion con

Citoplasma
Shigella y Listeria)

Fig 10. Tropismo intracelular de vectores de BCG, Listerla monocytogenes, Salmonella y
Shigella. BCG permanece en un fagosoma temprano y previene la fusion con el lisosoma,
mientras que Salmonella promueve el desamolio de un espacio fagolisosoma después de la
fusion con el lisosoma primario, Listerla monocytogenes y Shigella, por otro lado lisan el
fagosoma y entran al citoplasma de la célula hospedera.

Bordetella pertusis

Bordetslla pertusis es un patdgeno respiratorio que da una fuerte respuesta inmune
humoral. (Tomoda,T.1990) y celular (Gearing, A,J.H.1989) en humanos. Antigenos
heterblogos han sido expresados en Bordetella pertusis usando un sistema en el cual
los filamentos de adhesion de B. Pertusis (FHA) sirven para portar los antigenos
extrafios en la superficie de la bacteria. Se ha observado un débil incremento en el
total de IgE en el fluido bronqueo alveolar (Renauld-mongénie,G. 1996.), asi como el
las citocinas inflamatorias (Rgmoué.F, 1997) bajo la administracioén oral de B. pertusis
recombinante , Las citocinas como el factor de necrosis tumoral «, interleucina 6 y
factor de crecimiento transformante B , fueron producidos en los pulmones y
desaparecieron después de una semana, sin embargo no hay que olvidar que el uso de
esta bacteria como vector requiere atenuacién, ya que el principal factor de virulencia
de este microorganismo es la toxina.

Interesantemente, la respuesta de anticuerpos contra la FHA fue
aproximadamente 5 veces mayor en ratones inmunizados con la cepa atenuada,
comparada con los ratones que fueron infectados con una cepa no atenuada. Esta
observacién indica que la atenuacién genética puede resultar en un aumento en la
inmunogenicidad. Este vector se ha utilizado recientemente para inducir inmunidad
contra Neisseria meningitidis en nifios.
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3.1.2 BACTERIAS COMENSALES:

La ventaja de estos vectores reside principalmente en que son bacterias comensales
de la mucosa intestinal y vaginal y son ampliamente utilizadas en la industria
alimenticia, como es el caso de los /aciobacillus y lactococos utilizados en la
produccion de quesos y yoghurt. El éxito de este método anuncia una nueva era en el
desarrollo de vacunas que podria producir una familia de vacunas orales en los
proximos arfios.

Streptococcus:

Streptococus gordonii fue la primera bacteria comensal utilizada descrita para inducir
una respuesta inmune sistémica y en mucosas contra antigenos liberados.
(Medaglini,D. 1995). Es un miembro de la flora normal de la cavidad oral (Frandsen,
E.V.G.1991) y en contraste a lactobacillus y a lactococcus es capaz de colonizar
afectivamente la superficie mucosa (Medaglini, D.1997), incluyendo la cavidad nasal
(Oggioni,M.R.1995). Antigenos recombinantes han sido expresados sobre la superficie
de Streptococus pyogenes por fusiones genéticas con la proteina de anclaje a pared
M6(Pozzi, G.1992). También se le ha fusionado a la proteina E7 del virus 16 de
papiloma humano , inmunizando ratones por via intranasal , obteniendo una eficiente
colonizacion (Oggioni,M.R.1995) e induciendo una buena respuesta de anticuerpos IgG
séricos especificos al antigeno. S. gordonii parece ser un vector prometedor para la
liberacién intranasal de antigenos extrafios , sin embargo hay que considerar que S.
gordonii también ha sido asociado con enfermedades , tales como caries dental
(Guggenheim,B. 1968 ) y endocarditis humana (Baddour,L.M. 1989).

Staphylococos

Los estafilococos no patogénicos como S. xylosus (Nguyen,T.N.1993) que son
bacterias comensales de la piel (Schleifer,K.H.1975) y S. camosus (Samuelson,P.
1995) han sido identificados por su habilidad de presentar protelnas heter6logas en
superficie, ademas son ampliamente utilizados en la industria de la came Yy pescado
(Schleifer,K.H.1982), S. camosus se ha utilizado como modelo para producir la
proteina albumina unida a la superficie de la bacteria, resultando en una buena
respuesta de anticuerpos especificos a dicha proteina . Sin embargo cuando la cepa
co-produjé el dominio B3 de la proteina B de fibronectina unida a S. disgalacticae la
respuesta fue iIncrementada en uno o dos ordenes de magnitud.

Interesantemente otros dominios de la proteina de fibronectina no aumentan la
respuesta inmune , sugiriendo que el dominio B3 puede prolongar la persistencia de la

4



ItzaEloisa Luna Cruz

bacteria recombinante. (Liljeqvist,S.1999). También se detectd un aumento en la
respuesta de anticuerpos a la albimina cuando la subunidad B de la toxina del colera
fue co-expreasada en la superficie de S. carmosus.(Cano,F.1999).

3.1.3 BACTERIAS ACIDO LACTICAS (BAL)

La ventaja de las bacterias lacticas como vectores para vacunas radica en que son
bacterias comensales de la flora normal en mucosas y son ampliamente utilizadas en
la industria alimenticia. Principalmente se han considerado a las del genero de
Lactobacillus conocidas por sus propiedades probibticas, inmunoadyuvantes e
inmunomodulatorias (Mercenier,A. 1999), baja inmunicidad intrinseca (Pouwels PH,
1998) y que algunas especies pueden colonizar las superficies de la mucosa (Pouwels,
P.H.1996), las cuales las hacen atractivos candidatos para propésitos de vacunacion
oral. A pesar de las caracteristicas que los definen como vectores ideales para
vacunas, su capacidad de generar una respuesta inmunogénica depende de la cepa,
del antigeno y de la via de administracion utilizados. Esto se comprobé en un estudio
con diferentes especies de Laciobacillus bajo condiciones de Inyeccidn intraperitoneal
u administracion oral de gamma globulina de pollo en diferentes modelos
experimentales con L. casel, L. plantarum, L. fermentum y L. delbrueckii, observando
altas respuestas inmunes y una significante adyuvancia para las dos primeras cepas y
una baja respuesta para las cepas restantes, siendo la respuesta incrementada cuando
se administro por via oral. (Pouwels PH 1996). Otra caracteristica analizada de las
bacterias acido lacticas es su capacidad para inducir memoria inmunolégica, esto se
demostré por la administracion oral de Lactobacillus trinitrofenilizado (TNP) por la
determinacion de anticuerpos en suero. (Gerritse K,1990). También se han obtenido
resultados muy satisfactorios con Lactococos lactis (Robinson, K. 1997), debido a que
la bacteria no coloniza la superficie de la mucosa. L. lactis esta siendo desarroliado
como un sistema de liberacién de antigenos para vacunas en mucosas, la inoculacién
en mucosas de la cepa recombinante resulta en una respuesta de anticuerpos en suero
y produccién de IgA en el sitio de la mucosa (Norton PM, 1995).

Estos vectores se han utilizado para sobre expresar proteinas heterélogas,
secretadas, intracelulares o ancladas a la pared celular {(Fig.11). Entre estas proteinas
se encuentran las de interés terapéutico, antigenos, enzimas (Straus,A. 1996),
inmunoglobulinas (Gunneriusson, E.1996), peptidos con actividad antimicrobiana,
peptidos activos biolégicamente (gelatina, proteina de pescado, proteinas de la leche),
Interiehcinas. probiéticos, etc.
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b)

Fig 11. Sistemas de Expresién de Proteinas en Bacterias Lécticas. a) Proteina
citoplasmaética, b) Proteina anclada a pared, ¢) Proteina secretada.
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Especificaments los géneros Lactobacillus y lactococcus se han utilizado como
vectores para la expresion en su superficie de antigenos derivados de Chlamydia
psittaci (Turner MS, 1999), como vectores de expresion de proteinas heterdlogas de
patégenos como el antrax , con una administracion segura (Zegers ND,1999), en la
produccion de citocinas como IL-2 o IL-6 (Steidler,L.1998), IL-10 (Steidler,L. 2000), en
la expresion de la toxina del tétanos (Grangetie, C 2000), la toxina difterica (Fromen,
RC. 1999).También se ha demostrado su funcién en el tracto gastrointestinal como
inactivador de la carcinogénesis y prevencién de dafio al ADN en colon de ratas
(Wollowski,l 1999), asi como el efecto antitumoral en cancer superficial de vejiga (Aso,
Y. 1992), y en la reduccién del riesgo de infeccién por VIH en mucosa vaginal (Van de
Wijgert, J. 1996).

Las vacunas en mucosas por vectores recombinantes son aparentemente
seguras y efectivas, debido a que inducen una buena respuesta humoral (Mercenier,A.
1999). y celular, asi como la expresion de citocinas proinflamatorias (Th1) , TNF-alfa ,
IL-1 e IL-2 (Maassen,C. 2000).

Debido a que muchos microorganismos causan importantes enfermedades en
mucosas, y con una vacunacion sistémica usualmente no sé da una buena respuesta
inmune, los vectores de bacterias lacticas son los vectores ideales para vacunas en
mucosas. (Rush Cm, 1994).
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Tabla 4 . Protefnas Heterologas Expresadas en Bacterias Lacticas

L. lactis Fragmento Cde |Proteina Intracelular con | 1997 Norton, Wells, Le
la Toxina tetanica |Inmunogenicidad Page.
Cambrigde,Reino Unido
Fragmento Cde |Proteina Intracelular con | 1997 Robinson , Wells, Le
la Inmunogenicidad y Page.
Toxina tetanica | Proteccion, Cambrigde,Reino Unido
Proteina VP8 de |Proteina de Secrecibn | 2001 Perez-Martinez,G
Rotavirus Valencia,Espafia.
Subunidad B de | Proteina intracelular 2001 Lee MH, Tabagchali
Helicobacter Pobre Inmunogenicidad |S.
pylon y Proteccién. Londres, Reino Unido
L. casei Fragmento C de |Inmunogenicidad por 1999 Maassen, C
la Anticuerpos TNO- Holanda.
Toxina tetanica
Proteina Basica |Toleancia de Linfocitos T | 1999 Maassen, C
de la Mielina TNO- Holanda.
Humana _ ) _ _
L. plantarum | Subunidad b de la | Proteina de Secreci6n 1998 Slos P,Hols P
foxina del Colera Transgene and Inst.
N ~ Pasteur, Francia _
S. gordonii  |Gp 120 del VIHy |Proteina de Expresion | 1998 DiFAbio, Pozzi, Titti.
E7 de HPV con Siena ltalia
Inmunogenicidad en
— Monos —
Subunidad B de | Proteina de Expresion | 2000 Riccl, Pozzi.
E.coli , toxina labil | con Inmunogenicidad Siena ltalia
al calor, _ _ _
Antigenos del Proteina de Expresién | 2000 Maggi, pozzi
virus del con Inmunogenicidad Siena ltalia
Sarampion _
Fragmento C de [Inmunogenicidad y 2001 Medaglini,D.
ia Proteccién por Pozzi,G.
Toxina tetanica | Anticuerpos Siena Malia.
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CAPITULO 4

4.1 EXPRESION DE PROTEINAS HETEROLOGAS EN BACTERIAS LACTICAS

Las bacterias acido lacticas (BAL) son ampliamente utilizadas en la industria
alimenticia, por su capacidad de fermentar azucares principalmente en &cido lactico,
en la produccién de alimentos fermentados como queso y yogurt. Sin embargo,
algunas BAL son explotadas como productores de enzimas (Straus,A. 1996),
antigenos heter6logos (Samuelson,P.1995), inmunoglobulinas (Gunneriusson, E.1996),
peptidos con actividad antimicrobiana, interleucinas, proteinas terapéuticas, probibticos
y como metabolitos que contribuyen a saborizantes, eic.(Piard,J. 1997).

La ausencia de una membrana externa en las bacterias Gram. positivas , las hace
particularmente atractivas para su uso en la exposicion de moléculas bioactivas por
medio de proteinas extracelulares de la bacteria. Estas proteinas de superﬁé:ie son
expresadas en la superficie celular con la funcién de unirse a tsjidos, interactuar con
un sustrato localizado en el microambiente, unirse componentes del sistema inmune
especificos, unirse a proteinas del suero y a proteinas extracelulares de matriz (ECM),
al procesamiento de protelnas, para la adquisicibn de nutrientes, agregacion
bacteriana y para la transferencia de ADN. (Piard,J. 1997).

En 1977 Myhre and Kronvall propusieron tres diferentes clases de proteinas de
superficie ancladas a membrana que tienen unién a inmunoglobulinas por medio de
receptores Fc. , esta clasificacion esta basada en la habilidad de ciertas bacterias a
unir diferentes subtipos de Ig de varias especies mamiferas. Los tipos | y Il fueron
designadas como proteina Staphylococcal A y proteina de union a receptores F¢
Staphylococcal ( Proteina M) respectivamente. El tipo Ill fue designado como proteina
de union a Fc de grupo Staphylococci del grupo C y G (proteina G).

La familia de proteinas de superficie streptococal M esta compuesta por las
proteinas Emm (Clase | y ll), Mp (FcrA) y Enn. Estas protelnas son moléculas
dimericas elongadas alfa-hélice super enrolladas que ademas de unir moléculas Ig,
también unen fibrin6geno, kininogeno, plasminégeno y albimina, también unen
factores que inhiben la deposicion de moléculas de complemento sobre la superficie
bacteriana, y poseen propiedades antifagociticas (Navarre, 1999).

La proteina M6 de Strptococcus pyogenes es la proteina de anclaje a
membrana mejor caracterizada y ha sido exitosamente utilizada para la expresion de
proteinas de fusién recombinantes en la pared celular de bacterias Gram positivas y
Gram negativas. La estructura de anciaje de la proteina M6 incluye en el extremo N-

49



ItzaEloisa Luna Cruz

terminal con actividad catalitica un grupo de dominios repetidos que pueden o no
poseer actividad (Fig.12), también tiene un motivo LPXTG seguido por 23
aminoacidos hidrof6bicos ricos en prolina y 6 o 7 residuos cargados positivamente en
el extremo C terminal.(Fischetti, V, 1996).

Recientes estudios sobre las proteinas de anclaje a la pared celular involucra un

paso inicial en el exporte de un precursor de la proteina a través de la membrana por
un mecanismo dependiente de Sec Yy que una vez franslocado , el dominio hidrofébico
y el C-terminal cargado positivamente anclan la proteina a través de interacciones
con la membrana y los fosfolipidos cargados negativamente sobre ia cara
citoplasmatica, respectivamente. La proteina de uniébn a membrana es posicionada
para permitir el procesamiento del motivo LPXTG. Una enzima sorteasa
putativamente rompe a la treonina y crea una uniébn amida con un grupo amino libre
de un peptido en la pared celular (Piard,J. 1997). (Fig.13)
El futuro desarrollo cientifico e industrial de BAL para la produccién de componentes
deseados en productos alimenticios o en el tracto gastrointestinal, es la modulacién de
la expresion de nuevos genes y la apropiada liberacion del producto génico. Para este
propésito una variedad de sistemas de expresion génica inducibles o controlados por
azucares, nisinas, dependientes de temperaturas, de pH, asi como sistemas de
proteinas blancos, y sistemas de expresion constitutiva han sido desarrollados.
(Willem, M. 1999).
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CAPITULO 5
IMPORTANCIA
La epidemia de VIH/SIDA es el problema de salud publica méas complejo en la
actualidad, y cuyo impacto se refieja en la vida social y econémica de nuestro pais. En
México, como en ofros paises, el SIDA se ha convertido en un complejo de grandes
problemas psicologicos, sociales, éticos y politicos que transcienden de un foco comuin
de un problema de la salud (Magis-Rodriguez C, 1998) .

El nimero de casos diagnosticados de SIDA en el mundo por ONUSIDA hasta el

30 de Septiombre 2000 son de 36.1 millones. En México, hasta el 30 de Septiembre del
2000 es de 50,713 (Secretaria de Salud). México ocupa 13th lugar globalmente y
tercero en America en el nimero total de casos reportados. La mayoria de los casos se
encuentran en un grupo de 25 a 44 aiios de edad. Asl el SIDA se ha convertido en la
causa No. 3 de muerte en hombre y la 6th causa de muerte en mujeres dentro de este
grupo de edad (CONASIDA). Por lo cual es urgente el desarrollo y aplicacion de una
vacuna que disminuya las tasas de morbilidad y mortalidad de esta infeccién.
Por otro lado en la actualidad virtualmente todas las infecciones por el VIH tienen como
puerta de entrada las superficies de mucosas, ya sea la mucosa genital para los casos
de transmision heterosexual, Ja mucosa gastrointestinal para los casos de transmision
vertical en el Utero o después del parto por medio de la leche matema infectada, asi
como para los casos de transmision homosexual por contacto oral-genital o anal-
genital. Por lo que es de gran importancia el desarrollo de una vacuna que induzca
inmunidad en mucosas.

Actualmente estan en desamollo diversas estrategias de vacunas, sin embargo,
ninguna de ellas ha logrado hasta el momento ser lo suficientemente efectiva para
inducir inmunidad en mucosas capaz de eliminar el virus. Por esta razbn son
necesarias nuevas altenativas para generar vacunas eficientes en la mucosa. Por otra
parte las vacunas en mucosas por vectores recombinantes son aparentemente seguras
y efectivas, siendo un componente importante para el control y prevencion de la
transmision del SIDA. Nuestro objetivo es el de modificar genéticamente bacterias que
tienen la habilidad de habitar normalmente las mucosas para utilizarlas como vectores
vivos de antigenos del VIH para inducir inmunidad humoral y celular especifica en
mucosas.
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CAPITULO 6

HIPOTESIS

La utilizacién de bacterias lacticas ( Lactococcus lactis ) como vectores de expresion
inducen inmunidad especifica contra el VIH mediante la expresion en la mucosa
gastrointestinal de la gp 120.

OBJETIVO GENERAL

Induccion de inmunidad humoral y celular especlfica contra el VIH utilizando
Lactococcus lactis como vector de expresion del antigeno gp 120 en la mucosa .

OBJETIVOS PARTICULARES
1.- Construccion del plasmido recombinante para expresar gp 120.

2.- Transformar Lactococcus lactis con el plasmido recombinante.
4.- Demostrar la expresion del antigeno viral en Lactococcus lactis.

5,. Comprobar si la proteina gp 120 es expresada en la superficie externa de
Lactococcus lactis .

6.- Determinar si las bacterias recombinantes ( Lacfococcus lactis ) inducen una
respuesta inmune humoral en mucosa.

7.- Determinar si las bacterias recombinantes (Lactococcus lactis ) inducen inmunidad
celular contra la gp 120 en la mucosa.
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CAPITULOT

MATERIAL Y METODO
7.1 CONSTRUCCION DEL PLASMIDO RECOMBINANTE.
7.1.1 DISENO DE OLIGONUCLEOTIDOS

Tomando en cuenta la secuencia de referencia HXB2R del Gene Bank para el
VIH subtipo B se disefiaron un par de oligonucleotidos para amplificar el gen que
codifica para la proteina de envoltura gp 120, a cada nucleétido se le afiadié un sitio de
reconocimiento para las enzimas Apa | y Xho | respectivamente para facilitar su
clonacién.
Oligonucleotido 1.- CCC GGG CCC ATG AGA GTG AAG GAG AAA TAT CAG
Oligonucleotido 2.- GAG CTCGAG TCT TTT TTC TCT CTG CAC CAC

7.1.2 AMPLIFICACION DEL GEN DE LA PROTEINA gp 120

Para la amplificacion del gen de la gp 120, se tomo como templado ADN del
plasmido pSFV-1, donado por el Dr. Bernard Verrier del instituto Unite Mixte CNRS-
Biomerieux (Francia), el cual fue aislado y caracterizado por digestion enzimatica con el
sitio Bam H | a ambos lados del gen de la gp 120. La reaccién en cadena de la
polimerasa se llevo acabo como se muestra en la siguiente tabla, en un volumen final
de 50 pl.
Tabla 5. Reaccién de Amplificacién del gen de la gp 120 por PCR

Reactivo GIBCO Cantidad (Volumen)
Buffer de Amplificacion 10X 5wl

MgCl 50 mM 1.54

dNTPs mix 10 mM i

Oligonucleotido1 10mM |n

Oligonucleotido 2 10mM -1

Templado 1

Taq Polimerasa Su/p 0.5l

H 20 per 39ul

Para la estandarizacion de la reacciobn de amplificacién se realiz6 un gradiente de
temperaturas de 60°C a 64°C en un Robo Cycler Gradient 40 ( Stratagene) a la
siguientes condiciones.
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Tabla 8. Condiciones para la Amplificacion del gen de la gp 120 por PCR

Temperatura °C Tiempo (minutos)
Desnaturalizacion inicial 94 2
Desnaturalizacion 94 1
Alineamiento 60-64 1
Extension 72 2
'Reperir el paso 2 35 cicios
[Extencion final 72 5

7.1.3 CLONACION EN EL VECTOR p GEM-T

El producto obtenido por PCR se corrié en un gel de agarosa al 1% en buffer
TAE 1X y tomando en cuenta la temperatura a la cual amplificaron los oligonucleotidos
, 88 corrié un segundo PCR, se corrié en gel de agarosa a las mismas condiciones y la
banda que contenia el producto amplificado se separo del resto del gel de agarosa para
su purificacién por medio del método comercial Gene-Clean |l, se cuantificé el ADN
obtenido y se realiz6 una reaccién de ligacién conteniendo 100 ng de gp120 y 50 ng del
vector pGEM-T (promega) con 5ul del buffer rapido de ligacién, en presencia de 4
unidades/pl de T4 ADN ligasa. La reaccién se incubé por toda la noche a 4°C y esta se
utilizé para la transformacion de células DHSo de Escherichia coli calcio competentes,
por medio de un choque térmico de 42 °C por un minuto y pasandolas inmediatamente
a 4°C donde se incubd por 30 minutos en presencia de 500pul de caldo LB (Luria-
Bertani: 1% de triptona, 0.5% de extracto de levadura, 1% de NACI, pH 7.0) a 37 °C.
Posteriormente 100 pl de dicha transformacioén se crecié en placas de agar LB con 100
mg/ml de ampicilina, 0.5 mM de IPTG y 80 ug /ml de X-Gal, se incubé por 24 horas y
se seleccionaron las colonias blancas que contenian el inserto de nuestro vector con el
gen gp 120. (pPGEMTgp120), dichas colonias fueron caracterizadas por medio de la
purificacién del plasmido (mini-prep), seguido de la digestion enzimatica con Apa 1 y
Xho | que liberan el inserto.
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7.1.4 SUBCLONACION DEL GEN DE LA gp 120 EN EL VECTOR PIL252:P59:emm6
(pVESS508).

Por dltimo para fa construccion de nuestros vectores recombinantes, que
expresen la proteina gp120 , se purificd el fragmento liberado por digestion Apa 1y Xho
| y se sub-clon6 en el plasmido pVES508 ( Obtenido del INRA, Francia ) generando el
plasmido p59Mgp120, el cual posee el promotor fuerte P59 de lactococcus ¥ la
secuencia que codifica para el fragmento de anclaje en pared celular de la proteina M
de Streptococcus pyogenes .

7.2 TRANSFORMACION DE Lactococcus factis
7.2.1 PREPARACION DE LAS CELULAS COMPETENTES DE L./actis.

Crecer 200 mL de la cepa de L.lactis (MG1363) la cual es una bacteria sin
plasmidos nativos y bajo nivel de proteasas en caldo M17 en presencia de 0.5M de
sacarosa y 2% de glicina e incubar a 32°C hasta alcanzar una densidad 6ptica de 0.6,
obtener el pellet por centrifugacién a 7500 rpm por 10 minutos a 4°C , resuspender el
pellet en 30 ml de buffer de lavado frio ( 0.5 M sacarosa y glicerol al 10%), centrifugar
por 10 min. a 7500 rpm a 4°C, descartar el sobrenadante y repetir el paso anterior 3
veces mas, finalmente se recupera el pellet y se resuspende en una solucion fria de
polietilenglicol 3000 al 30% con glicerol al 10%, realizar alicuotas y congelar

inmediatamente a -70 °C.

7.2.2 TRANSFORMACION DE Lactococcus Jactis POR ELECTROPORACION.

Se transformé a L. Lactis por la técnica de electroporacion en un electroporador
(Electro Square Porator ECM 830 BTX) colocando 50 pl de células competentesy 10 pl
del inserto (plasmido p59Mgp120) en una cubeta de electroporacion (Cuvettes Plus 4
mm BTX) a las siguientes condiciones, un pulsc de 2500 Volts, 200 oms, p.lenght 10
us, 25 pf. Esta preparacién se incuba en presencia de caldo M17 con 0.5 M de
sacarosa por 1 hora a 37 °C y posteriorments se crecen 100 pl de esta en agar M17 (
Bacto triptona 5gr, Bacto soytrona 5gr, came digerfda 5gr, levadura digerida 2.5gr,
acido ascorbico 0.5gr , sulfato de magnesio 2.5gr, p-glicerol fosfato-disodico. DIFCQ),
0.5 % de sacarosa y 5 pug /ml de eritromicina. Las clonas transformadas fueron
checadas por resistencia a eritromicina y por PCR en colonia para la gp120, en el cual
se pica una colonia que se cree positiva, se resuspende en 50 pl de H20 per, Se coloca

en ebullicién por 5 minutos y se toma una alicuota para realizar el PCR.
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7.3 DETECCION DE LA EXPRESION DE LA PROTEINA gp120 DEL VIH EN L.Jactls.
POR Western Blot

Para determinar si el lactococcus esta expresando la proteina gp 120, las
colonias seleccionadas anteriormente se crecieron en caldo M17 , se centrifugaron a
7500 rpm por 10 minutos y el paquete bacteriano fue resuspendido en 200 ul de buffer
de lisis SDS gel 2X para proteinas y calentado por 10 minutos a ebullicion,
posteriormente las muestras fueron cormridas en un gel de poliacrilamida al 12% y
transferido en una camara semiseca (OWL Separation Systems) a una membrana de
nitrocelulosa a 120 miliampers por una y media horas. La transferencia fue verificada
con rojo ponceau al 1% vy fue lavada con PBS al 1% hasta eliminar el exceso de
colorante, se bloqueo la membrana con leche descremada al 5% y tween al 0.5% en
PBS a temperatura ambiente por 45 minutos , posteriormente se realizaron 3 lavados
con PBS-Tween al 0.5% de 15 minutos cada uno, el anticuerpo primario 1:1000 (IgG
anti-gp120 VIH monocional de ratén, CHEMICON) fue incubado por toda la noche a
4°C , se realizaron tres lavados de PBS-Tween 0.5% y se adicioné un segundo
anticuerpo 1:2500 anti-IgG de ratén marcado con peroxidasa, se incubd por 2 horas a
temperatura ambiente, para revelar por quimioluminiscencia, se le adiciono 3 ml del
sustrato peroxidasa, luminol 1:1 (Pierce sper signal ), después de 5§ minutos se coloco
la membrana en una pelicula plastica, exponiéndola con un fim para
quimioluminiscencia Pierce por 1-5 minutos en un cassette para autoradiografia,
Revelamos el film colocandolo 1 minuto en una solucion reveladora (Kodak), se
enjuago en agua Yy se coloco por un minuto en solucidn fijadora (Kodak), volviendo a
enjuagar en agua al final del proceso.
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7.4 DETECCION DE LA EXPRESION EN LA SUPERFICIE EXTERNA DE LA
PROTEINA gp120 DEL VIH EN L.Jactis.
7.4.1 ANALISIS DE WHOLE- CELL ELISA:

Crecer la cepa de L./actis a una densidad é6ptica de 0.6, Centrifugar 10 min. a
10,000 rpm. Resuspender el pellet en 1ml de PBS, repetir el paso anterior tres veces,
cubrir la placa de ELISA con 200 ul de L./actis en PBS e incubar toda la noche a 4°C,
descartar el exceso de bacteria, lavando 3 veces con PBS-tween al 0.5%. Bloquear la
placa con 150u) de BSA al 3% en PBS-tween 0.5%, incubar 2 horas a 37°C, lavar 3
veces con PBS-tween al 0.5%, Adicionar 100 pul del anticuerpo primario (suero de
paciente positivo por PCR y ELISA para VIH), incubar 2 horas a 37°C, lavar 3 veces
con PBS-tween al .05%, adicionar 100ul del anticuerpo conjugado anti-lgG humano
peroxidasa. Incubar 1 hora a 37°C, Lavar 3 veces con PBS-tween al 0.5% y adicionar
100pl del sustrato ABTS, incubar por 5-10 minutos, adicionar solucién de paro (fluoruro
de sodio) y leer a 405 nm.

7.4.2 ANALISIS DE INMUNOFLUORESCENCIA;

Crecer la cepa de L.lactis a una densidad optica de 0.6, centrifugar 10 min. a
10,000 rpm. Resuspender el pelist en 500 u-l BSA 3% en PBS con el anticuerpo anti-
gp120 de raton (CHEMICON) 1:500. Incubar toda la noche a temperatura ambiente,
centrifugar, retirar el anticuerpo y resuspender el pellet con PBS-tween 0.5%, repetir el
paso anterior ¢inco veces. Adicionar el segundo anticuerpo conjugado anti-lgG de ratén
alexa fluor 594 en PBS-BSA 3% a una dilucién de 1:50 e incubar toda la noche a
temperatura ambiente, centrifugar y retirar el anticuerpo. Resuspender el paquete
celular con PBS-tween 0.5%. Repetir el paso anterior cinco veces, Leer a una emision
de 617 nm en un microscopio confocal laser (Olympus 1x 70).

7.5 GRUPOS EXPERIMENTALES

Se realizaron los siguientes experimentos en grupos de 3 ratones de 6-8
semanas de edad por unidad experimental:
a) Se inmunizaron ratones por via oral por medio de una sonda pediatrica con una sola
dosis de 10° Lactococcus recombinantes vivos expresando la gp 120 de VIH y con 10°
Lactococcus que no expresan la gp 120 como control,
b) Se inmunizaron ratones por via oral con tres dosis a los 0, 14 y 28 dias de 10°
Lactococcus recombinantes expresando la gp 120 del VIH y con 10° Lactococcus que

no expresan la gp 120 como control.
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7.6 OBTENCION DE MUESTRAS

Se analiz6 la respuesta inmune en los animales inmunizados con Lactococcus
recombinantes y no recombinantes obteniendo a diferentes tiempos (10, 18 y 24 dias
después de la inmunizacién con una sola dosis y a los 7 dias después de la ultima
inmunizacion para los de tres dosis) muestras de suero, haces, lavados estomacales
e intestinales, linfocitos de bazo y una muaestra de intestino para histologia. Analizando
la produccién de anticuerpos especificos contra gp 120 de VIH, la respuesta
proliferativa y posibles dafios en las mucosas.

7.6.1 HECES

Se colectaron de 12-15 pellets de heces en un tubo eppendorf, se les agreg6 1
ml de TBS-BSA1% y 1mM del inhibidor de proteasas PMSF (Fenil-Metil-Sulfonil
Fluoruro, SIGMA ). Incubar toda la noche a 4°C, mezclar rigurosamente y centrifugar 5
minutos a 10,000 rpm, recuperando el sobrenadante. Aimacenar a =70°C hasta su
uso.

7.6.2 SUERO

Se obtuvo sangre por puncién retroorbital y puncion cardiaca, se deja formar el
coagulo y se centrifuga a 2000 rpm por 5 minutos, el suero es separado y se almacena
a -70°C hasta su uso.

7.6.3 LAVADO DE MUCOSA INTESTINAL Y ESTOMACAL

En una caja petri se colocan por separado el intestino delgado y el estomago
disectados, con ayuda de unas pinzas de diseccion se realizan los lavados intra
érganos con 2 ml de TBS con 0.2 mM de PMSF, se colecta la solucion después de dos
o tres lavados y se centrifuga a 1200 rpm por 10 minutos a 4 °C. Colectar el
sobrenadante y almacenario a -4°C hasta su uso.

7.6.4 BAZO

Disectar el bazo y agregar aproximadamente 2 ml de medio de cuitivo RPMI
1640 con 2% de suero fetal bovino, realizar un corte apical y por perfusiéon obtener las
células, posteriormente cortar el bazo en pequefios pedazos y continuar la perfusion.
Colectar el medio y centrifugar a 2000 rpm por 10 minutos y resuspender el pellet en 1
ml de medio de cultivo. Realizar un a gradiente de Ficol-Hypaque 1077 (SIGMA) a una

59



JtzaEloise Luna Crug

densidad de 1.077 de 2 ml y agregar cuidadosamente la muestra, centrifugar a 2000
rpm por 10 minutos, colectando la interfase. Realizar un conteo de viabilidad celular
con azul fripan (SIGMA) para ajustar las célulasa 1 x 10%

7.6.5 HISTOLOGIA

Cortar 2 piezas de aproximadamente 0.5 cm de intestino y estomago, colocarios
en un tubo eppendorf conteniendo 1 ml de formalina 10% con NaHz PO4y Naz HPO,,
se realizaron cortes histolégicos y se tifieron con Hematoxilina y Eosina. Tambien se
obtuvieron cories de ratones inmunizados con una sola dosis de bacteria viva
recombinante para la realizacion de Inmunohistoquimica para Macréfagos y CD4.
Observar al microscopio.

7.7 INDUCCION DE INMUNIDAD HUMORAL Y CELULAR EN MUCOSAS CONTRA
VIH CON LA ADMINISTRACION ORAL DE L. factls RECOMBINANTE.
7.7.1 MEDICION DE ANTICUERPOS IgG e IgA EN LAVADO ESTOMACAL,
INTESTINAL, HECES Y SUERO CONTRA gp 120 POR ELISA
7.7.1.1 MEDICION DE ANTICUERPOS POR UN KIT COMERCIAL (VIRONOSTIKA)
Para la medicién de anticuerpos IgG e IgA especlificos contra el VIH, utilizamos
una placa comercial, la cual contienen antigeno VIH-1. Se recubri6 la placa con 200 pl
de lavado estomacal, intestinal, heces 0 suero ( 1as dos ultimas en una dilucién 1:50),
se incubo toda la noche a 4°C , posteriormente se lavo la placa tres veces con TBS-
Tween 0.5% , se adicionaron 100 ul del segundo anticuerpo anti-ratén IgG o anti IgA
(SIGMA) conjugados con fosfatasa alcalina en buffer de carbonatos a pH de 9.6,
incubar por 3 horas a 37°C, lavar tres veces con PBS-Tween 0.5% , adicionar el
sustrato pNPP 2mg /ml (para- nitrofenilfosfato SIGMA), incubar por 1 hora a 37°C y
leer en un micro lector de ELISA (BIOTEK Instruments) a 405nm.

7.7.1.2 MEDICION DE ANTICUERPOS IgG E IgA POR WHOLE-CELL ELISA

Cubrir la placa de ELISA con 200 ul de L./actis a una densidad optica de 0.6 en
" buffer de carbonatos e incubar toda la noche a 4°C, descartar el exceso de bacteria,
lavando 3 veces con PBS-tween al 0.5%. Blogquear la placa con 200ul de BSA al 3%
en PBS-tween 0.5%, incubar 2 horas a 37°C, lavar 3 veces con PBS-iween al 0.5%,
Adicionar 200 pl lavado estomacal, intestinal, heces o suero ( las dos ultimas en una

dilucién 1:50) incubar 2 horas a 37°C, lavar 3 veces con PBS-tween al 0.5%, adicionar
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100l del segundo anticuerpo anti-raton IgG o anti IgA (SIGMA) conjugados con
fosfatasa alcalina en buffer de carbonatos a pH de 9.6, incubar por 3 horas a 37°C,
lavar tres veces con PBS-Tween 0.5% , adicionar el sustrato pNPP 2mg /ml (para
nitrofenilfosfato SIGMA), incubar por 1 hora a 37°C y leer en un micro lector de ELISA
(BIOTEK Instruments) a 405nm.

7.7.2 OBTENCION DEL ANTIGENO VIH-1
7.7.2.1 PURIFICACION DEL ANTIGENO VIH-1

El antigeno VIH-1 se obtuvo de una placa comercial de ELISA (Vironostika) para el
diagnostico de VIH-1. Se recuperb el antigeno por medio de la adicion de 100 pl de
saponina al 0.1% a cada pozo, se incub6 a 4 °C toda la noche, se colect6 la solucién y se
sometio a didlisis con PBS por 48 hrs., posteriormente el antigeno es purificado con
isopropanol frio en una relacién de 2:1, se incubd por 20 minutos a 4°C y se centrifugo
por 5 min. a 10,000 r.p.m. , el pellet abtenido se lava con etanol al 100% Yy se disuslve en
PBS. Finalmente se determiné la concentracion de antigeno proteico por medio del
método para determinacion de concentracién de proteinas de Stanford.

7.7.2.2 DETECCION DEL ANTIGENOQ VIH-1 POR WESTERN BLOT

Para confirmar la presencia del antigeno VIH-1, se realizb su deteccién por medio de
western blot utilizando un anticuerpo monocional anti gp120, la técnica se llevo a cabo
como se menciona previamente en la deteccion de la gp120 en lactococcus
Posteriormente el antigeno fue probado en linfocitos de bazo de raton para determinar ,si
las concentraciones a probar de 1 y 5ug pudieran ser citotdxicas a las células, al
momento de probario como estimulante de linfocitos para los ensayos de proliferacion
celular .

7.7.3 EVALUACION DE LA RESPUESTA INMUNE CELULAR
7.7.3.1 ANALISIS DE PROLIFERACION CELULAR EN LINFOCITOS DE BAZO

Para medir [a proliferacion especifica de los linfocitos sensibilizados, se incubaron
1 x 10 ® células de bazo de los ratones inoculados con L.lactis recombinante y no
recombinante, de los diferentes tratamientos, en ausencia y en presencia de 1 pg, 5 ug
de la proteina gp 120 y 24 pug /ml de Con A (Concanavalin A, SIGMA) como
estimulador Inespecifico por 66 hrs. a 37 °C con 5% de CO2. Se les afiadié 10 ul de

timidina tritiada(Amersham Pharmacia Biotech) de una solucién stock a 100 mCi, 6 hrs.
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antes de cumplir las 72 hrs. de incubacién, para determinar el grado de proliferacion. Se
cosecharon las células de los diferentes tratamientos en un filtro con poro de 0.2um, se
deja secar el filtro y se le afiade aproximadamente 500 ul de liquido de centelleo
(Amersham Intemational). La incorporacién de timidina tritiada se analizo en un contador
de centelleo liquido marca Beckman.

7.8 ANALISIS HISTOLOGICO DE LOS EPITELIOS EN ESTOMAGO E INTESTINO
DELGADO

Para el andlisis histologico de los epitelios en estomago e intestino, se obtuvieron 2 piezas
de tejido de estomago e intestino de ratones inmunizados con una sola dosis de L. Lactis
que expresa la gp120 y L. /actis normal, los cortes fueron aproximadamente de 1cm cada
pieza y se fijaron en formalina al 10% , posteriormente se realizaron cortes histologicos
de las muestras obtenidas sobre una laminilla y se tifieron con hematoxilina y eosina,
finaimente se coloco una gota de resina y un cubreobjetos para observar al microscopio.

7.9 DETECCION DE LA EXPRESION DE CD4 Y MAC EN LA MUCOSA DEL
ESTOMAGO E INTESTINO DELGADO POR INMUNOHISTOQUIMICA

Para la deteccion de la expresion de CD4 y Mac,utilizamos un kit para
inmunohistoquimica (DAKO), utilizando la siguiente técnica: Colocamos la laminilla en xilol
| por 5 min., posteriormente en xilol 2 por 5 min, deshidratamos el tejido con OH 100% ,
80%, 70%, 50% por 4 minutos cada uno, lavar con agua, posteriormente aplicamos
antigeno retrival a 80°C por 20 minutos, enfriamos a temperatura ambiente, lavamos con
agua destilada y con buffer, colocamos el bloqueador de peroxidasa al 3% (Hz0,),
lavamos con buffer, bloqueamos con biotina por § minutos, lavamos con buffer,
adicionamos el anticuerpo primario en una dilucién de 1:200 (Anti-macrofago o Anti-CD4)
por 20 minutos, lavamos con buffer, adicionamos el anticuerpo secundario marcado con
peroxidasa por 15 minutos, lavamos con buffer , aplicamos estreptavidina por 15 minutos,
lavamos con buffer, revelamos con diaminobenzidina por 30 segundos, lavamos con agua
destilada, sumergimos la laminilla en hematoxilina por 20 segundos, lavamos con agua,
posteriormente sometimos la laminilla a los alcoholes 50%, 70%, 80%, 100%, a xilol Il y
xilol |. Finaimente colocamos una gota de resina y un cubreobjetos para observar al
microscopio.
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CAPITULO 8

RESULTADOS

Con el propésito de desarrollar una vacuna basada en bacterias lacticas
comestibles, expresando antigenos del VIH en Lactococcus lactis para inducir
inmunidad en mucosas, se construyo un plasmido recombinante, que exprese la
proteina gp 120 del VIH en la pared de L.lactis basado en la proteina M de anclaje a la
pared derivada de S. Pyogenes. L. Lactis fue transformado por electroporacién con
este plasmido recombinante y después de analizar la expresion de la proteina en la
bacteria por Westen Blot, Whole-Cell ELISA e Inmunofluorescencia , se inmunizaron
via oral 3 ratones por unidad experimental de 6 semanas de edad con 1 x 10° bacterias
recombinantes a una sola dosis y a tres dosis a los 0, 14 y 18 dias, después de la
inmunizacién se obtuvieron las muestras de heces, suero, lavado estomacal e
intestinal y linfocitos de bazo, para analizar el nivel de anticuerpos anti-IigG o anti -IgA
especificos contra la gp 120 por medio de la técnica de ELISA y para medir la
proliferacién celular en bazo, asl mismo se realizaron cortes histolégicos para
determinar la integridad de la mucosa en estomago é intestino.

8.1 CONSTRUCCION DEL PLASMIDO RECOMBINANTE
8.1.1 AMPLIFICACION DEL GEN DE LA PROTEINA gp 120 DEL VIH

Para clonar el gen de la gp 120 del VIH subtipo B, obtuvimos el plasmido pSFV-
1 donado por el Dr. Bemard Verrier ( Francia ), el cual fue aigslado por mini-prep y
caracterizado para demostrar que contiene clonado el gen de la gp120 en el sitio Bam
HI, cuando tratamos el plasmido con dicha enzima , efectivamente liber6 el fragmento
de 1447 pb que comresponde al marco de lectura completo de dicho gen (Fig.14).
Usando como templado dicho plasmido optimizamos las condiciones por medio de un
gradiente de temperaturas para amplificar por PCR dicho fragmento de 1447 pb con los
oligonucleotidos disefiados por nosotros, en base a la secuencia de dicho gen
depositado en el Gene Bank ( K0O3455,M38432). ( Fig.15).
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Plasmido pSFV-1

gp120

23130 pb—
9416 pb —
6557 pb —

4361 pb —

55756 —

Fig 14. Caracterizacién del gen de la gp 120 en el Plasmido pSFV-1. M) DNAHind III.
1-4) Digestién enzimatica del plasmido pSFV-1 con Bam H 1, para la liberacién del gen de la
proteina gp 120 de 1447 pb.
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Gen de la gp 120 HXB2R
(Gene Bank M38432)
6310 pb 7757 pb
| |
Amplificacién gp 120 -& i’-

1447 pb

Oligonucleotido 5’ CCC GGG CCC ATG AGA GTG AAG GAG AAA TAT CAG
Oligonucleotido 3° GAG CTC GAG TCT TIT TTC TCT CTG CAC CAC

1447

Fig 15. Gradiente de Temperaturas para la Amplificacién por PCR del gen
de la Proteina gp 120 del DNA del Plasmido pSFV-1.
M) 1 Kb 1-5) Temperaturas de amplificacién de 60 a 64 °C respectivamnte .
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8.1.2 CLONACION DEL GEN DE LA gp120 DEL VIH.

Posteriormente usamos el sistema pGEM-T easy para clonar el producto
de PCR de 1447 pb, dicho producto contiene los sitios Apal y Xho i en los extremos,
los cuales fueron introducidos por los oligonucleotidos al momento de la amplificacién,
Después de llevar a cabo la ligacién del fragmento de 1447 pb obtenido por PCR con
el vector T, seleccionamos un grupo de varias clonas resultantes de la transformacién y
realizamos un miniprep rapido para checar los plasmidos que contenian el inserto.
Seleccionamos 3 clonas que mostraron un plasmido de un tamafio mas grande
aproximado al peso esperado con el fragmento clonado de 1447 pb (Fig.16).
Posteriormente realizamos un mini-prep de esas colonias para caracterizar el plasmido
obtenido (Fig.17). Las clonas que contenia el gen gp 120 del VIH fueron
caracterizadas con las enzimas Apal y Xho | para terminar de demostrar la liberacién
del fragmento de 1447 pb con los sitios introducidos durante la amplificacion por PCR.
Este plasmido caracterizado fue llamado pGEMTgp120.(Fig. 18).
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4447 pb
3000 pb >

Fig 16. Clonacién de la gpl120 en el Vector pGEM-T.

Construccién del vector pPGEMTgp 120 (4447 pb) y transformacién del vector en
E. Coli DH54, seleccionando 2 clonas positivas por un prep rdpido

4447 pb

Fig 17. Purificacién del Plasmido pGEMTgp120 por Maxi-Prep.
1-4 ) ADN plasmidico obtenido
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1447 pb

L .

Fig 18. Caracterizacién del Plasmido pGEMTgp120. Liberacién del plasmido
por digestién enzimética con Apaly Xho I. M) IKb, 1 y 4 ) clonas sin inserto,
2-3) clonas positivas.

8.2 SUBCLONACION DEL GEN DE LA gp120 DEL VIH EN EL VECTOR DE
EXPRESION DE Lacfococcus lactis.

Una vez clonado el gen de la gp120 en el plasmido pGEMTgp120, el gen de la
gp120 de 1447 pb fue liberado con las enzimas de restriccién Apal y Xho | y purificado
por GENE CLEAN Il y ligado al vector pVES508 digerido con las mismas enzimas de
restriccién, el plasmido resultante fue denominado p59Mgp120, por que dicho plasmido
dirige la expresion fuerte especifica de L./actis (Fig.19 A). Las clonas resultantes de la
transformacion de L.lactis por electroporacion fueron verificadas por PCR en colonia
para determinar la presencia del gen de la gp120 en L.lactis, en varias colonias
resultantes se detecto el fragmento de 1447 pb en L./actis (Fig.19 B).
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A)

B)
M 123456789

T “ 14470b

Fig 19. Detecci6n de la gp120 en Transformantes de Lactococcus lactis por PCR en
Colonia. M) 1 Kb 1,2 5, 9 clonas positivas de L. Lactis para gp 120
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8.3 DETECCION DE LA EXPRESION DE LA PROTEINA gp120 DEL VIH EN L./actls.
POR Western Blot

Varias clonas de L./actis seleccionadas por PCR en colonia fueron crecidas hasta una
densidad optica de 0.6 y de estas células bacterianas se obtuvo la proteina total para
la realizacion de un Westem Blot. También se obtuvo proteina total de 2 cepas de
L.Jactis la MG1363 y la VE 1121 no transformadas con ningan plasmido para usarlas
como control. La presencia de la proteina gp 120 en L./actis fue checada utilizando un
anticuerpo monocional contra la gp 120 del VIH (Chemicon). El Western Blot mostré la
presencia de una sola proteina del tamafio esperado en varias clonas de L./actis , en
las lineas 3-5 y 7-9 , mientras que en las lineas 1 y2 donde s colocaron los extractos
proteicos de las cepas control de L.lactis no se detecto banda alguna (Fig.20) , es
necesario hacer notar que aparentemente la clona 1 de L./actis colocada en la linea 3
tiene un mayor nivel de expresién que las otras clonas de L./actis ( Fig.20).
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8.4 DETECCION DE LA EXPRESION EN LA SUPERFICIE EXTERNA DE LA
PROTEINA gp120 DEL VIH EN L./actis.

8.4.1 ANALISIS DE WHOLE-CELL ELISA:

De los resultados obtenidos en el ensayo de Western blot seleccionamos 3 clonas de
L. lactis recombinantes que expresan adecuadamente la gp120 , dado que un
anticuerpo comercial reconocié especificaments una Unica proteina en los extractos
de estas células , para determinar si estas clonas expresan la gp120 en la superficie
extema anclada a la pared celular de la bacteria por medio de el fragmento génico (
gene emm 6 ) de anclaje a pared celular de la proteina M presente en el vecior
p59gpM120 al que se fusiond la gp 120 4 se llevo acabo una ELISA denominada
Whole-Cell en el cual se utilizan células bacterianas vivas completas para realizar
sobre ellas una reaccion de ELISA . Para detectar la gp120 en la superficie de L.lactis
se utiliz6 suero de paciente VIH positivo por PCR y positivo para anticuerpos contra el
virus por un ELISA comercial, también se uso un suero de un individuo negativo para
VIH, como control. La clona 1 de L./actis recombinante reacciono significativamente
con el suero del paciente con VIH ( Absorbancia de 1.8), mientras que la reaccién por
este sistema de ELISA con un suero nomal tuvo una absorbancia 1.1
aproximadamente, de estos datos se deduce que la bacteria recombinante presenta
adecuadamente la gp 120 en su superficie y esta es reconocida por los anticuerpos de
un paciente con VIH generados en la infeccién natural , lo cual puede indicar que la
clona 1 de L./actis recombinante muestra en su superficie externa una gp120 con una
conformacion similar a la que muestra el virus durante el proceso de infeccién natural
(Fig.21).

El reconocimiento del suero del paciente en VIH a la bacteria sin transformar (
Llactis MG1363 ) fue significativamente menor en los niveles de absorbancia
mostrados , indicando posiblemente la presencia de anticuerpos contra la bacteria
lactica solamente (Fig.21), con respecto a las clonas 5 y 17 de L./actis recombinante ,
también mostraron los mismos datos obtenidos para clona 1 , solo que para la clona 5
estos fueron mas bajos (Fig.22 y 23 ) pero demostrando lo mismo.
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8.4.2 ANALISIS DE INMUNOFLUORESCENCIA

El Whole-Cell ELISA indico que la bacteria recombinante que expresa la gp120
detectada por Western blot probablemente tenga la gp 120 anclada en la superficie
extema dado el reconocimiento que tiene el suero de un paciente con VIH positivo
que fue siempre mayor en los niveles de absorbancia obtenidos. Sin embargo, para
tener una demostracion mas concluyente de la presencia de la gp120 en la superficie
externa de L./actis recombinante se realizd un experimento de inmunofiuorescencia
solamente en la clona 1. Los resultados obtenidos indicaron que el anticuerpo
monoclonal comercial contra la gp120 detecta dicha proteina en la superficie de la
célula bacteriana viva, como s@ mostré por la fluorescencia roja del Alexa fluor 594 en
mas del 95% de las células bacterianas, lo cual se observa al comparar las células
bacterianas presentes en la misma area bajo el campo claro y las células con tincién
roja bajo el campo fluorescents (Fig.24 y 25) . Estos datos de inmunoflucrescencia
indican de manera concluyente que la clona de L.lactis seleccionada fue modificada
genéticamente para expresar en su superficie celular externa una protsina heteréloga
, como lo es la gp 120 de VIH subtipo B. Ademés se deduce que el gene emme 6 que
contiene el fragmento de anclaje a la pared celular de la proteina M es capaz de dirigir
adecuadamente y anclar en la pared celular la gp120 en una conformacion natural de
la proteina.
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L.lactis MG 1363(1) + P59gp120+
Anti-gp120 del HIV monoclonal de raton ( CHEMICON)
+ Anti-raton-AlexaFluor594 (Molecular Probes)

Fig 24. Deteccién de la Expresién en Superficie de la Proteina gp120 del VIH en
Lactococcus lactis por Inmunofluorescencia
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8.5 INDUCCION DE INMUNIDAD HUMORAL Y CELULAR EN MUCOSAS CONTRA
VIH CON LA ADMINISTRACION ORAL DE L. Jactis RECOMBINANTE.

Para determinar si L./actis recombinante que expresa la gp 120 en superficie extema
es capaz de inducir inmunidad humoral en mucosas, se realizaron varios experimentos,
administrando por via oral con un catéter de tefién 10° bacterias vivas en una sola
dosis de L./actis recombinants y en tres dosis a los 0, 14 y 28 dias. A diferentes
tiempos ( 10, 18 y 24 dias después de la inmunizacién con una sola dosis y a los 7 dias
después de la inmunizacion para los de 3 dosis) se obtuvieron muestras de lavados de
mucosas y de suero para medir los niveles especificos de IgG e IgA monomerica contra
el VIH usando 2 sistemas de ELISA, uno comercial y otro desarrollado usando como
antigeno la bacteria recombinante.

8.5.1 MEDICION DE ANTICUERPOS IgG e IgA EN LAVADO ESTOMACAL,
INTESTINAL HECES Y SUERO CONTRA gp 120 POR ELISA

8.5.1.1 ANTICUERPOS EN LAVADO ESTOMACAL.:

La deteccién de IgG e IgA monomerica en los lavados estomacales a los 10, 18 y 24
dias después de la Inmunizacién indicd niveles significativamente altos de la IgG en
los dos sistemas de ELISA a los 10 dias después de la inmunizacién con respecto al
control ( promedio de una n= 3 ratones a los diferentes tiempos a los que se les
administro L./actis normal), mientras que a los otros dias los niveles de IgG e IgA
fueron bajos o iguales a los controles (Fig.26 ) De igual manera los niveles de IgG en el
lavado estomacal de ratones inmunizados con tres dosis de 10° bacterias vivas
recombinantes, indica niveles significativamente altos con respecto al control, mientras

que los niveles de IgA monomerica no son significativos con respecto al control. (Fig.
27)
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IrzaEloisa Luna Cruz

8.5.1.2 ANTICUERPOS EN LAVADO INTESTINAL:

La deteccion de IgG e IgA monomerica en los lavados intestinales con los 2 sistemas
de ELISA alos 10, 18 y 24 dias después de la inmunizacién indico también niveles
significativamente altos de la IgG a los 10 y 18 dias después de la inmunizacién con el
ELISA comercial, mientras que con el ELISA con L./actis ia IgG se encuentra elevada
solo a los 10 dlas después de la inmunizacién. Los niveles de IgA monomerica
empiezan a elevarse a los 10 dias y son significativamente altos a los 24 dias en el
analisis por el ELISA comercial, sin embargo solo son significativamente altos a los 10
dias después de inmunizacién en la ELISA con L./actis. (Fig. 28). En cuanto a los
niveles de 1gG en el lavado intestinal de ratones inmunizados con 3 dosis de bacteria
viva recombinante son significativamente altos con respecto al control, la IgA tiene
niveles muy bajos y no significativos (Fig. 29).
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ItzaEloiss Luna Crug

8.5.1.3 ANTICUERPOS EN HECES:

Para el analisis de anticuerpos en heces entre 10 y 12 pellets de heces fueron
colectados a los 10, 18 y 24 dias después de la inmunizacion, estos pellets fueron
homogeneizados en PBS conteniendo 0.1 M de PMSF como inhibidor de proteasas y
este homogeneizado fue clarificado por centrifugacién y el sobrenadante fue utilizado
en una dilucién de 1:50 en los 2 sistemas de ELISA para medir IgG e IgA monomerica.
En heces se encontr6 que solo la |gG parece tener valores significativos en los 2
sistemas de ELISA.(Fig.30 ) Sin embargo en las muestras de ratones inmunizados con
3 dosis de bacteria recombinante vivas los niveles de IgG no son significativos con
respecto al control. (Fig. 31).
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' 8.5.1.4 ANTICUERPOS EN SUERO:

La deteccion de IgG e IgA monomerica en suero indica que existen niveles
significativos de IgG a los 24 dias después de la inmunizacién en el ELISA con L.lactis,
mientras que en la ELISA comercial los niveles de IgG son aparentemente altos a los
10 dias después de la inmunizacién. La IgA esta elevada en suero a los 10 dias en el
andlisis con el ELISA comercial, mientras que en el ELISA con L./actis con gp 120 solo
se detecto niveles aparentemente altos a los 18 dias (Fig.32). Los niveles de IgG en
los lavados de inmunizacibn con 3 dosis de bacteria recombinante son
significativamente altos, con respecto a los del control, mientras los valores de IgA son
muy bajos. (Fig. 33).
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8.5.2 OBTENCION DEL ANTIGENO VIH-1

8.5.2.1 DETECCION DEL ANTIGENO VIH-1 POR Western BLOT

Después de la purificacion del antigeno VIH-1, este fue cuantificado por el método de
Stanford, en el cual se determind la concentracién de 1ug/mi, para confirmar la
présencia de dicho antigeno, se realiz6 su deteccién por corrimiento de la proteina en
gel de poliacrilamida y posteriormente se realiz6 un westem Blot utilizando un
anticuerpo monoclonal anti-gp120. Los resultados muestran el fuerte reconocimiento
del antigeno por medio del anticuerpo anti-gp120, sin embargo también se muestra el
reconocimiento de una banda de mayor tamadio (Fig. 34).

Tincion de Coomassie Quimioluminiscencia

<+gp 120»

Fig 34.- Deteccion del Antigenos VIH-1 en Geles de Poliacrilamida y Western Blot .
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8.5.3 EVALUACION DE LA RESPUESTA INMUNE CELULAR

8.5.3.1 ANALISIS DE PROLIFERACION CELULAR EN LINFOCITOS DE BAZO

Para determinar si la administracién oral de la bacteria L.lactis recombinante que
expresa la gp120 en la superficie externa induce inmunidad celular, se utiliz6 el ensayo
de proliferacion de linfocitos midiendo la incorporacién de timidina tritiada luego de la
estimulacién con antigenos del VIH. Los ensayos indican niveles de proliferacion
elevados, comparados con el control de linfocitos sin estimular, a los 10 dias después
de la inmunizacién oral con la bacteria. El estimulo con 1ug y Sug de antigeno viral
mostré un aumento significativo en la proliferacion que va de acuerdo a la dosis
utilizada, lo cual es indicativo de la especificidad de las clonas de linfocitos
estimulados por el antigeno, dado que en los linfocitos de bazo inmunizado con la
bacteria normal de L./actis no demostraron este efecto (Fig.35). Los datos obtenidos
de los ensayos de proliferacién a los dias 18 y 24 después de la inmunizacion muestran
el mismo efecto de estimulacién especifica de linfocitos con 5 pg de antigeno viral,
aunque se observa que hay un menor grado de proliferacioén, de 40,000 cpm a los 10
dias a 20,000 a los 18 dias (Fig.36 ) y 8,000 cpm a los 24 dias; o cual indica que el
numero de clonas de linfocitos sensibles ¢ especificos al antigeno viral disminuyen
considerablemente en el tiempo. (Fig.37 ). Estos datos de proliferacién a los 10, 18 y
24 dias después de la inmunizacién, en conjunto indican que la bacteria recombinante
de L./actis que expresa la gp 120 administrada por via oral es capaz de inducir la
generacion de linfocitos sensibles a la gp 120 del VIH. Indicando que la bacteria
recombinante induce inmunidad celular sistémica cuando es administrada por via oral,
probablemente a través de |la expresion del antigeno en la mucosa gastrointestinal.
Con respecto a los niveles de proliferacién en linfocitos de ratones inmunizados con 3
dosis de bacterias 1 x 10 ° vivas recombinantes, los resultados indican que no hay
diferencia significativa en los niveles de proliferacién en los linfocitos sin estimular y
los estimulados con 1 ug de antigeno del VIH. Sin embargo, cuando se estimulan los
linfocitos con 5 pg de antigeno, se observé una proliferacion elevada con respecto al
control, aunque los niveles de proliferacién son menores a los obtenidos inmunizando
con una sola dosis de 10 ® bacterias. (Fig.38).
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8.5.4 ANALISIS HISTOLOGICO DE LOS EPITELIOS EN ESTOMAGO E INTESTINO
DELGADO
Con el objetivo de determinar si L. /actis recombinante produce alteraciones
mdrfolégicas en la mucosa, que sean indicativos de posible dafio en ésta, se realizaron
cortes histolégicos de mucosa estomacal e intestinal. El analisis histoldégico de las
mucosas en el estomago a los 10, 18 y 24 dias después de la administracion oral de L.
lactis normal como control y L. /actis recombinante, indicé que no existen diferencias
histolégicas en los epitelios donde se administro la bacteria normal y recombinante. La
organizacion celular de los epitelios no mostr6 alteraciones histologicas significativas
derivadas de un proceso inflamatorio o derivada de algin dafio celular por la
administracién de grandes cantidades de bacteria a la mucosa del estomago (Fig. 39)
Por lo que respecta a la mucosa intestinal, tampoco se encontraron signos que
indicaran dafio o alteraciones a los epitelios intestinales (Fig.40).
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Control Inmunizado
( L. lactis normal) ( L. lactis gp 120)
a)
b)
c)

Fig. 39. Cortes Histol6gicos de la Mucosa del Estomago Tefiidos con Hematoxilina y
Eosina. Los tejidos fueron obtenidos alos 10 (a), 18 (b) y 24 (c) dias después dela
administracion oral de la bacteria normal y recombinante a una dosis de 10 °



Control Inmunizado
( L. lactis normal) ( L. lactis gp120)
a)
b)
&N, ).".' ‘},«}U\lh\
c)

Fig 40. Cortes Histoldogicos de la Mucosa del Intestino Delgado Tefiidos con Hematoxilina y
Eosina. Los tejidos fueron obtenidos a los 10 (a), 18 (b) y 24 (c) dias después de la
administracién oral de la bacteria normal y recombinante a una dosis de 109 .
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8.55 DETECCION DE LA EXPRESION DE CD4 Y MAC EN LA MUCOSA DEL
ESTOMAGO E INTESTINO DELGADO POR INMUNOHISTOQUIMICA.

Hemos encontrado que la administracién oral de L.Lactis que expresa la gp120 induce
inmunidad humoral y celular a nivel local y sistemico, dicha inmunidad debe ser el
resultado de la activacién de linfocitos asociados al tejido linfoide de la mucosa del
estomago e intestino.

Esta induccién de iInmunidad local debe ser acompafiada de cambios en los linfocitos
asociados a las mucosas, por esta razon realizamos la deteccion por
inmunohistoquimica de la expresion de marcadores de linfocitos T(CD4) y macréfagos
o monocitos (Mac). Se encontré un incremento significativo de Ia expresién de CD4 en
la mucosa del estomago e intestino de los ratones inmunizados con L.Lactis
recombinante a los 10 dias, mientras que en las mucosas de los ratones a los que se
les administro la L.Lactis control (normal), la expresién de CD4 fue significativamente
menor (Fig. 41 y 42). Cuando comparamos la intensidad de sefial y cantidad de celulas
que expresan la tincion especifica para CD4, observamos diferencias muy claras entre
el estomago e intestino, la mucosa intestinal mostré una mayor cantidad de celulas y
una mayor intensidad de la tincion para CD4 (Fig. 41 y42).

Este incremento selectivo en la expresidon de CD4 en la mucosa intestinal de los
ratones tratados con la bacteria recombinante, se asocia con la mayor respuesta
inmune humoral y celular obtenida a los 10 dias después de la inmunizacion.

La expresidn de Mac tambien fue significativamente mayor en la mucosa del estomago
@ intestino de los ratones tratados con la bacteria recombinante, comparado con los
que recibieron la bacteria normal (Fig. 43 y 44).

Estos datos en conjunto indican que la induccién loca! de inmunidad humoral y celular
contra la gp120 con L.Lactis recombinante se asocia a un incremento significativo en la
expresion de CD4 y Mac en las mucosas.

100



ItzaEloisa Luna Cruz

Control Inmunizado
( L. lactis normal) ( L. lactis gp120)

Fig. 41. Deteccion de la Expresién de CD4 por Inmunohistoquimica en la Mucosa del
Estomago. Los tejidos fueron obtenidos a los 10 dias después de la administracion oral
con una dosis de 10° bacterias.
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Control Inmunizado
( L. lactis normal) ( L. lactis gp120)

Fig. 42. Deteccion de la Expresién de CD4 por Inmunochistoquimica en la Mucosa
Intestinal. Los tejidos fueron obtenidos a los 10 dias después de la administracion oral
con una dosis de 10° bacterias.
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Control Inmunizado
( L. lactis normal) ( L. lactis gp120)

Fig 43. Deteccion de la Expresion de Mac por Inmunohistoquimica en la mucosa del
Estomago. Los tejidos fueron obtenidos a los 10 dias después de la administracion oral
con una dosis de 10° bacterias.
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Control Inmunizado
( L. lactis normal) ( L. lactis gp120)

Fig 44. Deteccion de la Expresion de Mac por Inmunohistoquimica en la T Mucosa
Intestinal. Los tejidos fueron obtenidos a los 10 dias después de la administraciom oral
con una dosis de 10° bacterias.
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CAPITULO 9

DISCUSIONES

El VIH (Virus de la Inmunodeficiencia Humana) es al agente causal del SIDA, el cual es un
grave problema a nivel mundial. Bn México, se tienen registrados 50,713 casos hasta el 30 de
Septiembre del 2000 (Secretaria de Salud). Debido a )a severidad de esta enfermedad es urgente
el desarrollo y aplicacién de una vacuna. Hoy en dia se han desarrollado algunos candidatos a
vacunas como proteinas recombinantes del virus, pseudoviriones, vectores recombinantes y
vacunas de ADN, sin embargo no se cuenta con una vacuna segura y efectiva, uno de los
principales problemas de estas vacunas es la induccién de inmunidad humoral y celular.
Virtualmente todas las infecciones por VIH tienen como puerta de entrada las superficies de
mucosas, la cual cuenta con propiedades y funciones diferentes que en muchos aspectos difieren
del sistema inmune sistémico, por lo anterior es necesario ¢l desamollo de vacunas que
induzcan inmunidad y proteccién en las mucosas por ser el sitio principal de entrada del virus.
Por otro lado en la actualidad hay un gan auge en el uso de bacterias acido lacticas como
vehiculos para la expresidn de proteinas heterdlogas (enzimas, interleucinas, proteinas
terapéuticas, antigenos virales y bacterianos) por ser bacterias comensales de las mucosas
intestinal y genital , ademas de ser ampliamente utilizadas en la industria alimenticia, lo cual
laas convierte en los vectores ideales para el desarrollo de vacunas,

El propésito de la presente investigacién fue desarrollar bacterias 4cido-lécticas
comestibles modificadas genéticamente para generar vacunas basadas en vectores bacterianos.
vivos, seguros ¢ inocuos capaces de inducir inmunidad humoral y celular contra el VIH en las
mucosas. Para desarrollar nuestra vacuna, se planteo el siguiente objetivo: Inducciém de
inmunidad contra VIH utilizando L. lactis como vector de expresién del antigeno gp 120 del
VIH en mucosas. Para cubrir nuestros objetivos, la estrategia experimental que se sigui6, fue
primero amplificar por PCR el gene de la gp120 del VIH-1 por medio del disefio de iniciadores
especificos. (Gene Bank KO3455), Utilizamos al ADN del plasmido pSFV], el cual fue
previamente caracterizado para demostrar que contiene clonado el gen de la gp120 en el sitio
Bam H 1 (Fig 14). El producto de la amplificacién fue purificado por el sistema Gene-Clean Il y
clonado utilizando el sistema pGEM-T en el cual después de realizar la ligacién, seleccionamos
un grupo de varias clonas resultantes de la transformaci6n y realizamos un miniprep rdpido para
checar los plasmidos que lo contenia (Fig 16 ), obteniendo 2 clonas que mostraron un plasmido
de un tamaiio mas grande del plasmido pGEM-T, el cual era aproximado al peso del plasmido
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con el fragmento clonado de 1447 pb. De estas dos clonas purificamos el ADN por mini prep y
checamos ¢l tamafio especifico del plasmido resultante, ¢l cual fue de 4447 pb, 3000 pb del
vector y 1447 del fragmento clonado (gen de la gp120. Fig 17). Esta clona que contenia el gen
gp 120 del VIH fue caracterizado con las enzimas Apa I y Xho I para demostrar la liberacién
del fragmento de 1447 pb, y a este plasmido caracterizado se le llamo pGEMTgp120. (Fig. 18)
Posteriormente el plasmido se purificd para subclonarlo en el vector de expresién
pIL1252:P59:emm6, digerido previamente con las mismas enzimas de restriccion, este vector
contiene el promotor P59 el cual es especifico para L.lactis y 1a expresién de la proteina de
anclaje M de S. Pyogenes. Este sistema ha sido ampliamente caracterizado y utilizado en la
expresién de varias proteinas en superficie (Fischetti, V. 1996). Después se transformé a L
lactis con el vector por electroporacién. Las clonas resultantes de la transformacidn de L.lactis
fueron verificadas por PCR en colonia para determinar la presencia del gen de la gpl20 en
L.lactis (Fig. 19). Teniendo la construccién deseada del vector P59gp120 en L.lactis, se llevé a
cabo el anlisis de ia expresién de la proteina recombinante gp 120 producida en L. lactis por
medio de Westemn Blot, el cual mostrd 1a presencia de una sola proteina del tamafio esperado en
varias clonas de L.lactis, mientras que en las lincag donde se colocaron los extractos proteicos
de las cepas control de L.lactis no se detecto banda alguna , por los resultados obtenidos
aparentemente una clona tiene mayor nivel de expresién que las otras clonas de L.lactis
analizadas. Lo cual nos confirma la presencia y expresién del gen de la gp 120 (Fig 20), sin
embargo no confirma si la expresion de la proteina es en la superficie externa , por medio de la
fusion a la proteina de anclaje a pared M, asi que realizamos un Whole cell ELISA, la cual
utiliza células bacterianas vivas completas para realizar sobre ellas una reaccién de ELISA,
utilizando suero de paciente VIH positivo por PCR y positivo para anticuerpos contra el virus
por un ELISA comercial, también se uso un suero de un individuo negativo para VIH, como
confrol. Log resultados obtenidos son que la clona de L.lactis recombinante reacciono
significativamente con el suero del paciente con VIH ( Absorbancia de 1.8), mientras que la
reaccién por este sistema de ELISA con un suero nmormal tuvo una absorbancia 1.1
aproximadamente, de estos datos s¢ deduce que la bacteria recombinante presenta
adecuadamente la gp 120 en su superficie y esta es reconocida por los anticuerpos de un
paciente con VIH generados en la infeccién natural , lo cual puede indicar que L.lactis
recombinante muestra en su superficie externa una gpl20 con una conformacién similar 4 la
que muestra el virus durante el proceso de infeccién natural. El reconocimiento del suero del
paciente en VIH 4 la bacteria sin transformar ( L.lactis MG1363 ) fue significativamente
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menor en los miveles de absorbancia mostrados ; indicando posiblemente la presencia de
anticuerpos contra la bacteria ldctica solamente (Fig 21). Para tener una demostracién més
concluyente de la presencia de la gpl20 en la superficie externa de L./actis recombinante se
realizé un experimento de Inmunofluorescencia, los resultados obtenidos indicaron que el
anticuerpo monoclonal comercial contra la gp120 detecta dicha proteina en la superficie de la
célula bacteriana viva , como se mostré por la fluorescencia roja del Alexa fluor en la Fig 24.
Los sitemas de whole-cell ELISA e inmunoflorescencia también hasn sido utilizados para
determinar 1a expresién de protefnas en superficie, un ejemplo es el de la proteina gp120
expresada en la superficie de E. coli.(Kwak, YD. 1999). Estos datos de inmunofluorescencia
indican de manera concluyente que la cloma de L.lactis seleccionada fue modificada
genéticamente para expresar en su superficie celular externa una proteina heterdloga , como lo
es la gp 120 de VIH subtipo B. Ademés se deduce que ¢l gene emme 6 que contiene el
fragmento de anclaje a la pared celular de la protefna M es capaz de dirigir adecuadamente y
anclar en la pared celular la gp120 en una conformacién natural de la proteina. De hecho este
sistema de anclaje es ampliamente utilizado en la expresién de proteinas heterblogas en
superficie por medio de la proteina de anclaje M de S.pyogenes, (Piard,J.C 1996), asi como ia
proteina A de S.aureus.

Teniendo la cepa de L.lactis recombinante y habiendo demostrado la expresion de la proteina de
la gp 120 en la superficie externa, el siguiente paso fue determinar si L.lactis recombinante €8
capaz de inducir inmunidad humoral en mucosas, para lo que realizamos varios experimentos, en
donde se inmunizaron 3 grupos de ratones, administrando por via oral con un catéter 10°
bacterias vivas a una sola dosis y un cuarto grupo con de ratones a tres dosis a los 0,14 y 28 dias
con 1x10° bacterias recombinantes (Dosis recomendada en otros estudios con dicha bacteria,
Locht C. 2000). Cada grupo inmunizado tenia un conirol (bacteria sin expresién de la gp 120).
Se obtuvieron las siguientes muestras de los ratones inmunizados: Bazo, Suero, Heces y lavados
estomacal e intestinal, a los 10,18 y 24 dias de inmunizacion para los grupos de una dosis y a los
7 dias de inmunizacién para los de 3 dosis, en las cuales se midieron los niveles de anticuerpos
anti-IgG y anti-IgA por ELISA usando un sistema comercial contra el VIH y utilizando la
bacteria recombinante como antigeno,los resultados obtenidos son que la IgG ¢ IgA monomerica
en los lavados estomacales a los 10, 18 y 24 dias después de la inmunizacién indicé niveles
significativamente altos de la IgG en los dos sistemas de ELISA a los 10 dias después de la
inmunizacién con respecto al control. Asi mismo los anticuerpes en lavado intestinal a los 10, 18
y 24 dias después de la inmunizacién indico también niveles significativamente altos de la IgG
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a los 10 dias después de la inmunizacién con los 2 sistemas de ELISA. Los niveles de IgA
monomerica empiezan a elevarse a los 10 dias y son significativamente altos a los 18 dias enel
andlisis por el ELISA comercial. En el caso de medicién de anticuerpos en heces se encontré
que solo la IgG parece tener valores significativos en los 2 sistemas de ELISA. La deteccién de
IgG e IgA monomerica en suero indico que existen niveles significativos de IgG , mientras que
Ia IgA esta elevada en suero a los 10 dias en el anilisis con el ELISA comercial, en el ELISA
con L.lactis con gp 120 los niveles de IgG elevados se detectaron a los 24 dias. Por lo que
deducimos que la mayor respuesta encontrada de IgG fue a los 10 diag después de la
inmunizacién, a diferencia de 1a IgA, 1a cual no se ve incrementada significativamente excepto
en lavado intestinal. En resumen encontramos que los niveles de IgG presentes en suero, heces y
mucosas {estémago, intestino delgado) fueron significativamente mas altos a los 10 dias después
de la inmunizacién con respecto a otros tiempos. Respecto a la [gA monomerica solamente
intestino y suero se detectaron niveles significativos, los méximos valores obtenidos de IgG
fueron cuando se inmunizd a los ratones con tres dosis de bacteria. A diferencia de un estudio
donde analizaron el nivel de IgG ¢ IgA en ratones inmunizados por via sasal con gpl20
oligomerica , en la cual detectaron una fuerte respuesta de IgG e IgA sistemica, sin embargo no
detectaron respuesta en lavados de mucosa vaginal, y en heces detectaron una débil respuesta de
IgA (Van Cott TC,1998). En otro estudio donde también se midio la respuesta inmune en
mucosas contra la toxina tetanica, expresada en Lactobacillus, inmunizaron ratones via nasal
con 10 ? bacterias y encontrarén que los titulos de IgG en suero eran significativos en
comparacién con los controles y que la respuesta de IgA en mucosas también representaba
valores significativos, a los 10 dias después de la inmunizacién con 2 dosis de bacteria, pero
cuando inmunizaban con una sola dosis los valores de IgA no fueron significativos. (Grangette
C 2001). Otra estrategia para la generacién de anticuerpos contra el VIH es la realizada por
Giraud y cols quienes inmunizaron ratones con RNA desnudo del vector SFV fusionado con la
proteina gp 140 del VIH, cuando cuantificarin la respuesta de IgG en suero a diferentes tiempos
de injeccién del virus (0, 10, 24, 38 y 60 dias), encontraron que los niveles de IgG aparecen en
las muestras coleccionadas después de 1a segunda dosis por el dia 24. Otro estudio que relaciona
el nivel de anticuerpos con 1a dosis es el de Bruce y cols, donde inmunizan ratones con 108 o
5x107 adenovirus recombinantes con env, ellos encuentran que los titulos de IgG en suero son
mayores en la dosis alta y con la dosis baja, los titulos son bajos. Por lo que podemos concluir
que los valores obtenidos de IgG e IgA en el presente estudio en suero y sobretodo en mucosas a
una sola dosis y en tres son significativos ¢ importantes en la proteccién contra el VIH.
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Asi mismo se analizo la respuesta de proliferacién celular al estimulo con antigenos del VIH,
para este andlisis medimos la incorporacién de timidina tritiada luego de la estimulacién con
antigenos del VIH. Los ensayos indican niveles de proliferacion elevados, comparados con el
control de linfocitos sin estimular, a los 10 dias después de la inmunizacién oral con la bacteria.
y en comparacién con otros tiempos. El estimulo con 1,8 y 5,,g de antigeno viral mostré un
aumento significativo en la proliferacién que va de acuerdo @ la dosis utilizada, lo cual es.
indicativo de la especificidad de las clonas de linfocitos estimulados por el antigeno, dado que
en los linfocitos de bazo inmunizado con la bacteriza normal de L.lactis no demostraron este
efecto.

Estos datos de proliferacién, en conjunto indican que la bacteria recombinante de L.lactis- que
expresa la gp 120 administrada por via oral es capaz de nducir la generacién de linfocitos
sensibles a la gp 120 del VIH y que disminuyen considerablemente en el tiempo. Indicando que
la bacteria recombinante induce inmunidad celular sistémica cunando es administrada por via
oral, probablemente a través de la expresién del antigeno en la mucosa gastrointestinal.

Can respecto a los niveles de proliferacién en linfocitos de ratones inmunizados con 3 dosis de
bacterias 1 x 10 9 vivas recombinantes, los resultados obtenidos aparentemente no indican
diferencia significativas, en los tratamientos, excepto en los linfocitos sensibilizados con la dosis
mayor de antigeno. Como se demostr en el experimento anterior, la respuesta de proliferacion
disminuye con el tiempo, posiblemente esa es la causa de que los valores obtenidos en ratones
inmunizados con tres dosis no sean tan elevados, sin embargo presentan el mismo
comportamiento. La induccién de proliferacién celular es un valor de gran relevancia, debido a
que los datos obtenidos son concordantes en tiempo para montar una respuesta inmune, ya que se
necesita proliferacién celular. A la fecha no bay estudios de inmunizacién en mucosas que
determinen la proliferacién celular, lo cual hace nuestro trabajo original en este aspecto.

Con el objetivo de determinar si nuestra bacteria recombinante no produce alteraciones
morfolégicas en la mucosa, que indicativos de posible dafio en ésta, se realizaron cortes
histolégicos para el anilisis morfolégico de los epitelios en estomago e intestino delgado de los
ratones inmunizados con L. lactis recombinante y L.lactis control. Los resultados indican que
aparentemente no hay ningiin dafio en la integridad de las mucosas estomacal ¢ intestinal de los
ratones inmunizados con L./actis recombinante, ni con L. Lactis control.

Una serie de estudios in vivo de la infeccién por VIS han determinado que los linfocitos
intestinales , no macréfagos son un blanco celular para la infeccién in vitro por el virus , ya que
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durante los primeros dias de la infeccién por SIV en monos, la infeccién de macrbfagos fue
muy rara, y la mayoria de las celulas T infectadas estaban presentes en la mucosa intestinal y no
en celulas T de sangre periferica. (Janoff, E 2001). Por lo que nuestros resultados son relevantes
para la proteccion de la enfermedad montando una buena respuesta inmne celular , ya que se
indujo una fuerte expresién de CD4 en mucosas del estomago e intestinal. Por otra parte los
macrofagos de las mucosas, son celulas de gran importancia ya que constituyen una linea de
defensa contra las infecciones, presentando caracteristicas que los distinguen de los monocitos en
sangre. Li Ling y cols realizaron un estudio donde demuestran que los macrofagos intestinales
reducen en mayor porcentaje la permisibilidad del VIH en comparacién con los macréfagos de
sangre periférica por lo que la prevalencia de estas células en mucosas es de gran importancia,
deacuerdo con nuestros resultados en la deteccién de mac por inmunohistoquimica obtuvimos
que la expresién de Mac se ve incrementada cuando se inmuniza con la bacteria recombinante en
comparacién con el control. Por lo que el aumento en la expresién de CD4 y Mac en mucosas
puede inducir proteccién en la infeccién por VIH por la induccién de inmunidad humoral y
celular.
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CAPITULO 10

CONCLUSIONES

1.- Se desarrollo la tecnologla para llevar a cabo la modificacién genética de bacterias
lacticas ( Lactococcus lactis ), lo cual permitirh a corto plazo llevar a cabo la
‘manipulacién de estas bacterias comestibles, para la produccion y envio de proteinas
con interés terapéutico al aparato gastrointestinal.

2.- Se desarrolio la tecnologla para anclar en pared celular proteinas heterélogas como
_antigenos (gp120) en la superficie externa de Lactfococcus lactis.

3.- Se desarrollo un sistema para inducir inmunidad humoral (IgG e IgA) en varias
mucosas del aparato gastrointestinal y sistémica en suero contra la gp120 del VIH
basado en |la generacién de L./actis recombinante.

4.- Se desarrollo un sistema de Induccion de Inmunidad celular sistémica (Proliferacién
celular especifica de antilgeno) basado en la administracion oral de L./actis
recombinante.

5.- La presente estrategia para inducir inmunidad contra el VIH basada en la
administracion oral de L./lactis recombinante puede ser optimizada para inducir
inmunidad protectora contra la infeccién por el virus y evaluar en su momento su papel
como vacuna mas efectiva y segura para el VIH.
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CAPITULO 11
PERSPECTIVAS

1.- Determinar en Intestino los niveles de CD4 y CD8 en linfocitos intraepiteliales.

2.- Determinar Citocinas por RT-PCR en los linfocitos Intraepiteliales.

3.- Determinar niveles de citocinas en lavados de Mucosas Gastrointestinal y Vaginal.

4.- determinar niveles de anticuerpos especificos en lavados de mucosa vaginal.

5.-Determinar niveles de Linfocitos CD8 productores de INF-gamma especificos para
VIH por Spot- ELISA.

6.- Determinar la Induccién de CTL especificos contra VIH en linfocitos Intraepiteliales y
de Lamina Propia.

7.- Determinar la Induccién de CTL especificos contra VIH en linfocitos Intraepiteliales
Vaginales.
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