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ItzaEloisa Luna Cruz

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
externa 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 demostracién mas concluyente de la presencia de la gp120 en la superficie
externa de L.Jactis recombinante se realizd un experimento de inmunofiuorescencia
solamente en la clona 1. Los resuitados 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 594 en
mas del 95% de las células bacterianas, |0 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 fluorescente (Fig.24 y 25) . Estos datos de inmunofluorescencia
indican de manera concluyente que la clona de L./actis seleccionada fue modificada
genéticamente para expresar en su superficie celular externa una protelna heterbloga
, 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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IrzaEloisa Luna Cruz

L.lactis MG 1363(1) + P59gp120+
Anti-gp120 del HIV monoclonal de raton ( CHEMICON)
+ Anti-raton-AlexaFluor594 (Molecular Probes)

Fig 24, Deteccidn de la Expresidn en Superficie de la Proteina gp120 del VIH en
Lactococcus lactis por Inmunofluorescencia
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ltzaEloisa Luna Crug

8.5 INDUCCION DE INMUNIDAD HUMORAL Y CELULAR EN MUCOSAS CONTRA
VIH CON LA ADMINISTRACION ORAL DE L. factis RECOMBINANTE.

Para determinar si L./actis recombinante que expresa la gp 120 en superficie extema
es capaz de indudr 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 recombinante 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 conira
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 indico 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 ofros 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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ItzaEloisa Luna Cruz

8.5.1.2 ANTICUERPOS EN LAVADO INTESTINAL:

La deteccién 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 la IgG se encuentra elevada
solo a los 10 dias después de la inmunizacion. Los niveles de IgA monomerica
empiezan a elevarse a los 10 dias y son significativamente altos a los 24 dias en el
andlisis por el ELISA comercial, sin embargo solo son significativamente altos a los 10
dias después de inmunizacién en la ELISA con L.lactis. (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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ItzaEloisa Luna Cruz

8.5.1.3 ANTICUERPOS EN HECES:

Para el andlisis 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 encontré que solo la IgG 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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ItzaEloisa Luna Cruz

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.factis,
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
anélisis con el ELISA comercial, mientras que en el ELISA con L./actis con gp 120 solo
se detecto niveles aparentemente altos a los 18 dfas (Fig.32). Los niveles de IgG en
los lavados de inmunizaciébn 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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lizaEloisa Luna Cruz

8.5.2 OBTENCION DEL ANTIGENO VIH-1

8.5.2.1 DETECCION DEL ANTIGENO VIH-1 POR Westemn 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 confimar la
présencia de dicho antigeno, se realiz6 su deteccién por corrimiento de la proteina en
gel de poliacrilamida y posteriormente se realizé6 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 tamario (Fig. 34).

Tincion de Coomassie Quimioluminiscencia

<+9gp 120»

Fig 34.- Detaccibn del Antigenos VIH-1 en Geles de Poliacrilamida y Western Blot .



IrzaEloisa Luna Cruz

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 administracion oral de la bacteria L./actis recombinante que
expresa la gp120 en la superficie externa induce inmunidad celular, se utiliz6 el ensayo
de proliferacion de linfocitos midiendo la incorporacion de timidina tritiada luego de la
estimulacion 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 Spg 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 estimulacion especifica de linfocitos con 5 pg de antigeno viral,
aunque se observa que hay un menor grado de proliferacién, de 40,000 cpm a los 10
dias a 20,000 a los 18 dias (Fig.36 ) y 8,000 com a los 24 dias; lo 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.lactis 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 proliferacion 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 proliferacion son menores a los obtenidos inmunizando
con una sola dosis de 10 ® bacterias. (Fig.38).
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IrraEloisa Luna Crug

8.5.4 ANALISIS HISTOLOGICO DE LOS EPITELIOS EN ESTOMAGO E INTESTINO
DELGADO
Con el objetivo de determinar si L. lactis recombinante produce alteraciones
mdrfolégicas en la mucosa, que sean indicativos de posible dafio en ésta, se realizaron
cortes histologicos de mucosa estomacal e intestinal. El analisis histoldgico 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 mostré alteraciones histolégicas 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).

97



TezaEloisa Luna Crug

Control Inmunizado
( L. lactis normal) ( L. lactis gp 120)
a)
b)
c)

Fig. 39. Cortes Histolégicos 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°



ItzaEloisa Luna Cruz

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

b)

Fig 40. Cortes Histolégicos 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
adminisiracién oral de la bacteria normal y recombinante a una dosis de 109 .



JtzaEloisa Luna Cruz

8.5.5 DETECCION DE LA EXPRESION DE CD4 Y MAC EN LA MUCOSA DEL
ESTOMAGO E INTESTINO DELGADQ 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 induccidn de inmunidad local debe ser acompafiada de cambios en los linfocitos
asociados a las mucosas, por esta razon realizamos la deteccion por
inmunohistoquimica de la expresién de marcadores de linfocitos T(CD4) y macréfagos
o monocitos (Mac). Se encontré un incremento significativo de la expresion 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 gue se
les administro la L.Lactis control (normal), la expresion 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 expresion de CD4 en la mucosa intestinal de los
ratones tratados con la bacteria recombinante, se asocia con la mayor respuesta
inmune humoral y celular ohtenida a los 10 dias después de la inmunizacion.

La expresiéon de Mac tambien fue significativamente mayor en la mucosa del estomago
e 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 local 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.
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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 Expresion de CD4 por Inmunochistoquimica en la Mucosa
Intestinal. Los tejidos fueron obtenidos a los 10 dias después de la administracién 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. Deteccién de la Expresioén de Mac por Inmunochistoquimica 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. En México, se tienen registrados 50,713 casos hasta el 30 de
Septiembre del 2000 (Secretaria de Salud). Debido a la 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.
Virtnalmente 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 el desamrollo 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 expresién de proteinas heterflogas (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 investigacion fue desarrollar bacterias dcido-licticas
comestibles 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. Para desarrollar nuestra vacuna, se planteo el siguiente objetivo: Induccién de
inmunidad contra VIH utilizando L. lactis como vector de expresion 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 K(03455), Utilizamos al ADN del plasmido pSFV1, el cual fue
previamente caracterizado para demostrar que contiene clonado el gen de la gpl20 en el sitio
Bam H I (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 Ia transformacién y realizamos un miniprep ripido para
checar los plasmidos que lo contenta (Fig 16 ), obteniendo 2 clonas que mostraron un plasmido
de un tamafio mas grande del plasmido pGEM-T, el cual era aproximado al peso del plasmido
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con ¢l fragmento clonado de 1447 pb. De estas dos clonas purificamos €l ADN por mini prep y
checamos el tamafio especifico del plasmido resultante, el cual fue de 4447 pb, 3000 pb del
vector y 1447 del fragmento clonado (gen de la gp120. Fig 17). Esta clona que contenia ¢l gen
gp 120 del VIH fue caracterizado con las enzimas Apa I y Xho I para demostrar la liberacién
del fragmento de 1447 pb, vy a este plasmido caracterizado se le llamo pGEMTgp120. (Fig. 18)
Posteriormente el plasmido se purificd para subclonarlo en el vector de expresién
pIL1252:P59:emmé, digerido previamente con las mismas enzimas de restriccién, este vector
contiene el promotor P59 el cual es especifico para L.lactis y la expresién de la proteina de
anclaje M de S. Pyogenes. Este sistema ha sido ampliamente caracterizado y utilizado en la
expresién de varias protefnas en superficie (Fischetti, V, 1996). Después se transformé a L
lactis con el vector por electroporacién. Las clonas resultantes de la transformacion de L.lactis
fueron verificadas por PCR en colonia para determinar la presencia del gen de la gp120 en
L.lactis (Fig. 19). Teniendo la construccién deseada del vector P59gp120 en L.lactis, se llevd a
cabo el andlisis de 1a expresién de la proteina recombinante gp 120 producida en L. lactis por
medio de Western Blot, el cual mostré 1a presencia de una sola proteina del tamafio esperado en
varias clonas de L.lactis, mientras que en las lincas donde se colocaron los extractos proteicos
de las cepas control de L.lactis no se detecto bande alguna , por los resultados obtenidos
aparentemente una clona tiene mayor nivel de expresion 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
fusién 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
control. Log resuitados 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 normal tuvo uma 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 L.lactis
recombinante muestra en su superficie externa una gp120 con una conformacién similar a la
que muestra el virus durante el proceso de infeccién natural. El reconocimiento del suero del
paciente en VIH a la bacteria sin transformar ( L.lactis MG1363 ) fue significativamente
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menor en los niveles de absorbancia mostrados ; indicando posiblemente la presencia de
anticuerpos conira la bacteria ldctica solamente (Fig 21). Para tener una demostracion més
concluyente de la presencia de la gp120 en la superficie externa de L.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 s¢ 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 la expresién de proteinas en superficie, un ejemplo es el de la proteina gp120
expresada en la superficie de E. coli.(Kwak, YD. 1999). Estos datos de inmunofluorescencia
mdican de manera concluyente que la clonma 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. Ademas se deduce que el gene emme 6 que contiene el
fragmento de anclaje a la pared celular de la protetna 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 heterdlogas en
superficie por medio de la proteina de anclaje M de S.pyogenes, (Piard,J.C 1996), asi como la
proteina A de S.aureus.

Teniendo la cepa de L.lactis recombinante y habiendo demostrado la expresién de la proteina de
la gp 120 en la superficic externa, el siguiente paso fuc determinar si L.lactis recombinante ¢s
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 estndios con dicha bacteria,
Locht C. 2000). Cada grupo inmunizado tenia un conirol (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 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 e IgA monomerica
en los lavados estomacales a los 10, 18 y 24 dias después de la inmunizaciéon indicé niveles
significativamente alios de la IgG en los dos sistemas de ELISA a los 10 dias después de 1a
inmunizacién con respecto al control. Asi mismo los anticuerpos en lavado intestinal a los 10, 18
¥ 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 en el
anflisis por el ELISA comercial. En el caso de medicién de anticuerpos en heces se encontrd
que solo la IgG parece tener valores significativos en los 2 sistemag de ELISA. La deteccién de
IgG ¢ 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 andlisis 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 dias después de la
inmunizacién, a diferencia de la 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 IgA monomerica solamente en
intestino y suero se detectaron niveles significativos, los miximos valores obtenidos de IgG
fueron cuando se inmunizd a los ratones con tres dogis de bacteria. A diferencia de un estudio
donde analizaron el nivel de IgG e IgA en ratones inmunizadog 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 titnlos de IgG en suero eran significativos en
comparacién con los controles ¥ 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). Ofra 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 la segunda dosis por el dia 24. Otro estudio que relaciona
¢l nivel de anticuerpos con la dosis es ¢l 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 proliferacion celular al estimulo con antigenos del VIH,
para este andlisis medimos la incorporaciéon de timidina tritiada luego de la estimulacién con
antigenos del VIH. Los ensayos indican niveles de proliferacién 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, y 5,,g de antigeno viral mostré un
aumento significativo en la proliferaci‘m 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.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 inducir 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 cuando es administrada por via
oral, probablemente a través de la expresién 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 obtenidos aparentemente no indican
diferencia significativas, en los tratamientos, excepto en los linfocitos sensibilizados con la dosis
mayor de antigeno. Como se demostr6 en el experimento anterior, la respuesta de proliferacién
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 proliferacion 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 hay estudios de inmunizacién en mucosas que
determinen la proliferacién celular, lo cual hace nuestro trabajo original en este aspecto.

Con €l objetivo de determinar si nuestra bacteria recombinante no produce alteraciones
morfolégicas en la mucosa, que sean indicativos de posible dafio en ésta, se realizaron cortes
histolégicos para el anilisis morfologico 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.Jactis 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 infeccidén por SIV en monos, la infeccidn de macréfagos 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 proteccidn de la enfermedad montando una buena respuesta inmne celular , ya que se
indujo una fuerte expresion de CD4 en mucosas del estomago e intestinal. Por otra parte los
macrdfagos 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 macréfagos 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 s¢ 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 tecnologia para llevar a cabo la modificacion genética de bacterias
lacticas ( Lactococcus lactis ), lo cual permitird 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 desarrollo la tecnologla para anclar en pared celular proteinas heterélogas como
_antigenos (gp120) en la superficie externa de Lactococcus 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 generacion de L./actis recombinante.

4.- Se desarrollo un sistema de Induccién de Inmunidad celular sistémica (Proliferacion
celular especifica de antigeno) basado en la administracibn oral de L.lactis
recombinante.

5.- La presente estrategia para inducir inmunidad contra el VIH basada en la
administracién oral de L./actis recombinante puede ser optimizada para inducir
inmunidad protectora contra la infeccién por el virus y evaluar en su momento su papel
como vacuna més 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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