DESARROLLO DE VACUNASUSANDO BACTERIASLACTICAS: Congruccion y Expresion
de Antigenos del VIH en Lactobacillus.
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Introduccién.  Vectores  basados  en bacterias
recombinantes vivas representan una nueva tecnologia
para el desarrollo de vacunas. Para desarrollar vectores
bacterianos recombinantes se utilizan principalmente dos
estrategias: bacterias comensales, seguras e inocuas
(bacterias &ido léacticas) y bacterias patogénicas
atenuadas (Salmonella, Shigela y Ligteria). 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 lacteos y por
ende son bacterias comestibles, inocuas y amigables en la
flora intestinal y vaginal. Estas bacterias son los vectores
ideales para expresar antigenos heterélogos en mucosas
(3,2. Por otro lado € SIDA (Sindrome de
Inmunodeficiencia Humana), causado por e VIH (Virus
de la Inmunodeficiencia Humana) es el problema de salud
publica méas complejo en la actualidad, y cuyo impacto se
refleja en la vida social y econdmica de nuestro pais. Los
esfuerzos para el desarrollo de una vacuna para prevenir la
infeccion por el VIH estan enfocados sobre la induccién
de un anticuerpo neutralizante y la respuesta de linfocitos
T citotéxicos (CTL) especificos del virus. La glicoproteina
gp 120 y e asa V3 de gp 120 (sitio principa de
neutralizacion por participar en la infectividad, tropismo y
respuesta especifica de CTL) son predominantemente
utilizados para la formulacion de una vacuna (3).
Tomando |o anterior en cuenta, este trabajo esta basado en
el uso de L. casei recombinante para expresar en
superficie laproteinagp 120 del VIH.

Nuestro propdsito esta basado en el uso de bacterias
comensales recombinantes que expresen antigenos
heterélogos como vacunas.

Metodologia. Se disefiaron iniciadores especificos para
amplificar por PCR € gene de la gp120 del VIH-1 (gen
bank KO3455) a partir del plasmido pSFV1 que contiene
dicho gen y el producto fue purificado por el sistema
Gene-Clean |l y subclonado utilizando el sistema pGEM -
T. El genedelagp 120 fueliberado con Apaly Xho | del
vector pGEM -T y subclonado en los vectores de expresion
plL1252:P23:emm6 y plL1252:P59:emm6, estos vectores
contienen los promotores P23 y P59 respectivamente que
son promotores especificos para L. casa. Por otro lado se
diseflaron 3 pares de oligonucleotidos que amplifican la
region V3 del gene de lagp 120, para la construccién del
gene gp 120 con tres regiones V3. La tansformacion del.
casei con los vectores de expresion se llevo acabo por
electroporacion (4). El andlisis de la proteina recombinante
gp 120-V3-3 producida en L. cass sellevo acabo por
Western Bl ot.

Resultados y Discusion. En primer lugar se optimizaron
las condiciones para amplificar por PCR el gene completo
de la gp 120 de la clona HXBR-2 a partir del plasmido

pSFV-1, asi mismo también se optimizaron las
condiciones para la amplificacion del asa V3 del gene de
la gp 120 con tres pares de iniciadores conteniendo
diferentes sitios de restriccién. Los productos del gene de
la gp 120 y e asa V3 amplificados por PCR fueron
clonados en el vector pGEM-T vy las clonas transformadas
en E. ooli DH5a conteniendo dichos plasmidos fueron
identificadas mediante un método de obtenciéon de
plasmidos répido. La gp 120 fue liberada del plasmido
pGEM -T con los sitios Apa | y Xho | y subclonada en
plL1252: P59:emm6 , posteriormente se llevo acabo la
electroporacion de L. cass , para la obtencién de clonas
que expresan la gp 120 por medio de Wester Blot , asi
mismo el gene del asa v3 fue subclonado en
plL1252:P59:emm6, la electroporacion de L. cass  fue
realizada como anteriormente se menciono para la
obtencién de clonas que expresen la region V3 en la
superficie de esta bacteria.

Conclusién. En el presente estudio hemos clonado por
PCR los genes de los antigenos del VIH mas importantes
en el desarrollo de vacunas. Estos genes fueron
subclonados en vectores de expresion especificos de
lactobacillus, para producir una proteina quimerica
fusionada a la proteina M de superficie, con lafinalidad de
producir  lactobacillus recombinantes que exprensen
antigenos heterélogos del VIH. Esta bacteria
recombinante podra ser utilizada como vector para inducir
inmunidad en mucosaintestinal y genital contrael VIH.
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