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RESUMO

Descoberto em 1882 por Robert Koch, Mycobacterium tuberculosis (Mtb) ainda permanece
como um grande problema de saude publica uma vez que € o principal agente causador da
Tuberculose (TB), uma doencga infecto-contagiosa que atinge quase 1/3 da populagao
mundial. Apesar da BCG, unica vacina disponivel para uso clinico, ser capaz de proteger
criangas eficientemente, ela ndo é capaz de proteger individuos adultos acometidos com a
tuberculose pulmonar. Sendo assim, estratégias para o desenvolvimento de vacinas mais
eficazes e economicamente viaveis sdo alvo de intensa investigagdo. Nesse contexto,
vacinas vivas de mucosa utilizando a bactéria lactica Lactococcus lactis como um veiculo
para a entrega de antigenos surge como uma alternativa segura e interessante no que
concerne ao desenvolvimento de uma nova vacina contra a TB. Neste contexto, em um
trabalho prévio, nosso grupo de pesquisa construiu linhagens de L. lactis produtoras da
forma citoplasmatica ou secretada da proteina do choque térmico de 65 kDa de
Mycobacterium leprae (Rocha, 2007), um antigeno imunodominante capaz de induzir efeitos
profilaticos e terapéuticos em animais, utilizando o sistema de expressao induzido por xilose
(XIES - Xylose Inducible Expression System; Miyoshi et al., 2004). No presente trabalho, a
capacidade produtiva destas linhagens em relagao a quantidade, qualidade e teor de LPS
do antigeno recombinante foi confirmada através do ensaio de “Bradford”, “Western Blotting”
e LAL. O potencial vacinal das linhagens foi avaliado através de ensaios de imunizagao
intranasal em camundongos BALB/c a fim de se caracterizar a imunogenicidade conferida
pelas mesmas. Os resultados obtidos revelaram que o antigeno, livre de LPS, é enderegado
de maneira correta para o citoplasma ou meio extracelular. Além disso, foi visto que os
animais vacinados nao desenvolveram resposta imune humoral e celular nos linfonodos e
no bago seis dias apés a ultima imunizagdo. Entretanto, observou-se que a linhagem L.
lactis produtora da forma citoplasmatica do antigeno rHsp65 reduziu significantemente
(p<0.05) os niveis de IL-10 no Lavado Bronco Alveolar (Lba) dos animais. As linhagens
recombinantes permitirdo, em um futuro proximo, a purificagdo da proteina recombinante
livre de LPS. Contudo, para a formulagdo de uma nova estratégia vacinal contra a TB
baseada em L. lactis, alguns pontos deverdao ser padronizados como, por exemplo, a
linhagem ideal a ser utilizada nos ensaios de imunizagéo, o protocolo e a localizag&o celular

do antigeno.
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ABSTRACT

Discovered in 1882 by Robert Koch, Mycobacterium tuberculosis (Mtb) remains a major
public health problem since it is the main causative agent of tuberculosis (TB), an infectious-
contagious disease that affects almost 1/3 of world population. Although BCG, the only
available vaccine, has proven to be efficient in prevent TB in children, a new vaccine is
urgently required because it can not prevent pulmonary tuberculosis in adults. In this context,
the use of the food-grade lactic acid bacteria Lactococcus lactis to delivery antigens appears
to be a good and safe alternative. Therefore, our research group has previously developed L.
lactis strains producing either cytoplasmatic or secreted forms of Hsp65 from Mycobacterium
leprae (Rocha, 2007), an immunodominant antigen able to induce prophylactic and
therapeutic effects in animals, based on the Xylose-Inducible Expression System (XIES;
Miyoshi et al., 2004). In this work, the capacity of these strains in produce the antigen and
parameters such as quantity, quality and content of the LPS was confirmed by "Bradford",
"Western Blotting" and LAL. The potential use of recombinant L. lactis as vaccines against
TB was assayed after intranasal immunization of BALB/c mice with them. Results showed
that the LPS free antigen is correctly addressed to the cytoplasm or extracellular medium.
Furthermore, analysis by ELISA showed that the vaccinated mice did not develop humoral
and cellular immune response in lymph nodes and spleen six days after the booster
immunization. However, it was observed that L. lactis strain producing cytoplasmatic form of
rHsp65 significantly reduced the amount of IL-10 (p<0.05) in bronchoalveolar lavage (Lba) of
vaccinated animals. Recombinant strains will allow, in near future, antigen purification and its
use in clinical trials. However, to formulate a new vaccine strategy against TB based on L.
lactis, some points should be standardized, such as the ideal strain to be used in

immunizations, the protocol and location of the cell antigen.
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I.1 Colaboracbes

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Genética Celular e Molecular
(LGCM) do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG), em parceria com:

1. O Centro de Pesquisas em Tuberculose localizado na Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo (FMRP-USP), liderado pelo Prof. Dr. Célio
Lopes Silva;

2. Laboratério de Vacinas Génicas (LVG) da FMRP-USP, coordenado pelo Prof. Dr.
Célio Lopes Silva;

3. Empresa FARMACORE Biotecnologia LTDA, Ribeirdo Preto — SP.

Além das instituicdes acima mencionadas, o trabalho também contou com o apoio
financeiro de outras instituicbes, como:

1. Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPQ);

2. Fundacéo de Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo (FAPESP);

I.2 Introducéo Geral

A Tuberculose (TB) € uma doencga infecciosa que aflige a humanidade desde a
Antiguidade e que ainda permanece amplamente distribuida nos dias atuais (Campos &
Piantra, 2001). Ela é causada pelo Mycobacterium tuberculosis, um bacilo Gram-positivo
pertencente ao grupo dos actinomicetos que foi isolado pela primeira vez em 1882 por um
bacteriologista chamado Robert Koch. Cento e vinte sete anos apo6s esta descoberta, um
terco da populacdo mundial ainda se encontra infectada com o M. tuberculosis em estado
latente, fato que torna essa doenca um dos principais problemas sociais, econémicos e de
saude publica no mundo (Lugo & Bewley, 2008).

A TB é considerada uma doenga socialmente determinada, pois esta associada a
pobreza, a aglomeracdo urbana e, mais recentemente, a emergéncia da epidemia do virus
da AIDS (HIV) (Snider & Montagne, 1994). No Brasil a doenga agravou-se no final do século
XIX e inicio do século XX. Dessa maneira, varias instituicbes foram formadas com o intuito
de erradicar a TB do pais. Entretanto, apesar das tentativas para controlar a doenca, o
Brasil ainda continua com altos indices de pessoas infectadas e mortalidade anual de quase
6.000 6bitos (Hijjar et al., 2007). Os numeros podem ser maiores, devido a ainda insuficiente
notificacdo no Brasil.

A TB pode ser tratada com o uso de antimicrobianos, como, por exemplo, a

isoniazida, a rifampicina e o etambutol. Todavia, o longo tempo de tratamento exigido (no
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minimo seis meses) com a associacdo de trés ou mais drogas faz com que os pacientes
desistam do mesmo ou o fagam de maneira inadequada. Esses fatores contribuiram para o
surgimento de linhagens de micobactérias multidrogas resistentes (MDR-TB) e, mais
recentemente, extensivamente resistentes (XDR-TB), tornando o tratamento mencionado
acima pouco eficaz. Além da quimioterapia convencional, a TB pode ser controlada
utilizando-se a BCG (Bacillus Calmette-Guérin), Unica vacina disponivel para uso clinico.
Embora venha sendo amplamente utilizada no Brasil e em outros paises, a eficacia da BCG
permanece controversa. Verificou-se que a vacina é capaz de proteger criancas contra as
formas mais severas de TB (Liu et al., 2009). Em contraste, a eficacia da vacina em
pacientes adultos acometidos com a TB pulmonar varia de 0 a 80%, dependendo da
populacdo estudada (Britton, 2003; Liu et al., 2009). Dessa maneira, estratégias para o
desenvolvimento de novas vacinas mais eficazes e economicamente viaveis tem sido alvo
de intensa investigacao.

Com a caracterizacdo de muitas proteinas codificadas pelo genoma das
micobactérias foi possivel identificar indmeros antigenos imunogénicos e/ou
imunodominantes como promissores candidatos ao desenvolvimento de vacinas mais
eficazes que a BCG (Reed & Lobet, 2005; Ginsberg, 2002). Em 1999, pesquisadores da
Universidade de Sao Paulo desenvolveram uma vacina de DNA baseada no antigeno Hsp65
de Mycobacterium leprae que, quando administrada por via intramuscular, apresentava
efeitos profilaticos e terapéuticos em camundongos (Silva et al., 1999). Apesar desse
antigeno ter sido utilizado com sucesso em animais de pequeno porte, foi demonstrado que
0 mesmo quando apresentado ao sistema imune de animais de grande porte sob a forma de
“DNA nu” era degradado por endonucleases apresentando-se fracamente imunogénico
(Souza et al., 2008). Dessa maneira ha uma grande necessidade pela busca de novas
estratégias que possam evitar a degradacdo do Hsp65 in vivo. Além disso, o DNA
plasmidiano pode ser capturado pelas células imunes, permanecendo viavel dentro do
organismo por muito tempo. Assim, a diminuicdo da dose, bem como a otimiza¢éo da vacina
utilizando carreadores tem sido alvo de inUmeras pesquisas (Coelho-Castelo et al., 2006).

A maioria das vacinas baseadas em Hsp65 desenvolvidas até entdo foram
projetadas para serem administradas por via parenteral. No entanto, além de se tratar de
uma rota invasiva, vacinas administradas parenteralmente sdo pouco eficientes em
estimular o sistema imune associado as mucosas. Além disso, quando pensamos nha
utilizac@o do antigeno, seja na sua forma nativa ou recombinante, um outro problema se faz
presente: a inexisténcia de um produto livre de contaminagdo por endotoxina
(lipopolissacarideo: LPS), o que compromete sua utilizag&o clinica. No caso da produgédo de
antigenos com potencial vacinal, a disponibilidade de um produto final livre dessa toxina é

extremamente necesséaria, uma vez que o LPS é capaz de induzir respostas imunologicas
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inespecificas (Stewart & Yung, 2004). Diante disso, sistemas de apresentacao de antigenos
diretamente a superficie de mucosas, incluindo a via de administracdo oral, podem
representar uma alternativa promissora para o desenvolvimento de uma nova vacina contra
a TB, uma vez que estes estimulardo a resposta imune no sitio inicial de infeccao.

As Bactérias Lacticas (BL) surgem como uma solucdo interessante para estes
problemas, pois foi demonstrado que elas sdo capazes de produzir com eficiéncia antigenos
heterélogos e gerar respostas imunoldgicas contra os antigenos expressos (Wells &
Mercenier, 2008). Além disso, por serem empregadas na industria alimenticia ha séculos em
processos de fermentacdo e preservacdo de alimentos elas sdo consideradas seguras
contendo o status “GRAS” (Steidler & Rottiers, 2006). Dentre estas, Lactococcus lactis figura
como um microrganismo modelo no estudo das BL nado sé pela sua importancia econbémica,
mas por ser a mais bem caracterizada e possuir diversas ferramentas genéticas ja
desenvolvidas, facilitando a expressao heteréloga de moléculas de interesse (Bermudez-
Humaran et al., 2004). Varias proteinas de interesse biotecnoldgico ja foram produzidas em
L. lactis e a sua utilizagdo como veiculo vacinal foi bem sucedida (Wells & Mercenier, 2008).
Sendo assim, a utilizagéo de L. lactis produzindo o antigeno Hsp65 de M. leprae € bastante

promissora no que concerne ao desenvolvimento de uma nova vacina contra a TB.

1.3 Estrutura da dissertacéao

O manuscrito sera apresentado inicialmente com uma introdugdo dividida em trés
assuntos principais. O primeiro abordard as caracteristicas do bacilo Mycobacterium
tuberculosis; a Tuberculose (TB) como sendo uma doenca reemergente no mundo e 0s
aspectos imunolégicos da infec¢ao pelo bacilo. O segundo assunto tratara das proteinas do
choque térmico (HSP’s) como candidatas ao desenvolvimento de novas vacinas contra a
TB, focando na proteina de 65 kDa de M. leprae como antigeno vacinal. O terceiro assunto
abordara as Bactérias Lacticas (BL) como veiculos para expressdao de antigenos
heterélogos, especialmente no que concerne ao uso de linhagens de L. lactis recombinantes
como vacinas vivas de mucosa. Posteriormente, sera apresentada a justificativa e os
objetivos do trabalho bem como a metodologia utilizada para o desenvolvimento do mesmo.
Os resultados serdo divididos em duas partes. A primeira parte explicitar4 a confirmacao da
capacidade de expressao do antigeno rHsp65 por L. lactis; e a segunda demonstrara a
caracterizacao do Perfil de Resposta Imunolégica das linhagens de L. lactis recombinantes.
A seguir, os resultados serdo discutidos e, por fim, as conclusbes e as perspectivas do
presente trabalho serdo demonstradas. Apds as Referéncias Bibliograficas, a dissertagcéo
apresentard em anexo a secao |, contendo o capitulo de livro que se encontra no prelo

intitulado “Lactic Acid Bacteria as live vectors: Heterologous protein production and delivery
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systems” redigido por nosso grupo de pesquisa em colaboracdo com pesquisadores do
Instituto Nacional de Pesquisas Agrondmicas (INRA), Franca; e a secao Il, que apresentara

o Curriculo Lattes com as minhas producdes cientificas obtidas até o momento.
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II.1 Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis € um bacilo Gram-positivo, imével, aerébio estrito que nao
esporula. Esse microrganismo pertence a familia Mycobacteriaceae e ao grupo dos
actinomicetos, os quais incluem também os géneros Nocardia, Rhodococcus e
Corynebacterium. As espécies desses géneros, também denominados como grupo CMN,
apresentam algumas caracteristicas em comum tais como a organizagdo especifica da
parede celular que é composta principalmente de peptideoglicanos, arabinogalactano e
acidos micolicos. Além disso, apresentam alto conteudo G + C do genoma (47-74%) (Dorella
et al., 2006).

E necessario recorrer a técnica de coloracdo especial (Ziehl-Neelsen) para a
visualizacdo das células de M. tuberculosis, pois a coloragdo pela técnica de Gram é
ineficaz devido aos acidos micolicos presentes na parede celular desse bacilo. Com a
técnica de Ziehl-Neelsen, as células se coram de vermelho (fucsina concentrada) e resistem
a descoloragdo pelo soluto de EBNER (&lcool + HCL). E por essa razdo que sdo designados
“bacilos alcool acido resistentes” (Holt et al., 1994). Além disso, M. tuberculosis apresenta
desenvolvimento lento com tempo de geracao de 12 a 18 horas, seu tamanho varia de 0,2-
07 x 1-10 ym e bioquimicamente esta classificado como catalase positivo, arilsulfatase
positivo e resistente a lisozima (Holt et al., 1994).

As micobactérias estdo amplamente distribuidas no solo e na agua sendo que uma
pequena parte € encontrada em animais € humanos como patégenos intracelulares. M.
tuberculosis  juntamente com Mycobacterium bovis, Mycobacterium africanum,
Mycobacterium avium e Mycobacterium microti podem causar uma doenga conhecida como
Tuberculose (TB), sendo M. tuberculosis o principal agente etiolégico da Tuberculose
humana (Pfyffer et al., 1998).

I1.2 Tuberculose

Desde a antiguidade, a Tuberculose (TB) é uma doenca que aflige a humanidade.
Existem registros arqueoldgicos da doenga entre diversos povos da antiguidade, como, por
exemplo, has mumias egipcias, onde foram encontradas lesdes que sugeriam a doenga na
coluna espinhal, conhecida como Mal de Pott (Campos & Piantra, 2001). Hipécrates em 400
a.C. descreveu em pacientes caracteristicas clinicas pelas quais, atualmente, se pode
diagnosticar a doenga (Grange, 1990). O agente causador da enfermidade, hoje em dia
conhecido como M. tuberculosis, foi isolado pela primeira vez em 1882 por um
bacteriologista alemao chamado Robert Koch. Cento e vinte sete anos apds esta

descoberta, um terco da populagdo mundial ainda se encontra infectada com M. tuberculosis



Introducéo AZEVEDO, M.S.P.

em estado latente, fato que torna a tuberculose um dos principais problemas sociais,
econdmicos e de saude publica no mundo (Lugo & Bewley, 2008). Segundo Pieters (2008)
10% das pessoas infectadas desenvolvem a TB ativa e cerca de dois milhdes morrem
anualmente em fung¢ao da epidemia.

A TB é uma doenca infecto-contagiosa que esta intimamente associada a pobreza,
desigualdade social, mas condicbes de vida e habitagdo, deficiente acesso a servigcos de
saude, a aglomeracdo urbana, a desestruturacdo dos servicos de controle da TB e, mais
recentemente, a emergéncia da epidemia do virus da AIDS (HIV). Estes estdo entre os
principais fatores que contribuem para a expansdo da doenca no mundo (Snider &
Montagne, 1994).

A Tuberculose no Brasil agravou-se no final do século XIX e inicio do século XX
quando metade das pessoas atingidas pela doenga morria. Varias instituicdes estiveram
envolvidas na luta contra a TB no pais tais como a Fundacéo Ataulpho de Paiva, Inspetoria
de Profilaxia da TB, Liga Brasileira Contra a Tuberculose, Fundacdo Oswaldo Cruz dentre
outras. Apesar das tentativas para controlar a doencga, o Brasil ainda continua com altos
indices de pessoas infectadas (cerca de 80.000 novos casos notificados por ano) e
mortalidade anual de quase 6.000 oébitos (Hijjar et al., 2007). Os numeros podem ser
maiores, devido a ainda insuficiente notificacdo no Brasil. Atualmente, quase 70% dos
pacientes sado curados e cerca de 12% abandonam o tratamento (Who, 2004). Entre os anos
de 1981 e 2001 foram registrados no Brasil 1.818.501 casos confirmados de TB, sendo o

maior numero de casos na regidao sudeste (810.875 casos) (Who, 2004).

[1.2.1 PATOLOGIA E IMUNOLOGIA DA DOENCA

A infeccdo por M. tuberculosis € iniciada pela inalagdo de goticulas de secrecao
(aerossois) contendo bacilos viaveis que sao eliminados através da fala, tosse ou espirro de
uma pessoa que contém a tuberculose ativa. Assim, a TB é uma infecgdo que acomete mais
comumente o trato respiratorio inferior, sendo os pulmdes os sitios primarios da infeccao
(Loundon & Roberts, 1967). Mais raramente, M. tuberculosis também infecta outras regides
do corpo como o sistema nervoso central (Rock et al., 2008), ossos (Yoshida et al., 2009),
rins (Gurski & Baker, 2008) e trato geniturinario (Vilasaroé et al., 2008). O desenvolvimento
da infeccado depende de varios fatores, como por exemplo, a viruléncia da linhagem e as
condigbes imunoldgicas e caracteristicas genéticas do individuo exposto (Dannenberg,
1989).

Uma vez no pulmao, os bacilos sdo capturados por macrofagos alveolares por meio
de diferentes receptores de reconhecimento padrao (PRRs, Pattern Recognition Receptors).

Nos macréfagos os receptores mais comuns sdo os receptores Fc, os receptores de
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manose, os receptores do sistema complemento (CR), dentre outros (Pieters, 2008). A
habilidade que o bacilo possui de interagir com multiplas moléculas de superficie dos
macrofagos esta provavelmente relacionada a sua complexa parede celular (Pieters, 2008).
Foi observado que o receptor envolvido na internalizacdo da micobactéria influencia
drasticamente suas chances de sobrevivéncia dentro dos macréfagos. Por exemplo, a
ingestao de bacilos através de receptores para a porgao Fc do anticorpo ligado ao antigeno
micobacteriano resulta em uma resposta inflamatéria nos macrofagos e, logo, os bacilos sédo
eliminados de dentro da célula. Em contraste, a internalizacdo via receptores do
complemento tipo 3 (CR3) previne a ativagdo dos macréfagos, o que favorece a
sobrevivéncia dos bacilos dentro da célula (Caron & Hall, 1998).

As interagdes iniciais do bacilo com o macréfago levam a ativacao celular e a rapida
producao de citocinas pro e anti-inflamatérias. Os macréfagos ativados em contato com os
produtos sintetizados pela micobactéria passam a produzir fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a) e interleucina-12 (IL-12) (Berrington & Hawn, 2007). Consecutivamente, essas
citocinas ativam e recrutam células inflamatérias da imunidade inata como neutréfilos,
precursores de células dendriticas e células NK (Natural Killer) para o sitio da infecgédo
(Berrington & Hawn, 2007). O IL-12 possui importante papel no combate da infecgdo uma
vez que induz a produgdo de interferon-gamma (INF-y) por células NK. Em sinergia com o
TNF-a, o INF-y induz atividades microbicidas nos macrofagos infectados tais como a fusao
do lisossomo ao fagossomo, liberagdo de enzimas com potencial litico e estimulacdo da
apoptose da célula infectada. Essas atividades irao auxiliar na eliminagdo do bacilo
(Fairbairn, 2004; Berrington & Hawn, 2007).

A maioria dos bacilos pode ser imediatamente eliminada no interior dos
fagolisossomos pelas enzimas lisossomais e intermediarios reativos do oxigénio e do
nitrogénio (Flynn & Chan 2005). Entretanto, uma pequena parcela é capaz de escapar da
fusdo do fagossomo com o lisossomo e sobreviver dentro dos macréfagos. A proteina
Kinase G (PknG) produzida pelos bacilos € um importante fator de viruléncia que inibe a
maturagao dos fagossomos impedindo, assim, a sua fusdo com os lisossomos (Walburger et
al., 2004). Os componentes lipidicos da parede celular de M. tuberculosis também possuem
papel essencial em inibir a formacao de fagolisossomos. Além disso, a micobactéria ainda
apresenta outras requintadas estratégias para continuar viavel dentro dos macréfagos. M.
tuberculosis é capaz de produzir enzimas como catalase-peroxidase (KatG) cuja fungéo é
inativar intermediarios reativos do oxigénio, o que favorece sua permanéncia dentro da
célula (Li et al., 1998).

A ativagao inicial decorrente da captura dos bacilos muitas vezes nao é suficiente
para elimina-los uma vez que esses organismos possuem diversas estratégias para burlar o

sistema imune, como mencionado acima. Dessa forma, o controle da infeccdo também
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requer a participacdo da resposta imune celular especifica mediada principalmente por
células T (Flynn & Chan, 2005).

Os macrofagos sdo os principais responsaveis por ativar a resposta imune adaptativa
atuando como células apresentadoras de antigenos (APC’s). Essas células migram para os
linfonodos e la apresentam os antigenos de M. tuberculosis para células T “naive” via
moléculas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) (Gurunathan et al., 2000).
Pelo fato das micobactérias residirem no interior de fagossomos, as suas proteinas
antigénicas rapidamente tém acesso as moléculas de processamento e apresentagcédo de
antigenos do tipo MHC classe Il. As células T CD4+ reconhecendo os antigenos
apresentados por essa via tornam-se ativadas e capazes de secretar citocinas (Kaufmann,
2004).

As células T CD4+ ativadas podem ser divididas em dois subgrupos com base em
sua produgédo de citocinas. As células T CD4+ auxiliares do tipo 1 (Th1) sdo induzidas por
IL-12 e produzem INF-y, IL-2 e TNF-a. Ja as células T CD4+ auxiliares do tipo 2 séo
induzidas por IL-4 e produzem grande quantidade dessa citocina e de outras como IL-10, IL-
5 e IL-13 (Hoft, 2008). As células T CD4+ ativadas migram para o local da infecgédo e, de
acordo com as citocinas presentes no ambiente, sdo capazes de se diferenciar em efetores
do tipo Th1 ou Th2. Como os macrofagos ativados que entraram em contato com a
micobactéria produzem IL-12, o padrdo de resposta imune observado na infecgao por M.
tuberculosis € do tipo Th1. Wangoo e colaboradores (2001) demonstraram que a indugao do
padrdo Th1 em camundongos gera protegcao contra o desafio com M. tuberculosis enquanto
que a indugdo do padrdao Th2 gera susceptibilidade a esse patdogeno. Os mecanismos
efetores das células Th1 consistem em produzir principalmente INF-y, citocina essencial no
controle da micobactéria dentro do hospedeiro, cuja funcéo é estimular a sintese de varias
substancias microbicidas pelos macréfagos favorecendo a eliminacdo do bacilo (Flynn,
2004).

Apesar dos linfocitos T CD4+ serem as principais células ativadas devido aos
antigenos da micobactéria estarem localizados dentro de fagossomos, as células T CD8+
sdo também importantes na resposta contra o bacilo. Essas células geralmente reconhecem
antigenos apresentados pela maquinaria de apresentagdo MHC tipo I, que se liga a
fragmentos antigénicos sintetizados no citoplasma da célula. Sendo M. tuberculosis um
patégeno que esta localizado nos fagossomos e nao no citoplasma da célula, ainda nao esta
claro como os antigenos da micobactéria atingem o MHC | da célula hospedeira. Uma das
hipéteses sugeridas para resolver essa questdo baseia-se no fato de que dentro dos
macrofagos o M. tuberculosis ird induzir apoptose, o que levaria a produgao de vesiculas
extracelulares carregando uma grande variedade de antigenos. Essas vesiculas

rapidamente sdo engolfadas por células dendriticas que entdo apresentam os antigenos via
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MHC |. Esse processo é conhecido como “cross-priming” (Fig. 1). Os antigenos de M.
tuberculosis podem ter acesso a maquinaria de apresentacao de antigenos MHC | de outros
modos. Embora esteja localizado dentro de fagossomos, foi demonstrado que o bacilo pode
ter acesso ao citoplasma da célula hospedeira. Com isso, os antigenos secretados sao
capazes de alcancar a maquinaria MHC | e serem apresentados para linfécitos T CD8+
(Mazzacarro et al., 1996).

Apods o reconhecimento do antigeno, as células T CD8+ ativadas sao estimuladas e
passam a produzir granulisina e perforinas, componentes que agem diretamente nas

micobactérias intra e extracelulares (Hoft, 2008).

Phagocytosis

- Dendritic cell
MHC |
Figura 1: Cross-priming. Células dendriticas circulantes fagocitam os fragmentos do bacilo
juntamente com os seus antigenos. A partir dai, os antigenos s&o processados por essas
células e apresentados através do MHC | para linfocitos T CD8+ (Adaptado de Bahjat &

Schoenberger, 2004).

Outros linfécitos T menos comuns também participam da resposta imune protetora.
Apos a estimulacédo por antigenos nao protéicos da micobactéria, as células T yd podem
expandir rapidamente e produzir muitas citocinas, especialmente INF-y. Essas células
podem desenvolver fungcbes de meméaria efetora, incluindo o desenvolvimento de um perfil
de resposta similar aos linfocitos Th1 CD4+. Outro grupo menos comum de linfécitos sao as
células T restritas a CD1. Elas reconhecem glicolipidios do M. tuberculosis apresentados por
moléculas CD1 e secretam perfurinas e granulisinas que tém a fungéo de eliminar os bacilos
de dentro dos macrofagos (Kaufmann, 2002; Hoft, 2008).

A comunicagao entre as células T e os macréfagos é alcancada através das varias
citocinas ja citadas, principalmente TNF-a, INF-y e IL-12. Essa comunicagdo permite com

que os macroéfagos possam controlar a replicagcdo micobacteriana dentro de estruturas
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denominadas granulomas (Kaufmann, 2004). Os granulomas sao formados por uma area
central de necrose caseosa (Cosma et al., 2003), circundada por macréfagos infectados,
linfécitos T CD4+ em maior quantidade e T CD8+ em menor quantidade, e um pequeno
influxo de linfocitos B distribuidos perifericamente. Estas estruturas, evidenciadas na reacao
inflamatdria crénica, mantém os bacilos em estado quiescente, conservando assim sua
capacidade de replicacdo e disseminacgao (Silva et al., 2001; Russell, 2007). Quando o
microrganismo esta contido dentro do granuloma, a doenga é assintomatica. Cerca de 90%
das pessoas infectadas apresentam o bacilo em sua forma latente no organismo dentro
destas estruturas. Essa contengdo geralmente falha quando a resposta imune do
hospedeiro é inadequada; situacdo esta onde a populagdo de células T CD4+ esta
diminuida. Desse modo, o granuloma é rompido espalhando os bacilos para os diversos
tecidos. A doencga é, entdo, reativada e o paciente torna-se contagioso (Wallis, 2007). A

Figura 2 ilustra os mecanismos de controle da infecgéo pelo M. tuberculosis citados acima.
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Figura 2: Processos envolvidos na infec¢éo, no curso da doenga e nos mecanismos
imunes ativados durante a infeccdo pelo M. tuberculosis. Quando as micobactérias
alcangcam o espago alveolar sdo engolfadas por macréfagos e por células dendriticas.
Estas células produzirdo IL-12 responsavel por ativar células T. As células T ativadas
migrarao para o foco da infec¢ao auxiliando na formagao do granuloma e produzirdo INF-y
que agira em sinergismo com o TNF-a opsonizando a atividade dos macréfagos. Algumas
células T ativadas também secretardo perfurinas e granulosinas que terdo a funcao de
eliminar os bacilos dentro dos macréfagos. Uma vez que a comunicagao entre macrofagos
e células T é prejudicada, granulomas nao mais conterao as micobactérias causando a
sua disseminacao (Adaptado de Kaufmann, 2002).
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Apesar da resposta granulomatosa ser eficaz em combater a disseminag¢ao do bacilo
no organismo, é importante ressaltar que essa resposta inflamatdria, persistente em alguns
individuos, pode ocasionar a confluéncia dos granulomas gerando grandes areas de
necrose. Com isso, os tecidos sao destruidos levando a consequentemente faléncia do
6rgao afetado (Cosma et al., 2003).

Como foi constatado, a resposta imune mediada por células possui um papel central
para o controle da infeccao. Como o M. tuberculosis € um patégeno intracelular pode-se
pensar que a imunidade humoral ndo contribui para a protecdo. Entretanto, quando a
doenca é disseminada para outros 6rgaos, anticorpos especificos contra os bacilos que
estdo localizados no meio extracelular podem ser detectados. Os anticorpos se ligam as
micobactérias e a fagocitose desses bacilos opsonizados (envolvidos pelos anticorpos)
aumenta a capacidade microbicida de células fagociticas e estimula a resposta imune
celular (Hoft, 2008).

Sendo assim, trés consideragbes gerais a respeito da resposta imune contra o M.
tuberculosis podem ser feitas:

(i) Embora as diferentes populagdes de células T sejam requeridas na inducdo de
uma resposta imune eficaz, as células T CD4+ sdo as principais responsaveis pela geragao
dessa resposta, seguida das células T CD8+ (Kaufmann, 2004).

(i) A citocina IL-12 produzida pelos macréfagos ativados pelo contato com o bacilo,
diferencia as células T CD4+ que estdo no sitio da infeccdo em efetores do tipo Th1. Além
disso, IL-12 participa do processo de ativacado das células NK. As células T CD4+ Th1 e as
células NK ativadas passam a produzir IFN-y, a qual juntamente com TNF-a, ativa as
fungdes microbicidas dos macréfagos. A produgdo dessas citocinas € essencial para o
controle da infecgao (Cooper et al., 1993; Salgame, 2005).

(iii) Apesar das células T serem os principais mediadores da protecio contra a TB, as
funcdes efetoras sdo principalmente desempenhadas pelos macréfagos. A interacéo entre
as células T e os macrofagos induz a formagao de granulomas, estruturas que fazem com
que a disseminacdo e a replicacdo micobacteriana seja controlada. Uma vez que essa
comunicagao € prejudicada, os granulomas ndo mais conseguem conter as micobactérias e

estas se espalham pelos outros 6rgaos e até mesmo para o ambiente (Kaufmann, 2004).

[1.2.2 TRATAMENTO E PROFILAXIA

A descoberta da penicilina por Fleming em 1928 inaugurou uma nova era na
medicina — a era dos antibidticos. Esse farmaco se mostrou eficaz no tratamento de varias
doencas causadas por bactérias que até entdo ndo tinham cura. O uso da penicilina, no

entanto, se mostrou curiosamente ineficaz contra a tuberculose (Souza & Vasconcelos,
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2005). A partir disso, a comunidade cientifica comegou a buscar outros produtos que
pudessem tratar a enfermidade.

O primeiro antibiético capaz de inibir in vitro o crescimento do M. tuberculosis foi a
actinomicina, substancia produzida por algumas espécies de Streptomyces. Descoberta nos
anos 30 logo depois da penicilina, esse medicamento se mostrou ser muito toxico para
animais e humanos. A descoberta em 1943 da estreptomicina, substéncia produzida
também por um microrganismo, foi um grande avango na luta contra a TB. Como possui
baixa toxicidade, o seu uso foi permitido em humanos atuando de maneira eficaz no
combate a tuberculose (Souza & Vasconcelos, 2005; Lugo & Bewley, 2008).

Nas décadas de 50 e 60 foram introduzidas varias drogas anti-TB como a isoniazida
(INH), a cicloserina, a rifamicina, a pirazinamida (PZA) e o etambutol (EMB). Dentre os
antibioticos utilizados, a rifamicina, um produto natural originado da bactéria Amycolatopsis
mediterranei, se destaca, pois serviu como matéria prima para o desenvolvimento da
rifampicina (RIF). Hoje em dia, a RIF é a uma das drogas mais importantes no tratamento da
TB (Frieden & Driver, 2003).

A quimioterapia padrdo contra a TB recomendada pela Organizagdo Mundial de
Saude (OMS) é denominada de TCPDO (Tratamento de Curto Prazo Diretamente
Observado), mais conhecida como “DOT” (Directly Observed Treatment). Esta estratégia
consiste em dois meses de tratamento com a administragdo das drogas anti-TB de primeira
geracao (isoniazida, rifampicina, pirazinamida e etambutol), seguida por outra fase com a
administracido de isoniazida e rifampicina por mais quatro meses, totalizando seis meses de
tratamento (Who, 2005). Entretanto, a infecgdo com linhagens de micobactérias multi-drogas
resistentes (MDR-TB) e, mais recentemente, extensivamente resistentes (XDR-TB), torna o
tratamento mencionado acima pouco eficaz. Sendo assim, os acometidos sao tratados com
as drogas de segunda geragao (canamicina, amicacina, cicloserina, dentre outras). Um dos
inconvenientes da utilizacdo das drogas de segunda geracao € a sua alta toxicidade para o
paciente. Aliado a isso, o longo periodo de tratamento exigido (no minimo seis meses)
acaba resultando no abandono do mesmo, tendo reflexos importantes no controle da
doenca e no aparecimento de bacilos resistentes (Silva, 1999; Zhang, 2005).

Além da quimioterapia convencional, a TB pode ser controlada utilizando-se a BCG
(Bacillus Calmette-Guérin), unica vacina disponivel para uso clinico. Ela foi e continua sendo
largamente utilizada em programas de vacinagdo contra a tuberculose e estima-se que
cerca de 3 bilhdes de pessoas ja tenham sido vacinadas (Martin, 2005).

A BCG foi desenvolvida no Instituto Pasteur por dois pesquisadores, Albert Calmette
e Camille Guérin. Eles fizeram varias passagens de uma linhagem virulenta de M. bovis em
meio de cultura por 13 anos. Apds esse tempo, observou-se que o microrganismo nao

causava mais lesbes tuberculosas e conferia protecdo a animais frente ao desafio com
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linhagens virulentas do bacilo (Liu et al., 2009). Posteriormente, a vacina comegou a ser
administrada em recém-nascidos e foi distribuida pelo Instituto Pasteur para laboratérios de
todo o mundo. O Brasil iniciou em 1927 seus programas de imunizagdo com a BCG que
foram implantados principalmente por Arlindo de Assis, com o0 apoio da Liga Brasileira
Contra a Tuberculose (Hijjar et al., 2007).

Embora venha sendo amplamente utilizada no Brasil e em outros paises, a eficacia
da BCG permanece controversa. Verificou-se que a vacina é capaz de proteger criangas
contra as formas mais severas de TB, incluindo a meningite tuberculosa (Liu et al., 2009).
Em contraste, a eficacia da vacina em pacientes adolescentes e adultos acometidos com a
TB pulmonar varia de 0 a 80%, dependendo da populagao estudada (Britton & Palendira,
2003; Liu et al., 2009). As diferencas genotipicas e de idade das populagcbes bem como
fatores ambientais e a dose da vacina empregada podem explicar esse fenédmeno (Brewer,
2000; Smith et al., 2000). Foi visto por meio de analises de genémica comparativa que as
diferentes linhagens de BCG utilizadas no mundo possuem composi¢cao genética distinta
(Behr, 2001). Essa heterogeneidade genética é provavelmente causada pelos diferentes
mecanismos de atenuacao que cada linhagem sofre em diferentes regiées do mundo (Liu et
al., 2009).

Por ser uma vacina viva, a BCG apresenta risco de reversao da patogenicidade, o
que limita o seu uso em pacientes imunocomprometidos. Esse fato é essencialmente grave
se considerarmos que no caso da TB a co-infecgao pelo HIV tem se tornado cada vez mais
comum. Além disso, ela interfere com uma importante ferramenta de diagnéstico para TB, o
teste da tuberculina, também conhecido como PPD (Derivado Protéico Purificado). Diante
dos motivos expostos acima, faz-se necessaria a pesquisa € o desenvolvimento de novas

vacinas seguras e mais eficazes (Gupta et al., 2007).

11.2.2.1 Vacinas contra TB em desenvolvimento

Com a caracterizagdo de muitas proteinas codificadas pelo genoma das
micobactérias foi possivel identificar inUmeros antigenos imunogénicos e/ou
imunodominantes como promissores candidatos ao desenvolvimento de vacinas mais
eficazes que a BCG. Nos ultimos anos, mais de 200 vacinas foram testadas. Entre elas
estdo (i) as vacinas baseadas em linhagens de micobactérias atenuadas ou inativadas (ii)
vacinas de subunidade (iii) vacinas baseadas em microrganismos vivos recombinantes e (iv)
vacinas génicas. Muitas dessas vacinas encontram-se em fase de ensaio clinico (Reed &
Lobet, 2005; Ginsberg, 2002).
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11.2.2.1.1 Vacinas baseadas em linhagens de micobactérias atenuadas ou inativadas

Os processos de atenuacao de viruléncia tradicionalmente utilizados baseiam-se em
passagens dos microrganismos em placas de cultura sob diferentes condigdes, levando ao
surgimento de mutantes menos virulentos, como no caso da BCG. Entretanto, o avanco da
biologia molecular possibilitou conhecer o genoma de microrganismos patogénicos
permitindo a identificacdo e a inativacdo de genes responsaveis pela viruléncia e
patogenicidade visando a construgdo de novas vacinas. Linhagens atenuadas de M. microti
e M. tuberculosis foram testadas e sua utilizacdo em ensaios in vivo geraram resultados
muito satisfatérios (Manabe et al., 2002; Martin et al., 2006; Gupta et al., 2007).

M. microti é capaz de infectar somente pequenos roedores, mas pode causar
doengas em outros animais quando administrada em altas doses. Apesar de seu genoma
ser similar ao de M. tuberculosis,analises cromossdémicas revelaram que M. microti ndo
possui alguns genes que estdo presentes em linhagens virulentas de M. tuberculosis. Por
serem naturalmente atenuadas, as linhagens foram testadas como vacinas em mais de
10.000 humanos. Os resultados mostraram que essa vacinagdo gerou uma protegcéo
comparavel com a BCG. Contudo, M. microti foi abandonada por motivos que ainda
permanecem obscuros (Manabe et al., 2002).

Outra estratégia utilizada foi o desenvolvimento de mutantes auxotréficos de M.
tuberculosis. Essas linhagens expressam todos os antigenos das linhagens virulentas,
incluindo varios antigenos ausentes na BCG. No entanto, elas ndo podem persistir in vivo,
pois 0s genes que codificam enzimas metabdlicas essenciais a sua sobrevivéncia estdo
nocauteados (Hoft, 2008). Essas vacinas se mostraram seguras quando testadas em
camundongos da linhagem SCID, porém, testes em humanos ainda nao foram conduzidos
devido a falta de seguranga e problemas de estabilidade (Gupta et al., 2007).

Camudongos BALB/c vacinados com linhagens SO2 de M. tuberculosis, que
possuem o fator de viruléncia phoP n&o-funcional, apresentaram niveis superiores de
protecdo em relacdo aos que foram vacinados com a BCG (Martin et al., 2006). Testes
utilizando esse mutante estdo sendo conduzidos e os estudos demonstraram que o mutante
e capaz de persistir no organismo do hospedeiro sem lhe causar danos teciduais (Gonzalo-
Asensio et al., 2008).

O desenvolvimento de vacinas atenuadas € um processo bastante trabalhoso devido
as dificuldades encontradas em se alcangar um nivel seguro de atenuacdo. Para evitar o
perigo de reversdo da patogenicidade, especialmente em pacientes com HIV, foram
desenvolvidas linhagens de M. vaccae inativadas. A preparagédo de M. vaccae inativada por
calor induziu forte protegdo em camundongos desafiados com M. tuberculosis. Atualmente

essa vacina encontra-se em fase de ensaio clinico Il (Hoft, 2008).
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11.2.2.1.2 Vacinas de subunidade

O desenvolvimento de vacinas de subunidade s6 foi possivel apds a identificacdo de
antigenos de M. tuberculosis capazes de induzir respostas imunes apropriadas. Uma vez
identificados, os fragmentos antigénicos (elementos da parede do bacilo, moléculas
secretadas como proteinas, carboidratos e glicolipideos) foram purificados e testados contra
a TB. Apesar de serem seguras, essas vacinas exigem alto custo de producao e s&o pouco
imunogénicas sendo necessario administra-las com adjuvantes, substancias capazes de
potencializar a resposta imune (Baumann et al., 2006; Sable et al., 2007).

As proteinas secretadas por M. tuberculosis nos primeiros estagios de infecgdo sao
consideradas alvos para a fabricagcdo de vacinas, pois presumivelmente elas sdo as
primeiras a estabelecerem um contato com o sistema imunolégico do hospedeiro. Exemplos
sdo as proteinas Ag85B, TB10.4, a proteina de 6 kDa - ESAT-6, Mtb32, Mtb39, dentre
outras. Fracbes purificadas de algumas dessas proteinas tém sido utilizadas em ensaios de
imunizacado e tém se mostrado eficazes em gerar uma resposta imune efetiva contra a TB
(Kamath et al., 2008; Olsen et al., 2004).

A proteina Ag85B, relatada como sendo um dos principais alvos para as células T, foi
capaz de induzir protegao parcial em camundongos e protegdo total em porcos-da-india
desafiados com linhagens virulentas de M. tuberculosis (Mustafa et al., 2000; Yadav et al.,
2001; Olsen et al.,, 2004). Camundongos recém-nascidos e adultos que receberam a
proteina Ag85B fusionada a ESAT-6, quando misturadas ao adjuvante 1C31®, também
demonstraram resposta imune protetora contra o bacilo (Kamath et al., 2008). A construcao
ESAT6/Ag85B foi bem sucedida tanto em camundongos quanto em primatas (Baumann et
al., 2006).

Dietrich et al. (2005) reportaram que a vacinagdo com a proteina imunodominante
TB10.4 induziu forte protegdo em modelo murino. Quando fusionada a Ag85B, induziu
protecao contra a TB comparavel aquela induzida por Ag85B/ESAT-6 e BCG.

A vacina de subunidade Mtb72F, composta por dois antigenos, Mtb32 e Mtb39,
mostrou protecado contra a TB em camundongos (Skjot et al., 2000), porcos-da-india (Reed
et al.,, 2003) e coelhos (Tsenova et al., 2003). Estudos posteriores revelaram que essa
vacina induziu a produgao de células Th1 protegendo macacos desafiados com M.
tuberculosis (Langermans et al., 2005; Reed & Lobet, 2005).

Estdo sendo pesquisados também antigenos expressos durante a fase latente do
bacilo dentro do organismo (Baumann et al., 2006) assim como novas estratégias que visam
aperfeicoar a entrega dos antigenos in vivo (ex: uso de microesferas e lipossomas que

estimulam a resposta imune) (Evans et al., 2004).
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11.2.2.1.3 Vacinas baseadas em microrganismos vivos recombinantes

Os mesmos antigenos micobacterianos que sao utilizados para a fabricagao de
vacinas de subunidade estao também sendo expressos em microrganismos geneticamente
modificados tais como o virus vaccinia Ankara (MVA), adenovirus, BCG e outros vetores
virais e bacterianos. A vantagem de se utilizar vetores vivos para a entrega de antigenos é
que os mesmos possuem efeitos adjuvantes potentes, sdo capazes de estimular tanto
resposta imune de mucosa quanto sistémica e sdo aptos a sintetizar antigenos in vivo
aumentando a magnitude da resposta imune (Hoft, 2008).

O virus MVA expressando Ag85A foi utilizado com sucesso em ensaios clinicos fase
| no Reino Unido e no Gambia gerando indugdo de respostas T CD4+ especialmente
quando administrados em pessoas previamente vacinadas com a BCG (McShane et al.,
2004).

Apesar da eficacia duvidosa da BCG, esta vacina ainda permanece como a melhor
alternativa de imunizagdo uma vez que possui caracteristicas interessantes, como, por
exemplo, ser bastante imunogénica e ter sido empregada por tanto tempo, o que gera
seguranga acerca de seu uso. Esses fatores contribuem fortemente para que os grupos de
pesquisa se voltem para o desenvolvimento de vacinas recombinantes baseadas na BCG,
com a tentativa de melhorar a sua antigenicidade (Gupta et al., 2007).

Um candidato promissor para o desenvolvimento de uma nova vacina é a
rBCGAureC:hly (VPM1002). Essa linhagem foi modificada de maneira a produzir uma lisina
(HLY) de Listeria monocytogenes permitindo que a BCG escape do fagossomo e seja
apresentada mais eficientemente para linfécitos T CD8+ (Grode et al., 2005). Camundongos
imunizados com VPM1002 foram protegidos contra desafios com a linhagem laboratorial de
M. tuberculosis e também contra um isolado clinico de Beijing/W (Glynn et al., 2002). No
final de 2008, essa vacina entrou em ensaio clinico fase I.

A BCG de Tokio expressando Ag85A é também uma promissora vacina contra a TB,
demonstrando protecdo em macacos cynomolgus e em macacos rhesus (Sugawara et al.,
2007; Sugawara et al., 2009). Linhagens de BCG capazes de sintetizar o antigeno Ag85C
também foram desenvolvidas e se mostraram capazes de modular o sistema imune de
porcos-da-india aumentando os niveis de células Th1 os protegendo contra o desafio com
M. tuberculosis virulenta (Jain et al., 2008). Recentemente, outra vacina utilizando BCG
recombinante foi desenvolvida por Qie e colaboradores (2008). Essa vacina expressa o0s
antigenos micobacterianos Ag85B—mpt64490_19s—mtb8.4 fusionados e suscitou respostas
imunes mais duradouras que a BCG convencional. Outro exemplo sdo as BCG’s
expressando perfringolisina (AFRO-1) desenvolvidas por Magalhdes e colaboradores

(2008). Macacos Rhesus imunizados com AFRO-1 e posteriormente com adenovirus
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expressando Ag85A, Ag85B e TB10.4, revelaram presenca de forte resposta imune mediada

por células T.

11.2.2.1.4 Vacinas génicas

As vacinas de DNA sao as mais recentes formas de vacina e apresentam uma
interessante alternativa para a apresentagdo de moléculas antigénicas para o sistema
imune. Elas consistem na administracdo de um plasmideo bacteriano dentro do hospedeiro
que contém um cassete de expressao eucaribdtico responsavel por codificar o antigeno de
interesse, possibilitando a geracdo de antigenos in vivo. Outra caracteristica interessante é
que elas possuem adjuvantes enddgenos chamados “motivos CpG” (citosina-fosfato-
guanina nao metiladas), responsaveis por aumentar a magnitude da resposta imune
(Gurunathan et al., 2000). Além disso, sao estaveis e apresentam baixo custo de produgéo.
Desta forma, elas tém se apresentado como promissoras estratégias contra patégenos
intracelulares que sao refratarios ao sistema imune e a quimioterapia.

Em 1992, Tang e colaboradores demonstraram que a injecao de plasmideos de DNA
em cobaias podia induzir respostas imunes. No ano seguinte, outros dois grupos de
pesquisa (Ulmer et al., 1993; Robinson et al., 1993) revelaram que o indculo de plasmideos
codificando o antigeno da influenza em animais os protegeu contra o desafio com o virus
causador da doenca (Jun-Ming & Dao-yin, 2006).

Os primeiros dados mostrando protecao significativa contra TB através da inoculagao
de vacinas génicas em animais utilizaram DNA nu (“naked DNA”). A eficacia dessa forma de
vacinagao foi primeiramente relatada por Tascon et al. e Huygen et al. em 1996.
Subseqiientemente, outras vacinas de DNA codificando varios antigenos micobacterianos
mostraram protecao contra a infecgao por M. tuberculosis (Jun-Ming & Dao-yin, 2006).

Plasmideos expressando o antigeno ESAT-6 foram efetivos em reduzir a quantidade
de M. tuberculosis no pulmao de animais infectados com o bacilo (Lowrie et al., 1999). Ha e
colaboradores (2003) reportaram que as vacinas de DNA codificando o antigeno Ag85A
foram capazes de prevenir a reativagdo de TB em camundongos quando administradas
juntamente com a quimioterapia convencional. Em 2008, Liang e colaboradores
demonstraram que a vacina de DNA Ag85A associada com rifampicina foi eficaz para o
tratamento de camundongos infectados com linhagens MDR de M. tuberculosis. Esses
resultados sdo animadores e aparecem como uma alternativa viavel para tentar resolver o
problema da resisténcia em paises em desenvolvimento.

Apesar de inumeros trabalhos terem demonstrado a habilidade das vacinas de DNA
em induzir a proliferacdo de ceélulas do sistema imune e proteger camundongos, foi

observado que elas apresentam-se fracamente imunogéncias quando administradas em
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animais de grande porte e em humanos. Um dos motivos seria a acdo de nucleases de
restricdo enddgenas que degradam o plasmideo e evitam o surgimento de uma resposta
imune eficiente. Existe também uma certa inseguranga que o DNA introduzido artificialmente
possa se integrar ao genoma do hospedeiro e causar doengas auto-imunes (Li & Zhu,
2006).

Afora estes obstaculos, grandes esforgos tém produzido progressos nessa area. Um
importante fator que deve ser levado em consideragéo a respeito das vacinas de DNA e a
escolha do antigeno. A maioria das vacinas construidas até entdo foram baseadas em
proteinas que sao secretadas por M. tuberculosis tais como ESAT-6, Ag85 ou em proteinas
do choque térmico (Heat Shock Proteins: HSP’s). De uma forma geral, as HSP’s produziram
resultados promissores e diante dos diversos efeitos estimulantes sobre o sistema
imunoldgico, elas sdo consideradas antigenos potenciais a serem utilizados na profilaxia

contra os mais variados agentes infecciosos, incluindo M. tuberculosis.

I1.3. Proteinas do choque térmico (HSPs)

[1.3.1. HSP’S: CONCEITOS GERAIS

Todos os organismos respondem ao calor induzindo a sintese de um grupo de
proteinas altamente conservadas chamadas de proteinas do choque térmico (Heat Shock
Proteins: HSP’s). Essa resposta foi observada em bactérias, fungos, plantas e animais.
Além do calor, outros estresses podem induzir a produ¢cao das HSP’s tais como falta de
oxigénio, presencga de etanol e metais pesados no meio. Essas proteinas também podem
ser encontradas em condi¢bes normais de temperatura, embora em menor quantidade, e
desempenham um papel vital no funcionamento normal da célula (Lindquist, 1986; Lindquist,
1988).

Também conhecidas como chaperonas, as HSP’s auxiliam na conformacgao
tridimensional de proteinas recém-formadas, e com isto impedem a formacéo de proteinas
com conformacéo tridimensional inadequada. Apdés o estresse, as HSP’s reparam as
proteinas mal formadas ou promovem a sua degradacdo (Netzer et al., 1998; Jolly et al.,
2000). Além de atuar como chaperonas, elas realizam outras fungdes mais especializadas,
como o controle transcricional (Xing et al., 2004) e o controle de apoptose (Takayama et al.,
2003).

As HSP’s sdo classificadas, principalmente, em seis familias de acordo com o seu
peso molecular: Hsp10, Hsp40, Hsp60, Hsp70, Hsp90 e Hsp100. Apesar de serem mais
referidas como proteinas citosdlicas, elas podem estar presentes na parede celular ou

podem também ser secretada pela célula (Gullo & Teoh, 2004).
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As HSP’s localizadas intracelularmente protegem a célula favorecendo sua
sobrevivéncia em condigdes letais. Quando ancoradas a membrana ou secretadas, essas
proteinas sdo capazes de interagir com células do sistema imune mediando respostas

imunolégicas, o que as torna alvo para o desenvolvimento de vacinas (Schmitt et al., 2007).

11.3.2. HSP’S COMO ANTIGENOS VACINAIS

As HSP’s tém sido descritas na literatura como principais antigenos de muitos
patdgenos. Algumas dessas proteinas funcionam como potentes indutores da imunidade
inata e adaptativa. Elas ativam células dendriticas e células NK, aumentam a capacidade de
apresentacao de antigenos a células efetoras (T) melhorando a resposta imune humoral e
celular. Neste contexto, tais fungcbes, desempenhadas pelas HSP’s, estdo sendo exploradas
para o desenvolvimento de vacinas contra doengas infecciosas (Segal et al., 2006).

As HSP’s derivadas de patdgenos s&o as primeiras proteinas a serem sintetizadas
apos os primeiros contatos com o hospedeiro, pois, como sdo chaperonas, elas auxiliam na
sobrevivéncia do microrganismo dentro do organismo. Dessa maneira, as HSP’s s&o os
primeiros antigenos a serem reconhecidos pelo sistema imune e agem, portanto, como
imunoestimulantes. Outra caracteristica intrigante € a imunodominancia das HSP’s. Sendo
proteinas muito conservadas, uma mesma célula de memdéria é capaz de reconhecer
epitopos de diferentes HSP’s. Além disso, diante de situagbes de estresse, as células do
préprio hospedeiro respondem aumentando os niveis de expressao de suas HSP’s, as quais
também se tornam disponiveis para o reconhecimento pelo sistema imunolégico (Eden et
al., 2005; Segal et al., 2006).

Varias HSP’s de diferentes patdégenos foram apresentadas ao sistema imune e
interessantes resultados foram obtidos. Kang e colaboradores (2004) demonstraram que a
Hsp70 derivada do protozoario Toxoplasma gondii induziu a maturagdo de células
dendriticas e estimulou a producéo de IL-12 no hospedeiro. Quando Noll & Autenrieth (1996)
imunizou animais com Hsp60 de Yersinia enterocolitica os mesmos foram protegidos apés o
desafio com a linhagem virulenta deste microrganismo.

Em 1994, Silva e colaboradores utilizaram pela primeira vez a proteina Hsp65 de
Mycobacterium leprae, antigeneticamente muito similar & Hsp65 de M. tuberculosis (Lowrie
et al., 1994), como antigeno para o desenvolvimento de uma vacina contra a TB. A partir de
entdo, muitos trabalhos foram publicados relatando as vantagens de se utilizar uma vacina
de DNA baseada no gene Hsp65 de M. leprae como antigeno contra a infecgdo por M.
tuberculosis (Bonato et al., 1998; Souza et al., 2008). Dessa maneira, pode-se sugerir que 0
Hsp65 seria um potencial antigeno candidato para o desenvolvimento de uma nova vacina

contra a TB.
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11.3.3. HSP65 DE Mycobacterium leprae E A TUBERCULOSE

Estudos envolvendo células transfectadas com um vetor retroviral contendo a ORF
Hsp65 de M. leprae induziram prote¢cdo contra desafio com linhagem virulenta de M.
tuberculosis H37Rv, em modelo experimental (Silva & Lowrie., 1994). Em seguida, quando
somente plasmideos contendo a ORF Hsp65 foram inoculados em camundongos, percebeu-
se que eles foram capazes de proteger esses animais contra subseqliente desafio com M.
tuberculosis. Essa vacina de DNA-hsp65 quando administrada por via intramuscular ou
endovenosa em camundongos infectados com M. tuberculosis apresentou efeitos
profilaticos e terapéuticos em varios modelos animais (Lowrie et al., 1999; Silva, 1999;
Bonato et al., 2004). Os efeitos benéficos observados foram associados a participacao de
células T CD4+ e T CD8+ caracteristicas do perfil Th1 de resposta (Bonato et al., 1998;
Lowrie & Silva, 2000).

Entretanto, esta vacina, utilizada como DNA nu (“naked DNA”) e administrada mais
comumente por via intramuscular, requeria multiplas doses de grandes quantidades de
plasmideo, pois estava provavelmente sendo degradada in vivo por endonucleases de
restricdo (Lowrie et al., 1997). Com o intuito de diminuir a dose da vacina Souza e
colaboradores (2008) testaram diferentes vias de administrac&o, incluindo a administragéo
em camundongos de lipossomas contendo DNA-hsp65. Essa estratégia demonstrou ser a
mais efetiva e promissora, ja que pequenas doses de DNA foram suficientes para gerar
protecdo contra M. tuberculosis virulenta.

Com o intuito de aumentar a imunogenicidade de sua vacina de DNA também
baseada no Hsp65, Changhong e colaboradores (2009) fusionou esse antigeno ao gene que
codifica a interleucina-2 humana, citocina que estimula a proliferacdo de linfocitos T
citotoxicos. A administracdo de DNA-hsp65-IL-2 induziu respostas Th1 demonstrando
efeitos profilaticos e terapéuticos em camundongos vacinados. Entretanto, essa vacina nao
foi mais eficaz quando comparada a vacina DNA-hsp65 desenvolvida por Silva e
colaboradores (1994).

A maioria das vacinas de DNA-hsp65 ja desenvolvidas foram projetadas para serem
administradas por via parenteral. No entanto, além de se tratar de uma rota invasiva,
vacinas administradas dessa maneira s&o pouco eficientes em estimular o sistema imune
associado as mucosas, sendo efetivas somente contra patégenos que penetram pela rota
sistémica do organismo (Eriksson & Holmgren, 2002). Diante disso, e considerando que o
primeiro contato de M. tuberculosis € estabelecido através da mucosa nasal, sistemas de
apresentagdo de antigenos diretamente a superficie de mucosas representam uma

alternativa mais adequada para o desenvolvimento de uma nova vacina contra a TB.
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I1.4. A imunidade de mucosas e a TB

O epitélio da mucosa constitui uma barreira fisica e quimica que separa o meio
corporal interno do externo. As células epiteliais possuem sensores que detectam perigosos
agentes ou produtos microbianos. Apds o reconhecimento de substancias nocivas ao
organismo, elas secretam citocinas e quimiocinas para células dendriticas e macréfagos
ativando, assim, a resposta imune inata. Sendo assim, as mucosas representam a primeira
linha de defesa contra os microrganismos que utilizam esse meio de entrada (Kagnoff &
Eckmann, 1997; Izadpanah et al., 2001).

A inducdo de respostas imunes contra antigenos exégenos, microrganismos e
vacinas requerem a presenga de tecidos linféides bem organizados. A prevencido de
infeccdes no trato respiratério superior € mediado pelos tecidos linféides associados a
nasofaringe (NALT - Naso- pharynx-associated lymphoid tissue). No trato respiratério inferior
as infeccbes sao prevenidas pelo BALT (Bronchus-associated lymphoid tissue), no trato
gastrointestinal elas sdo combatidas pelo GALT (Gut-associated lymphoid tissue). Os
tecidos linféides associados a mucosa (NALT, BALT e GALT) contém células
especializadas, chamadas de células M, que tém como funcgio interagir, capturar e
transportar os antigenos e pequenos parasitas levando-os até as células apresentadoras de
antigenos (macrofagos, células dendriticas) (Perdigon et al., 2001; Hobson et al., 2003).

O NALT contém células M, células dendriticas e linfonodos cervicais (LC). Os LC sao
esquematicamente divididos em cortex e medula. Na regidao cortical estdo presentes os
foliculos linféides, com seu centro germinativo, no qual se encontram os linfécitos B. Na
regiao medular estdo localizados os linfécitos T (Hobson et al.,, 2003; Chammas et al.,
2004). As células dendriticas interagem com os antigenos e os apresentam as células T
localizadas nos linfonodos cervicais estabelecendo uma comunicagao entre imunidade inata
e adaptativa. As células T ativadas secretam citocinas estimulando os linfécitos B. Os
antigenos T-independentes sdo capazes de se ligar aos receptores de imunoglobulinas das
células B ativando-as. Por fim, as células T e B unidas criam uma poderosa linha de defesa
contra o agente infeccioso (Hobson et al., 2003; Kutzler & Weiner, 2008).

Uma importante caracteristica da resposta imune adaptativa das mucosas é a
produgdo de anticorpos do tipo IgA por plasmocitos. A IgA é a principal classe de anticorpos
que pode ser eficientemente secretada através dos epitélios e desempenha papel critico,
pois neutraliza a nocividade de organismos patogénicos (Macpherson et al., 2001). Uma das
funcdes exercidas por esses anticorpos € a capacidade de aprisionar microrganismos
invasores no muco prevenindo o contato direto do patégeno com a superficie da mucosa
(Lamm, 1997).
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As imunizagdes intranasais podem estimular resposta imune nas glandulas mamarias,
no trato respiratorio superior, na vagina e até mesmo no intestino de animais imunizados.
Dados na literatura sugerem que essa rota de imunizagao € mais efetiva quando comparada
as imunizagdes oral, intestinal e genital (Hobson et al., 2003).

As diferentes rotas de imunizagdo que vém sendo testadas apresentam diferentes
habilidades em induzir resposta imune humoral e celular (Hopkins et al., 1995; Mercenier et
al., 2000). E também interessante associar a via de imunizagdo com o tipo de patégeno que
se quer combater. Por exemplo, induzir resposta de IgA nas mucosas do reto e da vagina
seria de grande importancia na protegdo contra patdégenos sexualmente transmissiveis,
enquanto que a secrecao de IgA no pulmio poderia promover protecdo contra infeccbes
respiratorias (Hopkins et al., 1995), como no caso da TB. Dessa maneira, o desenvolvimento
de sistemas de apresentacdo de antigenos a superficie de mucosas nasais € um importante
fator a ser estudado no caso da TB, uma vez que o inicio da infecgdo se da pelo contato do

M. tuberculosis a superficie pulmonar.

I1.5. Utilizagdo de bactérias vivas como vacinas de mucosa

Estratégias que visam combater patégenos presentes na superficie das mucosas
podem ser o Unico meio de prevenir uma infeccdo. Uma importante contribuicdo para o
desenvolvimento de novas vacinas de mucosa consiste na utilizagdo de bactérias e virus,
geneticamente modificados, capazes de produzir e apresentar antigenos heterdlogos
(Medina & Guzman., 2001). O uso de bactérias como carreadores tém algumas vantagens
sobre o uso de virus, uma vez que estes possuem limitagdes quanto ao tamanho do material
genético que pode ser carregado pela particula viral (Bermudez-Humaran et al., 2004).

Dois tipos de carreadores bacterianos sdo usados para estimular a imunidade em
nivel de mucosa: (i) bactérias patogénicas atenuadas e (ii) bactérias ndo patogénicas. As
primeiras foram as mais estudadas e o seu uso é muito interessante ja que sdo bem
adaptadas para interagir com a superficie das mucosas, pois a maioria utiliza essas
superficies como sitio de inicio da infec¢do. Contudo, esses organismos apresentam riscos
de reversdao da patogenicidade, ndo sendo totalmente seguros para uso humano,
especialmente em criangas e pacientes imunocomprometidos. Linhagens atenuadas de
Mycobacterium, Salmonella, Bordetella e Listeria estdo entre os patdgenos atenuados mais
utlizados como carreadores de antigenos (Brahmbhatt et al., 1992; Curtiss et al., 1994;
Killeen et al., 1999; Stevenson & Roberts., 2003). Os problemas relacionados ao uso desses
microrganismos poderiam ser solucionados através da utilizacdo de bactérias nao

patogénicas e comensais, tal como as bactérias |acticas (BL).
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As BL compdem um grupo de microrganismos Gram-positivos que incluem espécies
de Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus e Lactococcus, dentre outras. O
ser humano, desde tempos mais remotos, utiliza essas bactérias para a fabricagao varios
tipos de alimentos como, por exemplo, queijos, vinhos, iogurtes e leites fermentados. Por
serem utilizadas ha séculos em processos de fermentagéo e preservacao de alimentos elas
sdo consideradas seguras (“‘GRAS” - Generally Recognized As Safe). Algumas espécies sao
também importantes membros da microbiota humana (Steidler & Rottiers, 2006; Wells &
Mercenier, 2008).

Recentemente, as BL vém sendo utilizadas como veiculo para a apresentagédo de
antigenos exégenos na superficie de mucosas. Além do status “GRAS” algumas espécies
desse grupo sdo capazes de aumentar a quantidade de IgA nas mucosas e estimular o
sistema fagocitico do hospedeiro (Neutra & Kozlowski, 2006). As BL sdo também pouco
imunogénicas, ao contrario dos microrganismos patogénicos e podem ser continuamente
utilizadas em programas de imunizagdo. Outra propriedade atraente dessas bactérias é que
elas ndo possuem LPS em sua parede celular, o que elimina os riscos de choque por
endotoxina (Mercenier et al., 2000).

Neste contexto, varios grupos de pesquisa voltaram-se para o uso potencial das
destas bactérias como “usinas celulares” para a produ¢ao de moléculas de interesse médico
e biotecnoldgico, como citocinas, enzimas, alérgenos e antigenos (Fig. 3) (Nouaille et al.,
2003; Bermudez-Humaran et al., 2004).

PRODUTOS MODELOS APLICAGOES

Antigenos DO :@? @ Vacinas
Citocinas D O '% Doengcas inflamatérias, adjuvante de
OO J@ vacinas

Enzimas D O 4 Suprimento de enzimas deficientes
no organismo
Alérgenos )Efﬂ % Terapia e prevencéo de alergias

Figura 3: AplicacOes recentes das BL recombinantes. As BL s&o capazes de expressar
varias moléculas de interesse para o desenvolvimento de vacinas e para a terapia de
doencgas (Adaptado de Wells & Mercenier, 2008).

11.5.1 Lactococcus lactis, A BL MODELO

Dentre todas as BL, L. lactis é a espécie mais bem caracterizada e figura como

organismo modelo no estudo das mesmas; ndo s6 pela sua importadncia econdmica, mas
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também devido ao fato de: (i) ser um microrganismo de facil manipulagao; (ii) ser “GRAS”;
(iii) ter sido a primeira BL cujo genoma foi seqienciado (Bolotin et al., 2001) e (iv) possuir
um grande numero de ferramentas genéticas ja desenvolvidas (de Vos & Simons, 1994;
Duwat et al., 2000; Bolotin et al., 2001).

Essa bactéria ainda apresenta outras propriedades interessantes que a torna ideal
para a produgao de moléculas exdgenas. L. lactis ndo produz endotoxinas ou qualquer outro
produto metabdlico téxico (Bolotin et al., 2001) além de apresentar poucas proteinas
secretadas, sendo que apenas uma, Usp45 (Unknown Secreted Protein of 45 kDa) é
secretada em quantidades suficientes para ser detectada em gel de poliacrilamida
desnaturante (SDS-PAGE) corado pela técnica “azul de Commassie” (van Asseldonk et al.,
1990). Além disso, as linhagens mais utilizadas em laboratério (IL1403 e MG1363) sao
desprovidas de plasmideos selvagens e ndo produzem proteases extracelulares (Gasson et
al., 1983; Chopin et al., 1984).

[1.5.1.1. Expressao de proteinas heterélogas em L. lactis

A expressao de proteinas heterdlogas em L. lactis foi alcangcada tanto pelo
desenvolvimento do conhecimento genético quanto pelo desenvolvimento de técnicas de
biologia molecular. Através deste dueto e a fim de obter niveis elevados e controlados de
producdo, varios vetores contendo promotores constitutivos ou indutivos foram
desenvolvidos e hoje constituem a base de todos os sistemas de expressao voltados para L.
lactis (Nouaille et al., 2003).

Dentre os sistemas de expressao disponiveis para L. lactis, certamente o NICE (Nisin
Controlled Expression) € o mais utilizado. Esse sistema é baseado na combinagdo do
promotor P,isa com 0s genes regulatorios NisRK (Wells et al., 1993). Na presenca de nisina,
um peptideo antimicrobiano utilizado na industria alimenticia como conservante, o promotor
Pnisa induz a transcricdo da molécula de interesse (Bermudez-Humaran et al., 2004). Muitas
proteinas exdgenas foram expressas em L. lactis por meio desse sistema (de Ruyter et al.,
1996).

Contudo, para que algumas das proteinas produzidas (enzimas e antigenos) por
estas bactérias tenham a atividade biolégica desejada é preciso que apos sua sintese, estas
moléculas sejam corretamente enderecadas ao seu destino final: (i) citoplasma, (ii)
membrana ou (iii) meio extracelular. A producao intracelular protege a proteina de condigbes
ambientais adversas (como por exemplo, o baixo pH do estomago o qual estdo expostos
apos a administragao oral da bactéria), porém, a lise celular sera necessaria para a entrega
do mesmo. Ja a expressdo do antigeno ancorado a parede celular, além de permitir a

interagcdo com o ambiente, também limita a sua possivel degradacdo por proteases.
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Finalmente, a secrecao do antigeno permitira a sua liberacdo para o meio externo,
direcionando assim a interagdo deste com o ambiente (trato digestivo, por exemplo).
(Bermudez-Humaran et al., 2004).

Assim, varios sistemas de expressdao e de enderecamento celular de proteinas
heterdlogas em diferentes localizacbes celulares ja foram desenvolvidos ndo sé para uso em
L. lactis, mas também em outras BL (Norton et al., 1995; Dieye et al., 2001).

Nesse contexto, nosso grupo de pesquisa desenvolveu um novo sistema de
expressao e enderegamento protéico para uso em L. lactis. O sistema, denominado XIES
(Xylose-Inducible Expression System; Miyoshi et al., 2004), faz uso do promotor PxyIT e dos
elementos genéticos (sitio de ligacao do ribossomo, RBS; e seqliéncia codificadora do
peptideo sinal, SP) da proteina Usp45 de L. lactis, e foi utilizado com sucesso na linhagem
NCDO2118 de L. lactis, demonstrando ser capaz de: (i) produzir, na presenca de xilose,
elevados niveis da proteina modelo Nuc (nuclease) de Staphylococcus aureus, comparaveis
apenas aos niveis até hoje obtidos utilizando-se o sistema NICE; (ii) corretamente enderecar
o produto final para o citoplasma ou meio extracelular; e (iii) diferentemente de todos os
sistemas até hoje desenvolvidos, permitir “ligar ou desligar” a expressao génica pela simples
adicdo de xilose ou glicose, respectivamente. O sistema apresenta ainda certas vantagens
em relagdo aos atuais sistemas de expressdo, como por exemplo, ser de mais facil
manipulagao, ser menos dispendioso e principalmente, ser mais seguro para uso humano e
animal, visto que o mesmo ¢ induzido por um agucar.

Enfim, hoje, L. lactis se destaca como um microrganismo alternativo para a produgéo
de moléculas de interesse biotecnolédgico, em relagdo ao uso de modelos como Escherichia
coli e Pichia pastoris. InUmeras proteinas de origem eucariética, bacteriana e viral ja foram
produzidas utilizando L. lactis como sistema de expressao (Nouaille et al., 2003; Le Loir et
al., 2005).

11.5.1.2. L. lactis como vacinas vivas de mucosa

Iwaki e colaboradores em 1990 tentaram pela primeira utilizar L. lactis como vacinas
vivas. Camundongos imunizados oralmente com essas linhagens expressando o antigeno
PAc de Streptococcus mutans foram capazes de produzir tanto IgG quanto IgA PAc-
especificos. Esses resultados mostraram que essa bactéria poderia ser utilizada como um
carreador para apresentagdo e entrega de antigenos ao sistema imune. A partir de entao,
varios antigenos derivados de bactérias e virus foram produzidos em L. lactis e a
imunizagdo com as linhagens recombinantes gerou efeitos profilaticos e terapéuticos em

diversos modelos animais (Wells & Mercenier, 2008).
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A maioria dos estudos sobre L. lactis como uma vacina viva foram feitos utilizando o
TTFC (fragmento C da toxina teténica), um antigeno altamente imunogénico. Norton e
colaboradores (1995) observaram um aumento significativo nos niveis de IgA apds a
imunizagcado oral dos camundongos com as linhagens recombinantes produtoras de TTFC.
Outros trabalhos mostraram que os animais vacinados com L. lactis produtora da forma
intracelular do antigeno desenvolveram altos niveis de IgG e IgA especificos para TTFC.
Posteriormente, esses animais tornaram-se resistentes ao desafio com a toxina tetanica
(Wells et al., 1993; Robinson et al., 1997).

Varios trabalhos confirmam a capacidade de L. lactis em apresentar antigenos para a
mucosa, gerando resposta imunes especificas (Tabela 1) (Chatel et al., 2001). Resultados
animadores foram obtidos ap6s a imunizacdo de animais com L. lactis produtoras da forma
ancorada do antigeno E7 derivado do virus HPV-16. Os animais vacinados apresentaram
respostas imunes humoral e celular especifica contra o antigeno (Bermudez-Humaran et al.,
2004). Em 2008 Sim e colaboradores imunizaram camundongos com linhagens de L. lactis
produzindo o antigeno EDIII do virus dengue tipo 2. O soro oriundo dos animais oralmente
vacinados foi capaz de neutralizar in vitro esse virus. Outro estudo bastante interessante
utilizou L. lactis expressando a regido do envelope protéico do virus da imunodeficiéncia
humana 1 (HIV-1). Ensaios de imunizag&o oral com essas linhagens induziram altos niveis
de IgG e IgA HIV-especificos além de respostas imunes mediada por células T (Xin et al.,
2003).

A vacinag¢do de camundongos com L. lactis expressando a proteina antigénica MrpA
de Proteus mirabilis foi eficiente e os protegeu contra o desafio com P. mirabilis virulenta
(Scavone et al., 2007). Vacinas de L. lactis expressando antigenos de outras bactérias
corroboram a capacidade vacinal desse microrganismo. Camundongos intranasalmente
imunizados com L. lactis produtor do antigeno PspA oriundo de Streptococcus pneumoniae
foram mais protegidos contra o desafio com a linhagem virulenta quando comparados aos
animais que receberam o adjuvante hidréxido de aluminio juntamente com PspA purificado.
Esse resultado revela que L. lactis recombinante é capaz de combater doencas respiratérias
infecciosas (Hanniffy et al., 2007). Daniel e colaboradores (2009) avaliaram o potencial de L.
lactis secretando o antigeno LcrV de Yersinia pseudotuberculosis como uma vacina de
mucosa contra a infecgdo por esse patdogeno. Observou-se que as linhagens recombinantes
induziram resposta imune humoral, sistémica e celular nos animais e os protegeram contra
infeccao por Y. pseudotuberculosis.

Linhagens de L. lactis foram desenvolvidas para expressar citocinas visando o
tratamento de doengas alérgicas e inflamatérias. Em 2006, o primeiro ensaio clinico

utilizando L. lactis recombinante foi conduzido em pacientes com a Doenga de Crohn. O
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ensaio foi bem sucedido e demonstrou ser uma estratégia vidvel para o tratamento da

doenca em seres humanos (Braat et al., 2006).

TABELA 1: Respostas imunes detectadas apds vacinagdo com linhagens de L. lactis

recombinantes

Patégeno Veiculo Antigeno Modelo/Rota de Protecédo
administracéo
Streptococcus L. lactis Proteina M Camundongo/ intranasal | Sobrevivéncia
pyogenes sorotipo 6 (A) dos animais
aumentada
apos desafio
Erysipelothrix L. lactis SpaA (A) Camundongo/ intranasal Animais
rhusiopathiae protegidos
Rotavirus L. lactis VP7 (C/AIS) Camundongo/ Virus
intragastrica neutralizado
Grupo B L. lactis | Pilus —ilha 1 (A) Camundongo/
Streptococcus subcutaneo, Sobrevivéncia
intraperitoneal e apos desafio
intranasal
Brucella abortus L. lactis L7 ou L12 (C) Camundongo/ Protegao
intragastrica parcial apos
desafio
Plasmodium yoelii L. lactis MSP1 (C) Camundongo/ Redugao da
intragastrica parasitemia

A localizacao final da proteina esta indicada: S: secretada; C: citoplasmatica; A: ancorada
(Adaptado de Wells & Mercenier, 2008).
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Apesar de acompanhar a Humanidade h& muitos séculos, a Tuberculose continua
sendo motivo de preocupacao até os dias de hoje. H4 uma década a Organizacdo Mundial
de saude (OMS) declarou a doenga em estado de emergéncia no mundo por ser a maior
causa de morte por doenga infecciosa em adultos, com excecdo da AIDS. Segundo
estimativas, dois bilhdes de pessoas estdo infectadas pelo M. tuberculosis, bactéria
causadora da doenca (Who, 2000).

O tratamento da TB esta disponivel desde 1944, quando foram descobertos os
primeiros medicamentos capazes de eliminar o bacilo do organismo. Ele é feito com a
administracéo de trés ou mais drogas por no minimo seis meses. Os pacientes geralmente
desistem do tratamento ou o fazem de maneira inadequada, pois ele é muito longo com a
associacdo de muitas drogas. Esses fatores favoreceram o surgimento de linhagens de
micobactérias multi-drogas resistentes (MDR-TB) e, mais recentemente, extensivamente
resistentes (XDR-TB), que sao virtualmente intrataveis (Zhang, 2005; Lugo & Bewley, 2008).

A prevencdo usual é a vacina BCG, aplicada nos primeiros 30 dias de vida. Essa
vacina € capaz de proteger criangas contra as formas mais graves da doenca, entretanto,
ela ndo mostra atividade protetora em individuos adultos acometidos com a tuberculose
pulmonar (Baumann et al., 2006). Demonstrou-se que o nivel de prote¢éo varia de 0 a 80%
dependendo da populacao estudada (Britton, 2003). Além disso, o uso da BCG é restrito em
pacientes imunocomprometidos, pois sendo uma vacina viva (composta por linhagens
atenuadas de M. bovis), existe a possibilidade de a mesma ter a sua viruléncia revertida.
Outro problema dessa vacina € que ela interfere com um importante teste diagndstico para
TB chamado de “teste da tuberculina”. Dessa maneira, estratégias para o desenvolvimento
de vacinas mais eficazes, mais seguras e economicamente viaveis sdo alvo de intensa
investigacao (Gupta et al., 2007; Foss & Murtaugh, 2000).

Varios grupos de pesquisa se voltaram para o desenvolvimento de uma nova vacina
contra a TB utilizando diferentes antigenos que foram apresentados ao sistema imune de
diversas maneiras. Atualmente, mais de 200 vacinas experimentais contra a tuberculose
foram testadas utilizando-se diferentes modelos animais e algumas ja estdo em fase de
ensaio clinico. Em 1999, pesquisadores da Universidade de Sao Paulo desenvolveram uma
vacina de DNA baseada no antigeno Hsp65 de M. leprae que, quando administrada por via
intramuscular, apresentava efeitos profilaticos e terapéuticos em camundongos
posteriormente desafiados ou previamente infectados com M. tuberculosis virulenta,
respectivamente (Silva et al., 1999). Entretanto, foi verificado que uma grande quantidade de
DNA-hsp65 era requerida para a estimulagédo do sistema imune (Souza et al., 2008). Além
disso, por serem administradas por via parenteral, essa vacina se mostrou pouco eficiente
em estimular o sistema imune associado as mucosas (Eriksson et al., 2002). Diante disso, e

considerando que o primeiro contato de M. tuberculosis € estabelecido através da mucosa
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nasal, sistemas de apresentacdo de antigenos diretamente a superficie de mucosas
poderiam representar uma alternativa inovadora para o desenvolvimento de uma nova
vacina contra a TB.

Nesse contexto, 0 nosso grupo de pesquisa vem preconizando a implementagédo de
novas estratégias vacinais utilizando a bactéria lactica L. lactis como candidata ao
desenvolvimento de novas vacinas de mucosa. A habilidade que L. lactis possui em
apresentar antigenos heterdlogos para o sistema imune e gerar respostas especificas ja foi
vastamente demonstrada (Wells & Mercenier, 2008). Além de conseguirem estimular o
sistema imune, essas bactérias ainda ndo produzem endotoxinas ou qualquer outro produto
metabdlico toxico (Bolotin et al., 2001) e sdo consideradas “GRAS” (Generally Recognized
As Safe). Sendo assim, elas sdo muito interessantes para serem utilizadas como veiculos
vacinais.

O LGCM (Laborat6rio de Genética Celular e Molecular) tem demonstrado importancia
no cenario mundial no que se refere a utilizagéo de L. lactis como um veiculo vacinal. Alguns
trabalhos publicados pelo nosso grupo de pesquisa demonstraram com sucesso a utilizacdo
desta bactéria como carreador para apresentacdo e entrega de antigenos ao sistema imune
(Pontes et al., 2003; Miyoshi et al., 2006; Scavone et al., 2007).

Diante disso, linhagens de L. lactis produtoras da forma secretada e citoplamatica do
antigeno Hsp65 de M. leprae foram desenvolvidas no LGCM. A construgdo dessas
linhagens constituiu o primeiro passo para a implementacdo de uma nova estratégia vacinal
ndo s6 contra a TB, mas também contra microrganismos filogeneticamente relacionados,
como M. leprae e M. bovis. Os detalhes da construcdo das linhagens estdo apresentados na
dissertacdo de mestrado da aluna Clarissa Santos Rocha intitulada “Construcdo de
linhagens recombinantes de Lactococcus lactis produtoras da forma citoplasmatica e
secretada do antigeno Hsp65 de Mycobacterium leprae: desenvolvimento tecnologico do
processo de obtencdo da proteina recombinante e suas implicacdes cientificas”. Essa
dissertacdo foi apresentada ao Programa de Pds-Graduacdo em Genética ICB-UFMG e
desenvolvida sob a orientacdo do Prof. Dr. Anderson Miyoshi e co-orientada pelo Prof. Dr.
Vasco Azevedo.

Assim, o presente trabalho testou a imunogenicidade das linhagens recombinantes
de L. lactis produtoras de rHsp65 por via de administracéo intranasal, vislumbrando o seu
possivel uso contra a tuberculose experimental, em colaboracdo com o Laboratério de
Vacinas Génicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — USP, liderado pelo Prof. Dr.
Célio Lopes da Silva, juntamente a empresa Farmacore Biotecnologia. Essas duas
instituicbes vém cada vez mais de preocupando e apoiando esforcos para o
desenvolvimento de uma nova vacina mais efetiva e economicamente viavel contra a

tuberculose.
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IV. 1 Objetivos gerais

Caracterizagdo e a avaliagdo da imunogenicidade conferida por linhagens de
Lactococcus lactis produtoras da forma citoplasmatica e secretada do antigeno Hsp65 de M.
leprae apds imunizagao intranasal de camundongos.

IV. 2 Objetivos especificos

= Analisar a produgédo do antigeno pelas linhagens recombinantes através da técnica
de “Western Blot”.

= Determinar o teor de LPS das linhagens recombinantes através do teste de Lisado
de Amebdcito do Limulus (LAL).

*= Imunizar intranasalmente camundongos BALB/c com as linhagens de L. lactis

produtoras da forma secretada e citoplasmatica do antigeno Hsp65 de M. leprae.

= Detectar os isotipos 1gG1, IgG2a no soro e IgA anti-Hsp65 no lavado Bronco Alveolar

(Lba) dos animais imunizados (resposta imune humoral).

= Determinar o perfil de citocinas do padrdo Th1 (IL-12 e INF-y) ou Th2 (IL-5 e IL-10)

produzidas por células do linfonodo e bago dos animais 6 dias apés a imunizagao.

=  Determinar a presencga da citocina IL-10 produzida no Lba dos animais 6 dias apos a

ultima imunizagéao.

IV. 3 Objetivos finais associados ao projeto

= Avaliar a protegdo induzida pela imunizacdo com as linhagens de L. lactis
recombinantes apés o desafio com M. tuberculosis H37Rv através da recuperacao
de unidades formadoras de colbnia e analisar histopatologicamente os pulmoes, nos

intervalos de 30 e 70 dias apos a infecgao.
= Validar o emprego de L. lactis enquanto um sistema para a produgédo de Hsp65 de

M. leprae sem contaminagdo por LPS; o que permitird a utilizagdo clinica deste

antigeno, com grau farmacéutico
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= Utilizar este sistema para a produgdo de outras proteinas de interesse

biotecnoldgico.

= Demanda de patente sobre as linhagens de L. lactis recombinantes enquanto um

sistema vacinal.
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V
MATERIAL E METODOS
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V. 1 Linhagens bacterianas e acondicionamento microbiolégico

As linhagens bacterianas empregadas neste trabalho estdo listadas na Tabela 2. O
meio de cultivo utilizado para o crescimento de L. lactis foi o M17 (Difco) suplementado com
0,5% de glicose ou 1% de xilose (GM17 ou XM17, respectivamente). Quando necessario 10
pg/mL do antibiético cloranfenicol (Sigma) foi adicionado. Elas foram crescidas a 30°C sem
agitacédo. Para culturas em meio solido, 1,5% de agar bacterioldgico (Difco) foi adicionado
aos meios supracitados. Para fins de estocagem, as linhagens de L. lactis, foram cultivadas
em meio soélido por um periodo de 18 horas (“overnight”’). Em seguida, colbnias isoladas
foram individualmente coletadas com o auxilio de uma alga bacteriolégica descartavel e
inoculadas em meio liquido. Depois de cultivadas, as culturas foram diluidas (4:1) em uma
solucdo estéril de glicerol 80% e acondicionadas em um ultrafreezer -80°C. Detalhes do

preparo do meio de cultura e das solugdes utilizadas seguem abaixo:

e Glicose (40% p/v): 40 g de Glicose (Merck) foram dissolvidas em uma quantidade
suficiente para (q.s.p) 100 mL de agua pura. A solucao foi entdo passada em um filtro de
0,22 um (Corning), aliquotada, e acondicionada, na geladeira, a 4°C. O processo de
filtragdo se deu dentro de uma capela de fluxo laminar (Pachane).

o Xilose (25% p/v): 25 g de Xilose foram dissolvidas em q.s.p 100 mL de agua pura. A
solucdo foi entdo passada em um filtro de 0,22 pm (Corning), aliquotada, e
acondicionada, em freezer, a - 20°C. O processo de filtragdo se deu dentro de uma
capela de fluxo laminar (Pachane).

e Cloranfenicol (10 mg/mL): 100 mg de Cloranfenicol (Sigma) foram dissolvidos em alcool
etilico PA (Merck) e a solucdo foi entdo passada em um filtro 0,22 pm (Corning).
Aliquotas da solucdo de antibidtico foram estocadas, em freezer, a - 20°C. O processo
de filtracao se deu dentro de uma capela de fluxo laminar (Pachane).

e Glicerol (80%): 80 mL de glicerol (USB) foram dissolvidos em q.s.p 100 mL de agua
pura. Em seguida a solugao foi autoclavada (120°C, 15 min.), aliquotada, e estocada, em
geladeira, a 4°C.

e M17 liquido: 37.5 g de M17 foram pesados na balanga analitica, e em seguida foram
solubilizados em q.s.p 950 mL de agua pura, obtida pelo processo de osmose reversa. A
solugao foi homogeneizada, com auxilio de um agitador magnético e o pH foi ajustado
para 6.9. Posteriormente, o meio foi autoclavado durante 15 minutos a 120°C.

e M17 sdlido: 15 g de agar bacteriologico (Difco) foram diluidos em q.s.p 1L de agua de
osmose reversa. Posteriormente, o meio foi autoclavado durante 15 minutos a 120°C e

distribuido em placas de petri.
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e M17 + Glicose (GM17): Meio M17 acrescido de Glicose 0,5% estéril.
e M17 + Xilose (XM17): Meio M17 acrescido de Xilose 1% estéril.

TABELA 2: Linhagens bacterianas

Espécie Linhagem Fonte
L. lactis NCDO2118° L. lactis subsp. lactis LGCM
L. lactis pPSEC:hsp65 ° L. lactis NCDO2118 portadora do vetor de Rocha, 2007

expressdo pXylT:SEC:hsp65/Cm" contendo a
sequéncia codificadora do peptideo sinal da
proteina Usp45 (SPysp) de L. lactis fusionada a
ORF hsp65 de M. leprae sob o controle do
promotor Pyt (Fig. 4)

L. lactis pCYT:hsp65 °© L. lactis NCDO2118 portadora do vetor de Rocha, 2007
expressdo pXylT:CYT:hsp65/Cm" contendo o
sitio de ligacao do ribossomo (RBS) da
sequéncia codificadora da proteina Usp45 de L.
lactis fusionado a ORF hsp65 de M. leprae, sob o

controle do promotor Pyt (Fig. 4)

@: Linhagem selvagem de L. lactis pertencente a colegdo de microrganismos do
Laboratério de Genética Celular e Molecular (LGCM) da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG).

®. Linhagem recombinante de L. lactis portadora do plasmideo pXylT:SEC:hsp65/Cm'’
desenvolvida por Rocha (2007).

. Linhagem recombinante de L. lactis portadora do plasmideo pXylT:CYT:hsp65/Cm’
desenvolvida por Rocha (2007).

Cm": Resisténcia ao antibidtico cloranfenicol.
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EcoRI (4£§) EcoRI (4799)
/ repC ///i:>l ___repC
rHSP65 rHSP65
| pXyIT:SEC:hsp65 - XylT:CYT:hsp65 ,
| 403 bp repA pRy 2831bp P —_repA

Nsil (3219) Nsil (3147)\\

PS

RBS
Pxylt

Figura 4: Representacdo dos vetores de expressdo pXylT:SEC:hsp65 e
pXyIT:CYT:hsp65. PxylT: Promotor induzido por xilose. RBS: Sitio de ligagdao do
ribossomo da sequiéncia codificadora da proteina Usp45 de L. lactis. PS: Peptideo sinal da
proteina Usp45. Nsil e EcoRI: Sitio para as enzimas de restricdo Nsil e EcoRI. rHSP65:
ORF hsp65 de M. leprae. repA e repC: origens de replicacdo. Cm: Gene que confere
resisténcia ao cloranfenicol.

V. 2 Inducéo da expresséao génica em L. lactis

= Primeiro dia
Colbnias isoladas de L. lactis pSEC:hsp65, L. lactis pCYT:hsp65 e L. lactis selvagem
foram individualmente inoculadas em 5 mL de meio GM17, onde apenas os meios de cultivo
destinados as linhagens recombinantes foram suplementados com cloranfenicol na
concentracdo de 10 pg/mL. Em seguida, os indculos permaneceram em uma estufa a 30°C

por 18 horas, sem agitagéo.

= Segundo dia
As culturas crescidas “overnight” foram diluidas (1:10.000) em 10 mL de GM17
(controle negativo da inducdo) e em 10 mL de XM17. Posteriormente, os indculos foram

incubados na estufa a 30°C, sem agitagcao, por mais 18 horas.

*= Terceiro dia
Apods as culturas terem alcangcado uma densidade éptica (ODggonm) 2.0, 2 mL das
culturas foram coletados e centrifugados (7 min., 4°C e 13.000 rpm). Apés a centrifugacao, o
precipitado celular e 1,5 mL do sobrenadante foram coletados para posterior extracdo

protéica das fragdes citoplasmatica e secretada (processo descrito na préxima segao).
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V.3 Extracdo das fracdes protéicas citoplasmatica e secretada das linhagens
recombinantes de L. lactis NCDO2118

Como descrito anteriormente, apds a centrifugagao, o precipitado celular e 1,5 mL do
sobrenadante foram coletados para a extragcao protéica das fragdes citoplasmatica e
secretada, individualmente. Posteriormente, eles foram tratados separadamente.

O sobrenadante foi filtrado através de um filtro 0,22 um (Corning) e depositado em
outro microtubo. Adicionou-se ao filtrado 100 uL de Acido Tricloroacético (TCA) 100% (p/v)
gelado, 10mM de ditiotreitol (DTT) (USB) e Coquetel Inibidor de Protease (Sigma). Os
microtubos foram incubados em gelo durante uma hora. Apds este periodo, eles foram
centrifugados por 20 minutos, a 4°C e 13000 rpm. O sobrenadante, gerado pela
centrifugacao, foi descartado e o precipitado protéico foi ressuspenso em ' volume de
NaOH 50 mM (USB).

Ja o precipitado celular, gerado pela centrifugacdo das culturas induzidas e nao
induzidas (vide item V. 2) foi ressuspenso em 120 yL de uma solu¢cdo de TES-Lisozima,
Coquetel Inibidor de Protease (Sigma) e DTT (USB) 10 mM. Por conseguinte, os microtubos
foram incubados por 30 minutos a 37°C. Apds esse tempo, foi adicionado 60 yL SDS 20% a
mistura. Ao final, os microtubos contendo as proteinas oriundas da fracdo celular e do
sobrenadante foram estocados, a -20°C, para posterior analise. O preparo das solugdes
utilizadas nos processos se deu como descrito abaixo:

e TCA 100% (p/v): 100 g de TCA foram dissolvidos em qg.s.p 100 mL de agua pura,
com o auxilio de um aparelho do tipo voértex. A solugao foi estocada a 4°C.

e DTT 1M: 1,553 g de DTT foram dissolvidos em qg.s.p 10 mL de Acetato de sédio
0,01M. A solugao foi estocada a -20°C.

e TES-Lisozima: Uma solugéo de Sacarose 20% (Merck), Tris 50 mM pH 7.5 (USB),
EDTA 5 mM (USB) e Lisozima 10 mg/mL (Sigma) foi preparada dissolvendo os
reagentes em q.s.p 50 mL de agua pura e estocada a — 20°C.

e Coquetel inibidor de proteases: (Mistura de inibidores de proteases soluveis): 4-(2-
aminoethyl) benzenesulfonyl fluoride (AEBSF), E-64, bestatina, leupeptina, aprotinina
e EDTA. O reagente foi diluido em g.s.p 10 mL de agua miliQ estéril e estocado a —
20°C.

e NaOH 1M: 40g de NaOH foram dissolvidos em q.s.p 1L de agua pura. A solugao foi

acondicionada em um frasco escuro e estocada a temperatura ambiente.
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V.4 Teste do Lisado do Amebdcito do Limulus (LAL)

O teste do Lisado do Amebdcito do Limulus (LAL) foi utilizado para a detecgéao da
endotoxina (LPS) nas proteinas extraidas da fragdo citoplasmatica e secretada de L. lactis
selvagem e recombinante utilizando-se o Kit QCL-1000® (Lonza). Primeiramente, 50 pl das
amostras protéicas foram misturadas com 50 yl do LAL fornecido pelo Kit e incubadas a
37°C por 10 minutos. Logo depois, foi adicionado ao LAL e as amostras 100 pl do substrato
incolor (Ac-lle-Glu-Ala-Arg-pNA), também fornecido pelo Kit. A mistura foi mantida a 37°C
durante 6 minutos. Por fim, a reacdo foi parada adicionando-se 100 ul do reagente de
parada. A absorbancia das amostras foi determinada espectrofotometricamente a 410 nm.
Uma vez que a concentracdo de endotoxina é diretamente proporcional a absorbancia, a
quantidade de LPS presente nas amostras foi calculada a partir dos valores obtidos de uma
curva padrao. O teste foi feito em quadruplicata. As amostras com valor < 0.1 EU/ug foram

consideradas livres de endotoxina.
V.5 Confirmacgao da expressao de rHsp65 produzida por L. lactis
V. 5.1 QUANTIFICACAO PROTEICA

O teor de proteina contida nos extratos celular e sobrenadante de L. lactis foi aferido
pelo ensaio de Bradford (1976), usando um padrao de albumina sérica bovina (BSA). Para
tanto, 200 pL do reagente de Bradford (BioAgency) foi acrescido a uma aliquota de 800 uL
correspondente as amostras extraidas diluidas em agua. A diluicdo das amostras foi
preparada em triplicata da seguinte maneira: 20 uL da fragao protéica extraida + 780 pL de
agua milliQ; 40 uL da fracéo extraida + 760 puL de agua milliQ; 60 pL da fragdo extraida +
740 pL de agua milliQ. Posteriormente, as reagdes foram incubadas a temperatura ambiente
por cinco minutos e entdo foi medida a absorbancia a 595 nm em espectrofotdmetro.
Paralelamente foi feito uma curva padrao de BSA entre 0 e 10 pg/mL. A concentracdo de
proteinas das amostras foi entdo determinada a partir de calculos de regressdo linear

baseado nos valores obtidos a partir da curva padrao.
V. 5.2 ELETROFORESE DE PROTEINAS EM GEL DE POLIACRILAMIDA

As proteinas extraidas de L. lactis (item V. 3) foram separadas por eletroforese em
gel de poliacrilamida sob condigbes desnaturantes (SDS-PAGE) de acordo com o protocolo
descrito por Laemmli (1970). Uma quantidade de 3 a 5 ug de proteina foi utilizada para a

realizagcao das resolucdes eletroforéticas, sendo a concentracao do gel de “separacao” 12%
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e do gel de “concentragdo” 3%. A eletroforese foi conduzida com voltagem constante de 100
V em tampéo Tris-glicina (Tris-HCI 25 mM - USB, glicina 192 mM - Merck). As

especificagdes para a confecgdo dos géis seguem abaixo:

TABELA 3: Modo de preparo dos géis de “separagao” e “concentragao”

Gel de “separacdo”12% Gel de “concentracao” 3%
Agua 3,4 mL Agua 3,8 mL
Acrilamida/Bis (BioAgency) 4,0 mL Acrilamida/Bis 0,5mL
Tris-HCI— 1,5 M pH 8,8 (USB) 25mL Tris-HCI— 1M pH 6,8 0,6125 mL
SDS 10% (Merck) 0,1 mL SDS 10% 50 ul
Temed (BioAgency) 5 ul Temed 5 ul
Persulfato de aménio 10% (BioAgency) | 50 ul Persulfato de aménio 10% 50 ul

V. 5. 3 “WESTERN BLOTTING”

Imediatamente apds a corrida eletroforética (vide item V. 5. 2), o gel foi incubado por
15 minutos em uma placa contendo o tampao de transferéncia previamente preparado e
gelado. Todos os acessorios incluindo a membrana, as esponjas e os papéis de filtro foram
também incubados no tampao pelo mesmo tempo, separadamente. A transferéncia foi
realizada por 1 hora e 30 minutos a 150 V. A seguir, a membrana foi mantida em solugao
bloqueio (PBS-tween/leite desnatado) por 1 hora. Posteriormente, o anticorpo anti-Hsp65
produzido em camundongo (vide item V. 7), diluido 1:2.500 em 10 mL da solucao bloqueio,
foi adicionado a membrana e a mesma foi incubada por mais 2 horas, a temperatura
ambiente, sob agitacdo. Apds essa incubagao, foi adicionado 10 mL de solugcido bloqueio
contendo 0,5 pL de anti-IgG acoplado a fosfatase alcalina (Sigma). A membrana foi depois
mantida no escuro por mais uma hora. Em seguida, adicionou-se a ela 10 mL de tampéao de
revelagao (contendo NBT e BCIP- Sigma). Apds 10 minutos de incubagéo, a membrana foi
finalmente lavada com &agua destilada e as bandas foram visualizadas. As solugbes
utilizadas estédo detalhadas abaixo:
e Tampao de transferéncia: Tris-HCI 25 mM (USB), glicina 192 mM (Merck) e 20%
metanol (Synth); pH 8,3.
e PBS 1X: Na,HPO, 100 mM (J.T. Baker); KH,PO4 17 mM (J.T.Baker); NaCl 1,4 mM
(Merck); KCI 27 mM (Synth).
o PBS-Tween: PBS 1X; tween 0, 05 % (Amersham Biosciences).

e Solugao Bloqueio: Solugao de leite desnatado 5% (Molico) em PBS-Tween 0,05%.
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V. 6 Animais

Foram utilizados camundongos BALB/c, SPF (Specific Patogen Free), fémeas, com 3
a 6 semanas de idade, provenientes do Biotério de Animais Isogénicos da Universidade de
Campinas (Unicamp). Os animais foram mantidos em isoladores de animais, com
temperatura, umidade, fluxo de ar e ciclo de luz claro/escuro controlado, com livre acesso a

agua e racao.

V.7 Producéo de anticorpos anti-Hsp65

Camundongos BALB/c foram imunizados subcutaneamente com 50 ug da proteina
rHsp65 purificada de Escherichia coli misturada com adjuvante incompleto de Freud (Sigma)
na proporg¢ao 1:1. Os animais receberam trés doses dessa mistura a cada 15 dias (dias 15,
30 e 45). O soro foi coletado do plexo orbital por meio de uma pipeta paster de vidro no dia 0
e no dia 50. Finalizado o experimento, os animais foram sacrificados com sedacao prévia
seguida de deslocamento cervical. A proteina rHsp65 utilizada foi cedida gentilmente pela

mestranda Wendy Rios da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — USP.

V. 8 Imuniza¢bes com as linhagens de L. lactis produtoras da forma secretada

e citoplasmaética do antigeno rHsp65 de M. leprae

V. 8. 1 PREPARO DAS AMOSTRAS PARA IMUNIZAGAO DOS CAMUNDONGOS

Apos as culturas recombinantes de L. lactis induzidas e nao induzidas (vide item V.
2) terem atingido a DOgoonm 2.0, 1 mL das mesmas foram coletadas e centrifugadas por 5
minutos a 13.000 rpm. O “pellet” gerado pela centrifugagao foi ressuspendido em 100 yL de
PBS 1X estéril e os microtubos contendo esse material foram mantidos em gelo até o
momento da imunizacgao.

Foi estabelecido o nimero de unidades formadoras de colénia (UFC) antes da
primeira imunizacao. Para isso, foram feitas diluicdes seriadas (10™ a 107'°) a partir de 10
do homogeneizado. As diluicdes 10, 10, 10, 107"° foram plaqueadas em meio M17 sélido
e as placas mantidas, em estufa, a 30°C durante a noite. No dia seguinte, realizou-se a

contagem das colbnias e o calculo para verificagdo da UFC.
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V.8.2 IMUNIZAQOES E GRUPOS EXPERIMENTAIS

Camundongos BALB/c receberam intranasalmente, com o auxilio de uma pipeta, 10°
UFC das linhagens recombinantes de L. lactis, em um volume de 10 pL. A imunizacao se
deu nos dias 0, 3, 7, 10 e 24. Foram formados cinco grupos, cada um contendo seis

animais. Os grupos de camundongos foram inoculados da seguinte maneira:

» Grupo 1: PBS 1X estéril (Tampao Salina Fosfato 1X);

» Grupo 2: L. lactis produzindo a forma secretada do antigeno (L. lactis pSEC:hsp65),
apo6s a indugao;

» Grupo 3: L. lactis produzindo a forma citoplasmatica do antigeno (L. lactis
pCYT:hsp65), apds a inducéio;

» Grupo 4: L. lactis pSEC:hsp65 e L. lactis pCYT:hsp65 na proporcao de 1:1, apés a
inducao;

» Grupo 5: L. lactis pSEC:hsp65 e L. lactis pCYT:hsp65 na propor¢ao de 1:1, sem

inducao;

ESQUEMA DE IMUNIZACAO

Coleta do soro
Sacrificio dos animais

Coleta do BAL, do bago e dos

DIAS linfonodos I
0 3 7 10 24 30
I | |
Voo l
12 23 32 4a 5e

IMUNIZACAO

Seis dias apés a ultima imunizagdo, o soro, o lavado bronco-alveolar (Lba), o baco, os
linfonodos mediastinais, cervicais e axilares foram coletados para avaliagcdo da resposta

imune celular e humoral.
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V. 9 Caracterizacdo do Perfil de Resposta Imunol6gica

V. 9. 1 PROCESSAMENTO DO SORO E DO LBA PARA DOSAGEM DE
ANTICORPOS

O sangue dos animais imunizados foi retirado da veia do plexo retro-orbital com o
auxilio de pipetas Pasteur nos dias 0 e 30 antes do sacrificio e recolhido em microtubos. O
material foi mantido por uma hora a temperatura ambiente e logo depois centrifugado a
3.500 rpm durante 15 minutos. O soro foi coletado e armazenado em uma placa de 96
pocos a -20°C até a dosagem dos anticorpos.

O Lba foi coletado injetando-se 1 mL de salina no trato respiratério dos animais ja
eutanaziados. O material recolhido foi centrifugado a 1.500 rpm por 10 minutos e o
sobrenadante foi depositado em placa de 48 pocgos. Posteriormente, as placas foram

mantidas a -20°C até a dosagem de anticorpos.

V. 9. 2 PROCESSAMENTO DO BACO E DO LINFONODO PARA CULTURA DE
CELULAS

Os linfonodos cervicais, mediastinais e axilares foram coletados em tubos tipo
“Falcon” de 15 mL contendo 2 mL de RPMI-Incompleto (Sigma). O bacgo foi coletado da
mesma maneira. Os dois érgdos foram macerados e centrifugados a 4°C e 1.500 rpm por 5
minutos. O sobrenadante gerado pela centrifugagdo foi descartado e as células foram
ressuspendidas em 1 mL de meio RPMI suplementado com 10% de Soro Bovino Fetal
(Gibco), penicilina (100 U/mL), estreptomicina (10 mg/mL), gentamicina (100 pg/mL), L-
glutamina (200 mM) (Gibco) e 2-mercaptoetanol (5.10° M) (Sigma). Posteriormente, as
células dos linfonodos e do bago foram contadas na camara de neubauer e diluidas para

uma concentracdo final de 5 X 10° células/mL na placa.
V. 9.3 CULTURA DE CELULAS PARA DOSAGEM DE CITOCINAS

Para dosagem das citocinas, 1 mL da suspensao do baco e do linfonodo obtida no
item anterior foi distribuida em placas de 24 pocos. Em seguida foram adicionados a placa
dois estimulos: mitégeno concanavalina A (conA) (400 mg/mL) e rHsp65 (200 mg/mL). O
meio RPMI foi também adicionado como controle negativo do experimento. A cultura foi
incubada a 37°C em estufa de CO, por 48 horas. Apds esse tempo, a placa foi centrifugada

por 5 minutos a 4°C e 1.500 rpm. 1 mL do sobrenadante gerado foi transferido para outra
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placa e armazenado a —20°C para posterior dosagem de citocinas por ELISA (vide item V. 9.
5.1).

V. 9. 4 CARACTERIZACAO DO PERFIL DA RESPOSTA IMUNE HUMORAL

V. 9. 4. 1 Ensaio imunoenzimatico (ELISA) para dosagem de anticorpos

A resposta imune humoral foi avaliada por ELISA através da produc¢ao de anticorpos
especificos anti-Hsp65 nas amostras do soro e do Lba coletadas apés a ultima imunizagao.
No Lba avaliou-se a presenga de IgA anti-Hsp65 e no soro os dois subtipos IgG1 e IgG2a
anti-Hsp65. Primeiramente, placas de poliestireno foram sensibilizadas com 5 ug/mL de
rHsp65 diluida em tampdo de ligacdo. A placa foi vedada e incubada a 4°C durante 16
horas. Apos esse tempo, elas foram lavadas 5 vezes com tampao de lavagem. As reacdes
inespecificas foram bloqueadas com tampao bloqueio e incubadas por 1 hora a 37°C. Em
seguida, a placa foi novamente lavada e as amostras, diluidas 2x, 10x, 100x e 1000x em
solugdo de PBS 1X com de SBF(10%)/Tween 20 (0,05%), foram adicionadas. A placa foi
novamente vedada e incubada a 37°C por 1 hora. Logo depois, acrescentou-se o anticorpo
anti-IgA, anti-IgG1 ou anti-lgG2a conjugado a biotina (Sigma) e a placa foi novamente
incubada por 1 hora a 37°C. Apés o procedimento de lavagem, 100 pL/pogo da solucédo de
avidina biotina peroxidase StrepAB kitTM (Dako) foi adicionada sendo incubada por 30
minutos a temperatura ambiente. A revelagdo se deu pela adicdo da solucdo de OPD
substrato Peroxidase (Sigma). A reacao foi interrompida com H,SO, a 16% (Merck) e a
leitura se deu em espectrofotdbmetro a 490 nm (DO4g) (MQuant Bio-Tek Instruments Inc.).
Todos os anticorpos foram utilizados de acordo com as recomendagbes do fabricante. As
solugdes utilizadas estao especificadas abaixo:

e Tampéao de ligagado: Na,HPO, (J. T. Baker) a 0,1 M, pH 9,0.

e Tampéo bloqueio: PBS 1X; 0,05% de Tween 20 (Amersham Biosciences); 5%

soro bovino fetal (Gibco).

e Tampéo de lavagem: PBS 1x e 0,05% de Tween 20 (Vetec).

V. 9.5 CARACTERIZAGCAO DO PERFIL DA RESPOSTA IMUNE CELULAR

V. 9. 5. 1 Ensaio imunoenzimatico (ELISA) para dosagem de citocinas

A resposta imune celular foi avaliada no sobrenadante da cultura de células do
linfonodo e do baco por ELISA seis dias apds a ultima imunizacdo. Em ambos os 6rgaos

verificou-se a presencga das citocinas IL-12 e INF-y — especificos do padrao de resposta Th1

46



Materiais e Métodos AZEVEDO, M.S.P.

— e IL-5 e IL-10 especificos do padrao de resposta Th2. Para tanto, placas de 96 pocos
foram sensibilizadas com anticorpo de captura (purificado) especifico para a citocina de
interesse (PharMingen), diluido em tamp&o de ligagdo na concentragdo de 1ug/mL. Apds
incubacao por 16 horas a 4°C, a placa foi lavada com tampao de lavagem e as reagoes
inespecificas foram bloqueadas com 200uL/pogco de tampao bloqueio. Posteriormente,
incubou-se a placa por 1 hora a temperatura ambiente. Apds sucessivas lavagens as
amostras foram adicionadas juntamente com a curva padrdo da citocina recombinante
diluida em PBS/SBF 10%/Tween 20 a 0,05%, e incubadas por 16 h a 4°C. As placas foram
novamente lavadas e o anticorpo anti a citocina de interesse conjugado a biotina
(PharMingen) foi adicionado. Apds o procedimento de lavagem, 100 uL/pogo da solucdo de
avidina biotina peroxidase StrepAB kitTM (Dako) foi adicionada sendo incubada por 30
minutos a temperatura ambiente. As placas foram reveladas pela adigdo da solugao de OPD
(Sigma) apés novo procedimento de lavagem. A reagéao foi interrompida pela adigao de 50
pML/poco de acido sulfurico 16% (Merck). A leitura da absorbancia foi realizada em
espectrofotdmetro a 490 nm (mQuant Bio-Tek Instruments Inc.). Os detalhes das solugdes
utilizadas seguem abaixo:

e Tampao de ligagédo: Na,HPO, (J. T. Baker) a 0,1 M, pH 9,0.

e Tampéao bloqueio: PBS 1X com 10% de soro bovino fetal (Gibco).

e Tampéo de lavagem: PBS 1x e 0,05% de Tween 20 (Vetec).

V. 9.6 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados estdo expressos como a média (x) desvio padrio. A significancia da
diferenca entre os grupos foi calculada pelo teste One-Way ANOVA, seguido do teste
“Bonferroni” ambos disponiveis no software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software). Um

valor de p < 0,05 foi utilizado como limite da significancia estatistica.

V. 10 Aspectos bioéticos e de biosseguranca

(1) Bioética: Os procedimentos e as manipulacdes dos animais foram efetuados
segundo as normas dos comités de ética em pesquisa do ICB/UFMG e da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo
(FMRP/USP).

(i) Biosseguranca: As devidas precaugbes de biosseguranca foram tomadas de
acordo com normas e regulamentos de biossegurancga estabelecidos no Centro

de Pesquisas em Tuberculose (FMRP-USP), e na Empresa Farmacore
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(SUPERA-USP/RP). Todo o material utilizado foi autoclavado e descartado

seguindo as normas vigentes no pais.
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V1.1 Confirmagao da expressao de rHsp65 produzida em L. lactis

VI1.1.1 “ENSAIO DE BRADFORD”

O LGCM, em um trabalho prévio, construiu linhagens de L. /actis capazes de produzir
as formas citoplasmatica e secretada do antigeno Hsp65 de M. leprae. Experimentos de
“Bradford” foram conduzidos visando a padronizacdo da quantidade de proteinas a ser
utilizada nos experimentos de imunodetecgao.

Foi observado que 2 ug/uL da fracdo protéica total extraida apresentou-se como
sendo a menor quantidade de proteina requerida para o aparecimento de sinais do antigeno
Hsp65 em membrana de nitrocelulose, apds ensaios de “Western Blotting” (dados nao

mostrados).

VI.1.2 WESTERN BLOTTING

Experimentos de “Western Blotting” foram entdo conduzidos com o intuito de
assegurar a capacidade produtiva das linhagens para a realizagdo dos subsequentes
experimentos de imunizacdo. Alem disso, esse experimento permitiu a comparagao entre
quantidade do antigeno presente nas diferentes fragbes protéicas extraidas dos clones
pCYT:hsp65 e pSEC:hsp65.

Linhagens de L. lactis contendo o vetor pXy/T:CYT:hsp65 ou pXyIT:SEC:hsp65 foram
induzidas com xilose para produgdo de rHsp65. Quando as culturas crescidas com esse
acucar atingiram a DOgoonm de 2.0, aliquotas foram recolhidas e submetidas a extragcao
protéica. O mesmo procedimento foi utilizado nas culturas crescidas com glicose, que
serviram como controle negativo da indugao.

A confirmacado da capacidade de producdo e correto enderegcamento de rHsp65
produzida por L. lactis foi feita através de “Western Blot” seguido de imunodetecgao
utilizando anticorpo anti-Hsp65 produzido em camundongo. Para isso, as amostras protéicas
extraidas foram analisadas em gel de poliacrilamida desnaturante e transferidas para
membranas de nitrocelulose para posterior imunodeteccéao.

Os experimentos de imunodetecgao confirmaram que L. lactis pCYT:hsp65 e L. lactis
pSEC:hsp65 sao capazes de produzir e corretamente enderecgar a proteina rHsp65 de M.
leprae, como mostrado na figura 5.

As culturas crescidas em glicose nao foram capazes de produzir o antigeno rHsp65,
porém, aquelas crescidas com o agucar xilose foram capazes de sintetiza-lo como revelado

nas canaletas Glu e Xyl, respectivamente. A rHsp65 produzida por L. lactis pCYT:hsp65
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ficou retida dentro da célula, o que esta de acordo com o esperado, ja que o vetor de
expressao pXyIT:CYT nao possui peptideo sinal para a exportagao da proteina.

O antigeno produzido pela linhagem L. lactis pSEC:hsp65 ficou tanto retido dentro da
célula como foi secretado. Comparando-se o sinal de rHsp65 na fracdo celular (C) e
secretada (S), pode-se perceber que a eficiéncia de secrecado, ou seja, a razao entre a
quantidade de proteina observada no meio extracelular e no conteudo intracelular € de
aproximadamente 60%.

Foi estimado que a linhagem L. lactis pSEC:hsp65 secreta cerca de 7 mg/L do

antigeno comparando-o com o padréo utilizado.

A L. lactis NCDO2118 (pXyIT:CYT:hsp65)
T
Cmr rOS spas rHsp65
PxyIT

L. lactis NCDO2118 (pXyIT:SEC:hsp65)

B

T
Cmr rDSyspas  SPuspas rHsp65
nylT
SEC:hsp65 CYT:hsp65
S C S c

Glu Xyl Glu Xyl Xyl Xyl Glu St M

© <«— 65kDa

|
|
Il

=

Figura 5: Imunodetec¢do da rHsp65 a partir de culturas das linhagens L. lactis
PSEC:hsp65 e L. lactis pCYT:hsp65. (A) e (B) Representacdo esquematica do vetor de
expressao XIES para a producdo de rHsp65 intracelular e secretada, respectivamente.
Pxylt: Promotor induzido por xilose. rbsyspss: Sitio de ligagdo do ribossomo da sequéncia
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codificadora da proteina Usp45 de L. lactis. spuspss: Peptideo sinal da proteina Usp45.
rHsp65: ORF hsp65 de M. leprae. Cm". Gene que confere resisténcia ao antibiotico
cloranfenicol. (C) cyt:hsp65. L. lactis produtora da forma intracelular da rHsp65. sec:hsp65:
L. lactis produtora da forma secretada da rHsp65. S: Fragdo secretada. C: Fracéo
citoplasmatica. M: Padrdo de peso molecular “low weight” Jena Bioscience. St: Proteina
rHsp65 purificada produzida em E. coli (0,158 ug/ul). Glu: Linhagens crescidas em glicose,
ndo induzidas. Xyl: Linhagens crescidas em xilose, induzidas.

VI.1.3 TESTE DO LISADO DO AMEBOCITO LIMULUS (LAL)

O teste de LAL foi realizado a partir das fragdes protéicas extraidas de L. lactis
recombinante e selvagem para a investigacao do grau farmacéutico das linhagens a serem
utilizadas nos ensaios imunolégicos. Este teste constitui um dos métodos mais sensiveis de
deteccao de endotoxinas (ou lipopolissacarideos — LPS) bacterianas presentes em produtos
bioloégicos. O LPS é capaz de gerar varias respostas inflamatdrias, causando desordens
neuropsiquiatricas e choque séptico em animais (Feng et al., 2008). Dessa maneira, a
constatacdo da auséncia de impurezas contaminantes nas linhagens garante sua qualidade,

seguranga e eficacia. A tabela 4 demonstra os resultados obtidos.

TABELA 4: Resultados do ensaio do Lisado do Amebdcito do Limulus realizado a partir
das fragbes protéicas extraidas das linhagens recombinantes de L. /actis

Linhagens Limite de Resultados
UE/ug aceito Media de Final
UE/ug obtida
L. lactis pCYT:hsp65 C | <0,1 0,00881 A
L. lactis pCYT:hsp65 C NI <0,1 0,00501 A
L. lactis pCYT:hsp65 S | <0,1 0,00458 A
L. lactis pCYT:hsp65 S NI <0,1 0,00641 A
L. lactis pSEC:hsp65 C | <0,1 0,00192 A
L. lactis pSEC:hsp65 C NI <0,1 0,00542 A
L. lactis pSEC:hsp65 S | <0,1 0,00137 A
L. lactis pSEC:hsp65 S NI <0,1 0,00205 A
L. lactis selvagem C <01 0,01119 A
L. lactis selvagem S <01 0,00225 A
A: Aprovado; C: Fracdo celular; S: Fragdo secretada; I: Linhagem Induzida; NI:

Linhagem Nao Induzida; UE/pg: unidades endotoxicas/micrograma L. lactis
pCYT:hsp65: Linhagem produtora da forma citoplasmatica do antigeno; L. lactis
pSEC:hsp65: Linhagem produtora da forma secretada do antigeno

Todas as amostras testadas apresentaram concentragcdo de endotoxina abaixo de
0,1 UE/ug e, dessa maneira, foram consideradas livres de LPS cumprindo os requisitos
estabelecidos pelo FDA (Food and Drug Administration), USP (United States Pharmacopeia)

e EP (European Pharmacopoeia). Considerando que L. /actis e uma bactéria Gram-positiva
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e que o LPS esta presente somente na parede celular de bactérias Gram-negativas, os

resultados observados estdo de acordo com o esperado.

VI. 2 Caracterizacao do Perfil de Resposta Imunolégica

Camundongos BALB/c foram imunizados com as linhagens recombinantes de L.
lactis para verificacdo do padrao de citocinas e anticorpos produzidos apds as imunizagdes.
Antes dos ensaios de protecdo, e de extrema importancia verificar se a formulagao vacinal
desenvolvida e capaz de estimular as células T antigeno-especificas bem como a producao
de anticorpos por células B. O perfil de resposta imunoldgica do tipo Th1, que se caracteriza
principalmente pela producdo da citocina IL-12 por macréfagos e INF-y por células T
auxiliares, e o desejado para se combater o M. tuberculosis (Wangoo et al., 2001). A
producao de INF-y por células T induz a produgdo de anticorpos do subtipo IgG2a pelos
linfécitos B. Os anticorpos auxiliam na prote¢cdo, embora a resposta imune celular seja
considerada indispensavel para o combate do bacilo (Hoft, 2008). Os resultados obtidos nos

experimentos de imunogenicidade estdo detalhados nas se¢des subseqlentes.

VI. 2. 1 ENSAIOS DE IMUNOGENICIDADE

Camundongos BALB/c receberam intranasalmente cinco doses de 10® UFC de L.
lactis produzindo a forma citoplasmatica [L. Lactis (pCYT:hsp65)] e secretada [L. lactis
(pSEC:hsp65)] do antigeno rHsp65 nos dias 0, 3, 7, 10 e 24. Seis dias apds a ultima
imunizagao, os animais foram sacrificados e avaliados em relagdo a diversos parametros
como: producdo de anticorpos IgG1, IgG2a e IgA anti-Hsp65 e produgao das citocinas INF-

y, IL-12, IL-5 e IL-10. Os grupos testados nos ensaios que se seguiram foram:

grupo controle negativo vacinado com PBS 1X;
grupo controle negativo vacinado com as linhagens L. lactis (pCYT:hsp65) e L. lactis
pSEC:hsp65) na proporgao 1:1 nao induzidas;
grupo teste vacinado com a linhagem L. /actis pCYT:hsp65 induzida;
grupo teste vacinado com a linhagem L. /actis pSEC:hsp65 induzida;
e. grupo teste vacinado com as linhagens L. lactis pCYT:hsp65 e L. lactis pSEC:hsp65

na proporcao 1:1 induzidas.

VI. 2. 2 CARACTERIZACAO DO PERFIL DE RESPOSTA IMUNE HUMORAL
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VI. 2. 2. 1 Imunoglobulinas IgG1 e IgG2a anti-Hsp65 detectadas no soro dos animais

imunizados

As amostras de soro obtidas pds-imunizacdo foram diluidas 2x, 10x, 100x e 1000x
para verificar qual a diluigho mais adequada para a detec¢cdo das imunoglobulinas em
espectrofotdmetro. Determinou-se que a diluicdo ideal para representar a producao de
anticorpos especificos produzidos a partir das imunizacdes foi a de 2x.

A resposta imune humoral no soro dos animais vacinados foi avaliada através da
deteccao de anticorpos do subtipo IgG1 e IgG2a anti-Hsp65, por meio da técnica de ELISA.
Os camundongos imunizados exibiram baixa producao dos anticorpos testados. Além disso,
a producdo de IgG1 e IgG2a anti-Hsp65 pelos animais imunizados com as linhagens
produtoras de rHsp65 foi estatisticamente insignificante em relagdo aos grupos controle, os
quais receberam PBS 1X e as linhagens de L. /actis ndo induzidas (P > 0.05) (Fig. 6).

Comparando-se os niveis de anticorpos de ambas subclasses, observou-se o
predominio do subtipo IgG2a (razédo 1gG2a:lgG1 > 1), o que sugere a predominancia de
resposta do tipo Th1. Entretanto, como os resultados ndo s&o significantes, ndo se pode

concluir se a maior quantidade desse anticorpo se deve a vacinagdo com as linhagens.
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Figura 6: Anticorpos dos subtipos IgG1 e IgG2a especificos para rHsp65 detectados
em amostras de soro dos animais imunizados intranasalmente com L. lactis
recombinante. As amostras foram coletadas seis dias apdés a imunizagdo com culturas de
L. lactis induzidas (I) ou nao induzidas (NI). (Cyt) L. lactis pCYT:hsp65; (Sec) L. lactis
pSEC:hsp65; (Cyt Sec) L. lactis pCYT:hsp65 e L. lactis pSEC:hsp65 (1:1); (PBS 1X)
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Tampao Salina Fosfato. Foi considerado com diferenga estatisticamente significativa quando
p<0,05.

A partir desses resultados pode-se verificar que a imunizagdo com as linhagens
recombinantes induzidas nao induziram producdo de anticorpos IgG1, IgG2a especificos

para Hsp65 de M. leprae.

VI. 2. 2. 2 Imunoglobulina IgA anti-Hsp65 detectada no Lavado Bronco Alveolar (Lba)

dos animais imunizados

Para verificar se as linhagens recombinantes, induzidas ou ndo, de L. lactis
NCDO2118 produtoras de rHsp65 foram capazes de estimular a producao de anticorpos IgA
anti-Hsp65, amostras do Lba dos animais vacinados nao diluidas foram avaliadas através da
técnica de ELISA para a detecgao dessa imunoglobulina.

A producao de IgA anti-Hsp65 pelos animais imunizados foi baixa e, além disso, ndo

foi estatisticamente significante em relagao aos grupos controle, como mostrado na figura 7.
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Figura 7: Anticorpos IgA especificos para rHsp65 detectados em amostras do Lba dos
animais imunizados intranasalmente com as linhagens recombinantes de L. lactis. As
amostras foram coletadas seis dias apds a imunizagéo com culturas de L. /actis induzidas (1)
ou nao induzidas (NI). (Cyt) L. lactis pCYT:hsp65; (Sec) L. lactis pSEC:hsp65; (Cyt & Sec) L.
lactis pCYT:hsp65 e L. lactis pSEC:hsp65 (1:1); (PBS 1X) Tampao Salina Fosfato. Foi
considerado com diferenga estatisticamente significativa quando p<0,05.
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VI. 2. 3 CARACTERIZAGCAO DO PERFIL DE RESPOSTA IMUNE CELULAR

VI. 2. 3. 1 Avaliagdo da produgédo das citocinas INF-y, IL-12, IL-5 e IL-10 nos
linfonodos derivados dos animais vacinados com as linhagens recombinantes de L.

lactis

Para avaliar qual perfil de resposta imune celular estava sendo induzido apés a
vacinagdo com as linhagens recombinantes de L. lactis, as citocinas INF-y e IL-12,
consideradas marcadores da resposta imune do tipo Th1, e as citocinas IL-5 e IL-10,
consideradas, por sua vez, marcadores da resposta imune do tipo Th2, foram escolhidas
para serem mensuradas. Sendo assim, a resposta imune celular foi avaliada a partir de
ensaios de ELISA utilizando o sobrenadante das culturas de linfonodos dos camundongos
imunizados.

Quando os niveis de IL-12 detectados nos grupos vacinados foram comparados aos
dos grupos controle, foi verificado que ndo houve producao significativa dessa citocina (Fig.
8).
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Figura 8: Inducdao da producao de IL-12 pelas células do linfonodo dos animais
imunizados com as linhagens recombinantes de L. lactis. Resultados, em pg/mL, sao
representados como a média e desvio padréao de cada grupo de seis animais imunizados. A
leitura foi realizada a 450nm. Grupos controle: PBS 1X e Cyt & Sec NI. Grupos testes: Cyt |,
Sec | e Cyt & Sec |. Controle positivo do experimento: Mitdgeno de concanavalina A (Con
A). Controle negativo do experimento: Meio RPMI. Foi considerado com diferenca
estatisticamente significativa quando p<0,05.
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Os ensaios para a detecgao de INF-y resultaram negativos, sugerindo que o nivel de
producdo dessa citocina ficou abaixo do limite de detecgdo da técnica (dados néao
mostrados).

A figura 9 mostra a produgao de IL-10 e IL-5 nos linfonodos dos animais imunizados.
Essa producdo foi considerada basal, pois os niveis detectados dessas citocinas foram
muito baixos e nao significativos em relagao aos niveis produzidos pelos controles (Fig. 9).

Comparando com todas as citocinas testadas, os niveis obtidos para IL-12 foram os
mais altos. No entanto, ndo se pode fazer nenhuma correlagéo entre os grupos vacinados e
a quantidade de IL-12 uma vez que nao foi observada uma producgao significativa dessa
citocina nos grupos vacinados com as culturas recombinantes induzidas.

Esses resultados demonstram que as linhagens de L. lactis pCYT:hsp65 e L. lactis
pSEC:hsp65 nao foram capazes de induzir resposta imune celular nos linfonodos dos

animais testados.
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Figura 9: Indugdo da producédo de IL-10 e IL-5 pelas células do linfonodo dos animais
imunizados com as linhagens recombinantes de L. lactis. Resultados, em pg/ml, séo
representados como a média e desvio padrao de cada grupo de seis animais imunizados. A
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leitura foi realizada a 450nm. Grupos controle: PBS 1X e Cyt & Sec NI. Grupos testes: Cyt |,
Sec | e Cyt & Sec |. Controle positivo do experimento: Mitdgeno de concanavalina A (Con
A). Controle negativo do experimento: Meio RPMI. Foi considerado com diferenga
estatisticamente significativa quando p<0,05.

VI. 2. 3. 2 Avaliagdo da produgdo das citocinas INF-y, IL-12, IL-5 e IL-10 nos
esplendcitos derivados dos animais vacinados com as linhagens recombinantes de

L. lactis

A produgédo das citocinas INF-y, IL-12, IL-5 e IL-10 foram avaliadas por ELISA no
sobrenadante das culturas de esplendcitos dos camundongos imunizados com o intuito de
se determinar o padrao de resposta imune, Th1 ou Th2, gerado. A Figura 10 mostra os

resultados obtidos no ensaio de ELISA para as citocinas do padrao Th1 INF-y e IL-12.
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Figura 10: Inducdao da producao de INF-y e IL-12 pelos esplenécitos dos animais
imunizados com as linhagens recombinantes de L. lactis. Resultados, em pg/ml, séo
representados como a média e desvio padrdo de cada grupo de seis animais imunizados. A
leitura foi realizada a 450nm. Grupos controle: PBS 1X e Cyt & Sec NI. Grupos testes: Cyt |,
Sec | e Cyt & Sec |. Controle positivo do experimento: Mitdgeno de concanavalina A (Con
A). Controle negativo do experimento: Meio RPMI. Foi considerado com diferenca
estatisticamente significativa quando p<0,05.

Os resultados observados nas figuras acima revelam que nao houve nenhuma
producao significativa das citocinas do padrdao Th1 (INF-y e IL-12) avaliadas nos
esplendcitos dos animais vacinados.

A figura 11 ilustra os resultados obtidos para as citocinas IL-10 e IL-5 também

avaliadas nos esplendcitos dos animais imunizados.
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Figura 11: Inducdao da produgdo de IL-10 e IL-5 pelos esplendcitos dos animais
imunizados com as linhagens recombinantes de L. lactis. Resultados, em pg/ml, séo
representados como a média e desvio padrdo de cada grupo de seis animais imunizados. A
leitura foi realizada a 450nm. Grupos controle: PBS 1X e Cyt & Sec NI. Grupos testes: Cyt |,
Sec | e Cyt & Sec |. Controle positivo do experimento: Mitdgeno de concanavalina A (Con
A). Controle negativo do experimento: Meio RPMI. Foi considerado com diferenga
estatisticamente significativa quando p<0,05.
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Novamente, os resultados obtidos para IL-10 e IL-5 foram similares aos obtidos para
as demais citocinas testadas. Os niveis detectados foram baixos e n&o significativos em
relagdo aos niveis produzidos pelos grupos controles.

Esses resultados demonstram que as linhagens de L. lactis pCYT:hsp65 e L. lactis
pSEC:hsp65 nao foram capazes de induzir resposta imune celular no bago dos animais

imunizados com as mesmas.

VI. 2. 3. 3 Avaliagdo da produgéo da citocina IL-10 no Lavado Bronco Alveolar (Lba)

dos animais vacinados com as linhagens recombinantes de L. lactis

A linhagem L. lactis NZ9000 administrada oralmente em camundongos estimulou a
produgdo de IL-10 no Lba dos animais (Villena et al., 2008). Para verificar se a linhagem
utilizada nesse trabalho, L. lactis NCDO21118, seria capaz de gerar esse mesmo efeito, o
Lba dos camundongos imunizados com L. Lactis pCYT:hsp65 e L. lactis pSEC:hsp65 foi
recolhido e avaliado quanto a produgao da citocina IL-10. A figura 12 ilustra os resultados
obtidos.
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Figura 12: Indugcao da producao de IL-10 no Lba dos animais imunizados com as
linhagens recombinantes de L. lactis. Resultados, em pg/ml, sdo representados como a
média e desvio padrao de cada grupo de seis animais imunizados. A leitura foi realizada a
450nm. Grupos controle: PBS 1X e Cyt & Sec NI. Grupos testes: Cyt |, Sec | e Cyt & Sec I.
Controle positivo do experimento: Mitégeno de concanavalina A (Con A). Controle negativo
do experimento: Meio RPMI. Foi considerado com diferenca estatisticamente significativa
quando p<0,05.

Foi observado um aumento significativo da citocina IL-10 no Lba dos animais
vacinados com L. lactis pCYT:hsp65 e L. lactis pSEC:hsp65 (1:1) ndo induzidas, em relagao
ao Lba dos animais que receberam a linhagem L. lactis pCYT:hsp65 induzida.
Provavelmente, a presenca do antigeno rHsp65 modulou o sistema imune de maneira a

diminuir a quantidade de IL-10 no organismo dos animais.
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O uso de L. lactis como uma usina para a producao de moléculas de interesse
meédico e biotecnoldgico para sua aplicagdo como um veiculo vacinal € bastante promissor
uma vez que essas bactérias sdo consideradas seguras apresentando o status “GRAS”.
Além disso, varios estudos ja demonstraram a capacidade que L. lactis possui em gerar
respostas imunes sistémicas e/ou de mucosas contra antigenos heterdlogos sintetizados em
seus compartimentos celulares (Bermudez-Humaran et al., 2007; Wells & Mercenier, 2008).
Somando isso a necessidade de se desenvolver uma nova vacina contra a TB ja que a
BCG, unica vacina disponivel, vem apresentando eficacia controversa, o desenvolvimento
de linhagens de L. lactis expressando o antigeno rHsp65 de M. leprae poderiam representar
uma nova alternativa para ser testada contra a TB (Rocha, 2007; Souza et al., 2008).

Dessa maneira nosso grupo de pesquisa desenvolveu linhagens de L. lactis
NCDO2118 produtoras do antigeno rHsp65 de M. leprae baseado no sistema de expressao
induzido por xilose (XIES — Xylose Inducible Expressing System) (Miyoshi et al., 2004;
Rocha, 2007). O antigeno rHsp65 foi escolhido uma vez que sua utilizagdo em ensaios de
imunizagao induziu efeitos profilaticos e terapéuticos em varios modelos animais (Silva et
al., 1994). Além disso, estudos pré-clinicos com Hsp65 tem mostrado o seu potencial como
uma vacina contra TB (Lowrie et al., 1999; Silva, 1999; Bonato et al., 2004; Hoft, 2008). Por
conseguinte, o interesse de se utilizar o sistema XIES foi baseado em certas vantagens que
este apresenta em relagao aos atuais sistemas de expressdo como (i) ser de mais facil
manipulagao, (ii) ser menos dispendioso, (iii) ser seguro para uso humano pelo fato de ser
induzido por um acucar (Miyoshi et al., 2004). Além disso, foi demonstrado que o XIES é
capaz de produzir e enderecar corretamente proteinas para o meio intra e extracelular
(Miyoshi et al., 2004).

As analises de imunodetecgao revelaram que a proteina rHsp65 foi expressa sem
sinal aparente de degradagdo, assim como observado por Rocha (2007). Grande
quantidade das proteinas heterdlogas produzidas em L. lactis sdo degradadas pela maior
protease extracelular, HtrA, durante a sua translocacdo pela membrana celular (Poquet et
al., 2000; Miyoshi et al., 2002). A falta de degradacdo da rHsp65 pela HtrA pode ser
explicada pela composi¢do altamente conservada dessa proteina (Silva, 1999). Dessa
maneira, por ser muito conservada, a rHsp65 pode nao estar sendo reconhecida por L. lactis
como uma proteina exdgena. Segundo Le Loir e colaboradores (2005) poucos trabalhos
reportaram a produgdo de proteinas heterélogas em diferentes compartimentos celulares
(ancorada a membrana ou produzida nos meios intra e extracelular) quando utilizados as
mesmas condicdes de indugao e 0 mesmo promotor.

O presente trabalho confirmou a habilidade do sistema XIES em produzir
eficientemente rHsp65 nos meios intra e extracelular, da mesma maneira como verificado

por Rocha (2007). Proteinas recombinantes produzidas por bactérias Gram-positivas, como
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L. lactis, ndo sao contaminadas por LPS (Lipopolissacarideo), endotoxina capaz de induzir
respostas imunolégicas inespecificas nos hospedeiros (Stewart and Young, 2004). Dessa
maneira, a utilizagdo biotecnolégica das linhagens permitirda a obtencao do antigeno livre de
LPS para uso clinico.

As linhagens recombinantes de L. lactis foram posteriormente utilizadas para
investigar qual tipo de resposta imune celular era gerada (Th1 ou Th2) apés os ensaios de
imunogenicidade. O interesse foi o de encontrar um aumento significativo de células e
imunoglobulinas do padrédo Th1 de resposta nos camundongos vacinados, as quais sao
responsaveis por induzir atividades microbicidas nos células infectadas auxiliando na
eliminagao do bacilo (Berrington & Hawn, 2007; Hoft, 2008).

O INF-y é uma citocina responsavel pela ativagdo de mecanismos microbicidas nos
macrofagos infectados com a micobactéria. A indugido dessa citocina sugere a ativacédo de
uma resposta imune com padrdo Th1 de resposta, necessaria para o combate do bacilo
(Boehm et al., 1997). Sob a sua influéncia, linfocitos B secretam IgG2a (Kaplan et al., 2001).
Ja a IL-12, produzida pelos macréfagos ativados diferencia as células T CD4+ que estdo no
sitio da infecgdo em efetores do tipo Th1, sendo assim, estd também relacionada com o
esse padrao de resposta (Salgame, 2005). A citocina IL-5 esta envolvida principalmente com
a eliminagéo de helmintos do hospedeiro e sua producdo sugere ativagdo de uma resposta
imune do tipo Th2, apesar da citocina IL-4 ser a considerada caracteristica deste tipo de
resposta e induzir a formagao de anticorpos IgG1 (Kaplan et al., 2001; Hoft, 2008). A IL-10,
por sua vez, apresenta importante propriedade antiinflamatoéria e supressora da resposta
Th1. A presencga desta citocina indica a regulagdo negativa da atividade de células T, sendo
considerada entdo tipica do padrdao Th2 de resposta (Lu et al., 2003). Por essas
caracteristicas, as citocinas citadas acima foram escolhidas para serem utilizadas como
“marcadores” para a verificacdo do padrao de resposta induzido apés as vacinagoes.

Apesar da resposta imune celular mediada por células T ser considerada
indispensavel para o combate do bacilo dentro do hospedeiro, os anticorpos produzidos por
linfécitos B também contribuem para a protecdo, embora em menor escala, ja que M.
tuberculosis € um patogeno intracelular (Hoft, 2008). Dessa maneira, € interessante que
uma vacina anti-TB induza a formag&o de imunoglobulinas que tém a fungcédo de degradar os
poucos bacilos que se encontram no meio extracelular (Hoft, 2008).

Diante dos resultados aqui apresentados, pode-se afirmar que a vacinacdo com as
linhagens de L. lactis recombinantes n&o foi bem sucedida, pois ndo induziu um aumento
significativo de anticorpos 1gG1, 1gG2a e IgA anti-hsp65 em camundongos vacinados. A
presenca de anticorpos especificos, embora em pequena quantidade, para o rHsp65 nos

grupos controle pode ser explicada pela alta similaridade desse antigeno com o Hsp65 de
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outras micobactérias ambientais que previamente poderiam ter sensibilizado os animais
(Lindquist, 1986).

Além da imunizacado nao ter sido efetiva para a formacao de imunoglobulinas, ela
também nao induziu nenhum padrdo de resposta (Th1 ou Th2), j& que os niveis das
citocinas INF-y, IL-12, IL-10, IL-5 avaliadas nos linfonodos e no bago dos animais
mostraram-se nao significativas em relacdo aos niveis obtidos para os grupos controle.
Sendo assim, as linhagens demonstraram ser inefetivas em gerar resposta imune celular
nesses dois orgaos. Esse resultado para as citocinas medidas em amostras do bago é
esperado, pois a imunizagdo efetuada nos camundongos se deu pela mucosa nasal. Em
geral, a vacinagdo na mucosa gera respostas imunes nos linfonodos e ndo no bacgo, érgao
que é geralmente estimulado apés imunizacgoes intramusculares (Hoft, 2008).

A falta de resposta imune humoral e celular observada pode ser devida a algumas
caracteristicas que L. lactis possui, como, por exemplo, ndo ser capaz de colonizar a
cavidade oral e intestinal dos animais (Carr et al., 2002; Bermudez-Humaran et al., 2004).
Dessa maneira, o contato entre as bactérias contendo o antigeno rHsp65 e as células do
sistema imune foi insuficiente para gerar uma resposta imune de grande magnitude. De
acordo com Dieye e colaboradores (2003) a auséncia de resposta imune observada em seu
trabalho pode ser explicada pelo fato de as proteinas VP2 e VP3 do virus IBDV produzidas
por L. lactis terem ficado “presas” no peptidoglicano da parede celular da bactéria,
impedindo, assim, o seu contato com as células do sitema imune.

A quantidade de rHsp65 produzida pelas linhagens pode também ter influenciado na
resposta imune. Lee e colaboradores (2001) perceberam que a quantidade do antigeno
UreB de Helicobacter pylori produzido por L. lactis nao foi o fator limitante para a falta de
resposta imune observada, sendo esta relacionada a tolerancia imunolégica ao antigeno
que fora expresso. De acordo com isso, e considerando que a quantidade de rHsp65 obtida
nesse trabalho foi similar a quantidade de UreB obtida no trabalho mencionado acima, a
auséncia de resposta imune pode ndo ter sido devida a quantidade de rHsp65 produzida
pelas linhagens.

Para verificar se a dose de sua vacina poderia interferir na resposta imune, Zhang e
colaboradores (2005) imunizaram oralmente camundongos com uma baixa dose (1 x 10°
UFC) de L. lactis expressando o antigeno MSP-1,4 e com uma alta dose (5 x 10° UFC)
dessa mesma preparagdo. Observou-se que o grupo que recebeu a baixa dose foi mais
fortemente protegido do que o grupo imunizado com alta dose dessa bactéria, apos o
desafio com Plasmodium yoelii. Isso demonstra que altas doses da vacina ndo foram
requeridas para protegédo contra o patdégeno. Na verdade existe um equilibrio na dose a ser
administrada para que a ativagdo da imunidade ocorra. E sabido que doses muito baixas da

vacina podem tornar os linfécitos T auxiliares especificos ndo-responsivos (anérgicos) sendo
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incapazes de sofrer ativagao pelo antigeno. Por outro lado, doses muito altas e repetidas do
antigeno podem induzir células T auxiliares especificas a sofrer apoptose (Abbas, 2005).
Por isso, é importante padronizar o protocolo de imunizagdo (numero de doses, dias de
administragdo) permitindo com que a dose administrada nos animais seja moderada para
que uma resposta imune eficiente seja gerada (Zhang et al., 2005; Cortez-Perez et al.,
2007). Contudo, para verificar se as dose das vacinas de L. lactis administradas nesse
trabalho foram adequadas, outros experimentos utilizando diferentes protocolos de
imunizacao deverao ser realizados no futuro.

De acordo com Wells & Mercenier (2008) outro importante fator que influencia na
imunogenicidade de um antigeno é a sua localizacdo celular (ancorado a membrana, intra
ou extracelular). Quando linhagens de L. lactis produtoras do antigeno TTFC foram
utilizadas como uma vacina, percebeu-se que o antigeno que estava ancorado a membrana
de L. lactis foi mais imunogénico que aquele produzido intracelularmente por essa bactéria
(Reveneau et al., 2002). Talvez, a localizacao intracelular da proteina rHsp65 nao foi ideal
para a geragao de uma resposta imune perceptivel.

Segundo Souza e colaboradores (2008), a utilizagdo do antigeno rHsp65 foi
promissora quando o mesmo foi utilizado como uma vacina de DNA. O presente trabalho
demonstra uma nova maneira do rHsp65 ser apresentado ao sistema imune, ou seja, em
sua forma protéica e sendo carreado por L. lactis. Talvez, esse modo de apresentagado pode
ter influenciado negativamente as suas propriedades imunoestimulantes.

Muitas questbes acerca do uso das BL como veiculos vacinais ainda ndo foram
estabelecidas tal como a linhagem ideal para ser utilizada em ensaios de imunizagéo para a
geracado de uma resposta imune protetora (Wells & Mercenier, 2008). A linhagem L. lactis
NCDO2118, utilizada nesse trabalho, nunca foi testada como veiculo vacinal e suas
habilidades imunomodulatorias sdo desconhecidas. Poucos estudos sdo conduzidos com o
intuito de avaliar as capacidades imunomoduladoras e citotéxicas de diferentes linhagens de
L. lactis. Recentemente Suzuki e colaboradores (2008) testaram a habilidade de 46
linhagens de L. lactis em induzir a produ¢do de IL-6, IL-12 e TNF-a, sendo essas duas
ultimas citocinas interessantes para o combate de M. tuberculosis. No entanto, a capacidade
de producdo dessas citocinas ndo foi relacionada a subespécie ou a fonte do isolado.
Quando o conhecimento nessa area for ampliado sera possivel selecionar as linhagens que
sdo adequadas para ensaios de imunizacao (Wells & Mercenier, 2008).

Foi demonstrado que L. lactis produzindo a forma citoplasmatica do rHsp65 reduziu
significantemente a quantidade de IL-10 no lavado bronco alveolar dos animais imunizados
com essa linhagem. Aparentemente, a presenca do antigeno rHsp65 modulou o sistema
imune de maneira a reduzir a quantidade dessa citocina no organismo. Esse efeito é

interessante na medida em que a citocina IL-10, sendo caracteristica do padrdo de resposta
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Th2, aumenta a susceptibilidade ao M. tuberculosis (Hoft, 2008). Sendo assim, a sua
diminui¢cdo poderia proporcionar resisténcia ao bacilo. Entretanto, ndo € possivel afirmar se
de fato a presenca de rHsp65 reduziu a quantidade de IL-10 uma vez que esse efeito nao foi
observado nos grupos vacinados com L. lactis pSEC:hsp65 induzido e com L. lactis
pSEC:hsp65 & L. lactis pCYT:hsp65, ambas as linhagens induzidas (1:1).

Embora as vacinas de L. lactis produtoras de rHsp65 testadas nesse trabalho nao
tenham induzido nenhuma resposta imune aparente, isso nao significa que elas nao
poderiam gerar protecdo contra o desafio com a linhagem de M. tuberculosis virulenta. A
imunizacdo oral de camundongos com L. lactis expressando o antigeno MSP-1,9 de
Plasmodium yoelii ndo gerou nenhuma resposta imune aparente. No entanto, apds desafio
com P. yoelii, os camundongos vacinados com as linhagens tiveram redugao significativa da
parasitemia quando comparados aos camundongos nao vacinados (Zhang et al., 2005).
Todavia, animais vacinados com as linhagens de L. lactis produtoras de rHsp65 deverao ser
desafiados com M. tuberculosis H37Rv no futuro para a avaliagao da protegao conferida por
elas.

Considerando todos os resultados, ndo foi possivel utilizar as linhagens
recombinantes de L. lactis como vacinas contra M. tuberculosis. Consecutivamente, nosso
grupo de pesquisa ira realizar outros experimentos visando a padronizagdo da resposta
imunoldgica contra L. lactis produtoras do antigeno rHsp65. Alguns fatores estao sendo
investigados, tais como a possibilidade de se utilizar uma outra linhagem com propriedades
adjuvantes, a localizagdo celular do antigeno bem como a modificacdo do esquema de

imunizacéo.
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VIII.1 Conclusodes

Os resultados apresentados no presente estudo permitem chegar as seguintes

conclusoes:

1. L. lactis confirmou-se uma excelente alternativa para a producdo heteréloga de
rHsp65 uma vez que as linhagens demonstraram-se capazes de produzir e
corretamente enderecar a proteina recombinante;

2. L. lactis ndo foi capaz de induzir significativamente a producéo de anticorpos IgG1 e
IgG2a anti-Hsp65 no soro e IgA anti-Hsp65 no lavado bronco alveolar (Lba);

3. Nao foi possivel definir o padrdo de resposta imune celular (Thl ou Th2) induzido
nos linfonodos e no baco dos animais vacinados uma vez que 0S ensaios de
deteccdo das citocinas nédo revelaram a inducdo de quaisquer das citocinas
mensuradas;

4. Aparentemente, a presenca do antigeno rHsp65 foi capaz de modular o sistema
imune de maneira a reduzir a quantidade da citocina IL-10 avaliada no Lba dos
animais imunizados com a linhagem L. lactis pCYT:hsp65 induzida. Contudo,
andlises mais acuradas deverdo ser consideradas para verificar esse efeito ja que o

mesmo nao foi observado nos outros grupos testes.

VIII.2 Perspectivas

A utilizacdo de linhagens de L. lactis produtoras da forma citoplasmética e secretada
do antigeno Hsp65 de M. leprae, um antigeno imunodominante capaz de induzir respostas
imunes humoral e celular contra M. tuberculosis, permitiu o desenvolvimento tecnolégico do
processo de obtencdo da proteina recombinante livre de LPS. A obtencdo do rHsp65 foi
sempre obtida a partir de bactérias Gram-negativas como a Escherichia coli, e, portanto,
sempre contaminado com o LPS presente em sua membrana. O LPS é capaz de ativar o
sistema imune de forma inespecifica (Stewart & Young, 2004), afetando o cérebro de
animais e causando desordens neuropsiquiatricas como depressado, esquizofrenia e autismo
(Feng et al., 2008). Sendo assim, a purificagdo do antigeno rHsp65 livre dessa endotoxina €
essencial para que este seja utilizado de maneira segura como uma vacina.

Os resultados mostrados neste trabalho revelaram que as linhagens ndo foram
capazes de elicitar respostas imunes humoral e celular nos camundongos vacinados. Sendo
assim, as analises nao foram suficientes para esclarecer o tipo de resposta imune celular
gerado apdés imunizacdo com as linhagens recombinantes de L. lactis. O trabalho, portanto,

abre perspectivas para:
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1. Realizacdo de novos ensaios de imunizacdo em camundongos com
modificagdes nos cronogramas de imunizagdes, na linhagem de L. lactis a
ser utilizada e na localizacdo celular do antigeno rHsp65, que devera estar
ancorado a membrana celular da bactéria para uma melhor interagdo com
as células do sistema imune;

2. Se confirmados os resultados esperados de imunogenicidade, o0s
camundongos deverdo ser desafiados com a linhagem virulenta de M.
tuberculosis H37Rv em laboratério nivel de biosseguranca P3 para
verificacdo da protecao conferida apGs as vacinacgées;

3. Além disso, outras estratégias utilizando L. lactis como um veiculo vacinal
serdo testadas, como, por exemplo, a utilizacdo de linhagens de L. lactis
produzindo internalinas de Listeria monocytogenes capazes de invadir
células epiteliais ndo fagociticas, permitindo a entrega de plasmideos
contendo o antigeno rHsp65 e favorecendo sua interacdo com células do

sistema imune.
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Secdo | — Capitulo “Lactic Acid Bacteria as live vectors: Heterologous protein

production and delivery systems”

O LGCM possui, hd 10 anos, uma colaboracéo internacional, (Brasil — Franca,
intermediada pelos 6rgaos financiadores CAPES e COFECUB) com o Laboratério de
Pesquisa Leiteira e Genética Aplicada (URLGA) do Instituto Nacional de Pesquisa
Agron6mica (INRA; Jouy en Josas, Franca); o qual visa promover o desenvolvimento de
novas aplicacdes biotecnolégicas e terapéuticas para as Bactérias Lacticas (BL). Em
colaboracdo com esse instituto, o LGCM ja publicou diversos trabalhos relevantes sobre
esse tema (busca pelos termos “L. lactis” e “Miyoshi”, http://www.pubmed.gov) e desenvolve,
dessa maneira, um papel eminente no que diz respeito a utilizacdo de L. lactis como vacinas
de mucosa.

Uma vez que o LGCM apresenta importancia no cenario mundial sobre o estudo das
BL, o nosso grupo de pesquisa foi convidado para redigir um capitulo de livio em
colaboracdo com o INRA, intitulado “Lactic Acid Bacteria as live vectors: Heterologous
protein production and delivery systems” que sera publicado no livro “Biotechnology of
Lactic Acid Bacteria: Novel applications”. Acreditamos que esse capitulo, que se encontra no
prelo publicacd@o, contribuira para o desenvolvimento de trabalhos cientificos que serdo

realizados futuramente na area.
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$a$ Abstract.

Lactic acid bacteria (LAB), widely used in the food industry, are present in the intestine of
most animals, including humans. The potential use of these bacteria as live vehicles for the
production and delivery of heterologous proteins of vaccinal, medical or technological interest
has therefore been extensively investigated. Lactococcus lactis, a LAB species, is a potential
candidate for the production of biologically useful proteins. Several delivery systems have
been developed to target heterologous proteins to a specific cell location (i.e., cytoplasm, cell
wall or extracellular medium). A promising application of L. lactis is its use as an antigen
delivery vehicle, for the development of live mucosal vaccines. The expression of
heterologous proteins and antigens as well as the various delivery systems developed in L.

lactis, and its use as an oral vaccine carrier are discussed.

$a$ Introduction.

Lactic acid bacteria (LAB), ingested daily by humans, are widely used in the food
industry for the production and the preservation of fermented products. LAB include a large
number of Gram-positive cocci or bacilli belonging to a phylogenetically heterogeneous
group. Their traditional use in the food industry confirms their lack of pathogenicity; they are
generally regarded as safe (GRAS) organisms.

Since the 1980s, many efforts have been made to better understand the molecular
basis of LAB’s technological properties and to obtain better control of industrial processes
involving LAB. This knowledge has led scientists to investigate their potential use in new
applications, such as the production of heterologous proteins in bioreactors, in fermented
food products or directly in the digestive tract of humans and other animals. Some LAB, used

as probiotic strains, naturally exert a positive action in lactose-intolerant consumers by
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providing lactase in the gut (de Vrese et al. 2001; Seegers 2002). Besides such natural
benefits, another and innovative application of LAB is the delivery of digestive enzymes to
supplement pancreatic deficiency in humans. Some recombinant strains producing lipase
have already been used with success in animals (Drouault et al. 2000; 2002). A new
application for LAB, and probably the most promising, is their use as live delivery vectors for
antigenic or therapeutic protein delivery to mucosal surfaces. Such engineered LAB are able
to elicit both mucosal and systemic immune responses. Several research projects have
examined Lactobacillus sp. and Lactococcus sp. as vectors. Efficient expression systems
have already been developed for controlled and targeted production of the desired antigen to
be presented to the gastrointestinal mucosal immune system (Wells et al. 1993b; Norton et
al. 1995; Le Loir et al. 2001).

In this chapter, we describe advances concerning the use of LAB as live delivery
vectors, focusing on Lactococcus lactis, the LAB model. Various molecular tools have been
developed to efficiently express antigens and therapeutic molecules at different cellular
localizations. We report here on the systems developed to use L. lactis as a live vaccine and

the effects of such an antigen presentation mode on the mucosal immune system.

$a$ LAB: the context behind their use as live vectors.

The lactic acid bacteria constitute a very heterogeneous group of microorganisms that
occupy a wide range of ecological niches, from plant surfaces to animal guts. Although they
are quite diverse, the members of this group have various characteristics in common,
including: (i) Gram-positive; (ii) facultative anaerobes; (iii) non-spore forming; (iv) non-motile;
and, principally (v) possess the capacity to convert sugars mainly into lactic acid, which led to
naming this group “Lactic acid bacteria” (LAB). Currently, the LAB group includes species of
the genera Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,
Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus and Weissella,
which have less than 55% G+C content in their DNA (Stiles and Holzapfel 1997).

$b$ Industrial importance of LAB.

LAB, with few exceptions, obtain their energy from the conversion of sugars, mainly
glucose, into lactic acid (homofermentative or homolactic routes) and/or lactic acid and other
products (heterofermentative or mixed routes) (Carr et al. 2002). Consequently, LAB are,
generally speaking, associated with the preparation of fermented foods, such as yogurt,
cheese, acid milk, bread, butter, wine, sausages, pickles and silage. This process, known as

“lactic fermentation of foods,” goes back to about 8,000 B.C. and constitutes one of the most
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ancient forms of food preservation and use of LAB by humans (Tailliez 2001). Food
conservation is not only a consequence of acidifying the medium (pH 4.5 - 3.5), but is also
due to the production of numerous antibacterial agents, such as bacteriocins and organic
compounds (van de Guchte et al. 2001). These two factors inhibit the growth of an
undesirable microbiota and/or are responsible for the development of desirable organoleptic

properties, such as texture, aroma and flavor of the final product.

$b$ LAB in health and nutrition.

Among the various properties attributed to the LAB, perhaps the most ancient and
controversial is their capacity to promote beneficial effects, known as “probiotic” properties,
for human and animal health (Fuller and Gibson 1997).

Various species of LAB are claimed to act as probiotics, such as Lactobacillus casei,
Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
fermentum and Lactobacillus reuteri, and stand out for their therapeutic applications in the
treatment and prevention of various disorders (Ouwehand et al. 2002).

Historically, the first application involved the ability to digest lactose. This sugar,
abundant in milk products, is not tolerated by many people who have congenital lactase
deficiency. Clinical manifestations include diarrhea, abdominal colic and flatulence.
Curiously, these symptoms appear with milk ingestion, but are practically absent when yogurt
is ingested. There are three explanations for this phenomenon: (i) live bacteria present in
yogurt (Streptococcus thermophilus and Lactobacillus bulgaricus) consume the lactose
during yogurt production, (ii) live bacteria present in yogurt provide the deficient host with
lactase supplement, and/or (iii) they stimulate the endogenous production of this enzyme by
the intestinal mucosa of the host (Roberfroid 2000).

A second application of LAB probiotics would be protection against pathogenic
microbes. In this case, LAB function as a barrier, impeding the colonization of the
gastrointestinal tract by pathogenic bacteria. The most remarkable results have been
obtained with some types of lactobacilli and bifidobacteria, which have been found to be
particularly effective in treating diarrhea in newborns (Ouwehand et al. 2002).

Another well-established application is the stimulation of the immune system of the
host. Among the lactobacilli, Lact. casei has been found to be capable of stimulating an
immune response in children who take an oral vaccine against rotavirus; this virus causes
acute diarrhea in infants and young children in developing countries (Ouwehand et al. 2002).

Although some of these therapeutic applications have been questioned, growing
concerns about health and well-being, along with an interest in consuming natural foods,

have drawn considerable attention to probiotics, especially in the dairy products industry.
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Currently, many milk products containing probiotics are available on the market, fermented
milk being the most common.

There is conclusive evidence that consuming live LAB induces probiotic effects.
However, more information about their modes and mechanisms of action are needed before

they can be considered for the prevention and treatment of diseases.

$b$ New and future uses of LAB.

At least three types of “non-food” use are envisaged for LAB: (i) production in
fermentors of economically-important proteins, (i) production of foods containing

biotechnological proteins, and (iii) construction of live vaccines.

$c$ Production of proteins in fermentors.

A classic application consists of the use of LAB to produce economically-important
molecules in fermentors. For this, the secretion of molecules would be advantageous
compared to intracellular production because of: (i) the ease of purification of the final
product, (i) continuous cell culture, and (iii) avoiding the formation of intracellular protein

aggregates (Langella and Le Loir 1999).

$c$ Production of proteins within foods.

Another application of LAB would be the production of enzymes within foods in order
to: (i) modify organoleptic properties of the products, (ii) prevent the growth of undesirable
microbiota, (iii) accelerate cheese maturation, (iv) optimize silage production, and (v)
overcome individual digestive enzyme deficiencies, such as the lack of lipases. In this last
case, supplementation with bacterial lipase could be a viable alternative. The efficacy of
providing these enzymes via bacteria has been demonstrated in dogs (Suzuki et al. 1997)
and pigs (Drouault et al. 2002) with experimentally-induced steatorrhea. In this latter case, a
recombinant L. lactis strain expressing the lip gene (lipase) of Staphylococcus aureus
(Drouault et al. 2000) was administered to pigs with pancreatic insufficiency, resulting in a

15% increase in the capacity to absorb lipids.

$c$ Construction of live vaccines.

The use of live microorganisms as cellular vehicles for the production and

presentation of antigens has contributed significantly to the development of new vaccines.
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Currently, most of these vehicles are derived from pathogenic microorganisms, such as:
Salmonella typhimurium, Yersinia enterocolitica, Vibrio cholerae, Mycobacterium bovis,
Shigella sonnei, Listeria monocytogenes and Bacillus anthracis; attenuated strains of these
species have been constructed or isolated (Medina and Guzman 2001). However, there is
some risk of reversion to a pathogenic status. This risk could be avoided by using non-
pathogenic bacteria, such as LAB. Besides their GRAS category, some LAB have the
capacity to colonize the gastrointestinal tract or the genital mucosa of animals and humans,
making them excellent candidates for oral vaccines. Oral immunization has, among other
advantages, the capacity to induce immunity through mucosal surfaces. These surfaces
constitute one of the principal entrance points and the first line of defense of hosts against
attack by pathogenic organisms (Mercenier 1999).

Some tests of live vaccines have been conducted with L. lactis, Streptococcus
gordonii and Lactobacillus sp. (Medaglini et al. 1997; Chatel et al. 2001; Reveneau et al.
2002). In these trials, LAB functioned as vectors for the production and presentation of model
antigens on mucosal surfaces. These LAB were able to stimulate a specific immune
response in mice exposed via the intranasal and oral routes.

Other experiments were designed to use LAB, not only as antigen presenters, but
also as mucosal adjuvants. In these cases, recombinant strains of L. lactis produced both the
model antigens and interleukins 2 and 6 (IL2 and IL6); mucosal administration with these
recombinant lactococci was shown to increase 10-15 times the antigen-specific immune
response (Steidler et al. 1998). Various studies are underway, using L. lactis as a model
microorganism, so that these “new potential uses” of LAB can become a reality. More details

concerning the use of LAB as live vaccines are presented in this chapter.

$a$ Lactococcus lactis, the model LAB.

L. lactis is a facultative and mesophilic heterofermentative bacterium (ideal growth
temperature around 30°C) that is widely used in the dairy industry. Currently, L. lactis is the
best characterized member of the LAB group and is considered the model organism of this
group, not only because of its economic importance, but also because of the following
features: (i) it has a completely sequenced genome (Bolotin et al. 1999); (ii) it is genetically
easy to manipulate; and (iii) many genetic tools have already been developed for this species
(de Vos 1999).

$b$ The genetic organisation of L. lactis.
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Genetic studies on L. lactis have been mainly conducted on two strains: L. lactis
MG1363 (formerly L. lactis subsp. cremoris) and L. lactis IL1403 (formerly L. lactis subsp.

lactis).

$c$ The genome.

Analysis of the organization and comparison of the genome sequences of these two
subspecies of L. lactis demonstrated that they have approximately 80% identity and that their
genomes have large inversions (Le Bourgeois et al. 1995). These studies also showed that
the genome of L. lactis MG1363 has mobilization genes different from L. lactis 1L1403, which
corroborates findings that the former species contains plasmids that permit growth in a wide
range of environments.

Recently sequenced (Bolotin et al. 2001), the genome of L. lactis IL1403 has 2.36
mega bases and 35.4% G+C content. A total of 2,310 genes were identified, of which 86%
code for proteins, 1.4% code for RNA and 12.6% are non-coding sequences. Two hundred
and ninety-three genes from six prophages and 43 insertion sequences (IS) were also
identified. The genome of L. lactis also has four operons containing competence genes;
which means that this bacterium, like Bacillus subtilis and Streptococcus pyogenes, would be
able to go through natural DNA transformation.

New information generated from sequencing the genome of L. lactis is already aiding
in the development of new strains of bacteria in the construction of expression systems for
the production of biotechnologically-useful heterologous proteins and could, in the near

future, improve commercial processes that involve bacteria, such as cheese aging.

$c$ The plasmids.

As for other members of the LAB group, L. lactis can occupy a wide range of niches.
The capacity to grow in environments such as milk are mainly due to genes found in
plasmids that code for various proteins, including enzymes, which are essential for the
metabolism of sugars and proteins, as well as bacteriocins and DNA-repair proteins (Duwat
et al. 2000). The finding of these genes in extra-chromosomal DNA suggests that these
abilities arose through horizontal transfer from phylogenetically related species, such as S.
thermophilus (Guedon et al. 1995). This hypothesis is partly confirmed by the finding of the
cluA gene in L. lactis MG1363. The protein coded by this gene possesses 1,243 amino acids
and has homology with aggregation proteins previously described in other Gram-positive
bacteria such as Enterococcus sp. and Streptococcus sp. (Godon et al. 1994). The
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aggregation proteins are responsible for the initiation of bacterial conjugation, during which

there is contact between the donor and receptor cells.

$c$ Control of gene expression.

Gene transcription begins when the sigma (c) subunit of RNA polymerase recognizes
a specific region of the DNA. This region, called the “promoter,” is located upstream of a
coding sequence or operon and is characterized by two sequences of hexanucleotides
located around positions -35 (TTGACA) and -10 (TATAAT) relative to the site of the initiation
of transcription. After the hexanucleotides are recognized, transcription begins.

Various promoters have been described for L. lactis, by systematic research (Kuipers
et al. 1997) and by analyzing already identified genes. They have similar -35 (TTGACA) and
-10 (TATAAT) sequences to those found in Escherichia coli and B. subtilis and a TG
(thymine-guanine) motive is located one base pair before the sequence —10. The principal

factor of L. lactis, ¢*°

, is coded by the rpoD gene (Araya-Kojima et al. 1995; Bolotin et al.
2001) and has homology with factors ’° and ¢” from E. coli and B. subtilis, respectively.
When the genome of L. lactis 1L1403 was sequenced, a second sigma factor was identified
(Bolotin et al. 2001).

Transcription terminates at the 3’ end of the genes and operons, where a palindromic
sequence of nucleotides rich in guanine and cytosine (GC) and thymine (T), called
“transcriptional terminators”, signals the end of the process. Most of the genes and operons
of L. lactis have such sequences.

In L. lactis the signals for the initiation of translation are similar to those already
described for E. coli and B. subtilis. The ribosome-binding site (RBS) is complementary to
the 3’ sequence of rRNA 16S (3' CUUUCCUCC 5 of L. lactis (Chiaruttini and Millet 1993).
Although most of the initiation codons are AUG, there are other codons, such as GUG (van

de Guchte et al. 1992).

$a$ Genetic tools for the production of heterologous proteins in L. Lactis.

The utilization of L. lactis as a “bioreactor” for the production of biotechnologically
relevant proteins is a result of an accumulation, over the last 20 years, of knowledge
concerning microbiology, biochemistry, immunology, and mainly, genetics. Numerous
genetic tools have been developed and some are currently being used in L. lactis and in

other species of LAB.
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$b$ Cloning vectors.

Studies based on the identification and isolation of wild-type plasmids from L. lactis
and other LAB have made it possible to develop various cloning vectors. Using molecular
biology techniques, these plasmids have been manipulated so that they have become
important tools for cloning and studying genes of interest, both those of prokaryotes and
eukaryotes. They basically consist of: (i) origin of replication (ori), (ii) selection marker (gene)
for antibiotic resistance, and (iii) multiple cloning site (MCS).

Among the vectors that are available, two have been intensively utilized: pAMgL and
pWVO01 (Janniére et al. 1993). pAMAL is a plasmid derived from Enterococcus faecalis, with
a “theta” (0) form of replication. Currently, low- and high-copy number versions are available,
such as the vectors plL252 and pIL253, respectively (Simon and Chopin 1988). On the other
hand, the plasmid pwVO01, from L. lactis subsp. cremoris, undergoes rolling-circle type
replication. Different from pAMgL, pWV01 shows a wide spectrum of hosts that range from
the LAB to Gram-negative microorganisms, such as E. coli. They also have low- and high-

copy number versions, such as the vectors pGK1 and pGK12, respectively (Kok et al. 1984).

$b$ Expression and targeting systems of heterologous  proteins.

The expression of heterologous proteins in L. lactis has been favored both by
advances in genetic knowledge and by new developments in molecular biology techniques.
Using this duet of tools to obtain increased levels of these proteins and control their
production, various vectors containing constitutive or inductive promoters were developed

and currently constitute the basis of all expression systems in L. lactis and other LAB.

$c$ Expression systems based on the lac operon.

One of the first expression systems for use in L. lactis was based on the promoter
(Piac) and the regulator gene (lacR) of the lac operon. This operon causes the promoter Py,
to be induced (5 — 10 times) in the presence of lactose; transcription of the regulating gene
(lacR) is repressed at the same rate (van Rooijen et al. 1992). However, a higher level of
induction was needed for this system to be useful for protein production. Consequently, a
new system, composed of three vectors, which combined the elements of the lac operon with
elements of bacteriophage T7 (phage T7) of E. coli was developed (Wells et al. 1993b). In
this new system, the open reading frame (ORF) that codes for RNA polymerase of phage T7
(T7 RNA pol.) was placed under the control of the P\, promoter on the vector plLPol and the

ORF of interest was placed in a second vector under the control of the T7 promoter. This
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way, when lactose is added to the culture medium, P, induces the expression of the T7
RNA pol which activates the expression of the ORF of interest controlled by the T7 promoter.
However, in order for the cell to be able to metabolize lactose in the medium, a third vector
containing the lac operon is necessary. This system was first tested with fragment C of
tetanus toxin (TTFC), a highly immunogenic model antigen, and was found to be capable of
producing 22% of TTFC total cellular proteins. Mice immunized with L. lactis strains
producing TTFC with this system were protected against lethal doses of tetanus toxin.
Although it permitted control of gene expression and high levels of production, this
expression system proved unviable because it consisted of three different vectors and three
markers for resistance to antibiotics; the use of antibiotic markers also made it unviable for

application in the food and pharmaceutical industries.

$c$ Expression systems based on phage promoters.

Studies on the regulation of gene expression of phages infecting L. lactis MG1363
were the basis for the development of simpler expression systems, such as the “repressor-
operator system” of the rit phage of L. lactis (Nauta et al. 1996). In this system, and in the
same vector, an ORF is placed under the control of the phage promoter P which is
repressed by the phage protein Rro. When the mutagenic agent mitomycin C is added to the
medium, the repressor protein, Rro, is proteolytically cleaved, with consequent release of the
promoter Pqs. Free from repression, the promoter induces the expression of the ORF that it
controls. This system was tested using the reporter gene lacZ of E. coli and subsequently
using the acmA gene (autolysin) of L. lactis MG1363. However, the use of mitomycin C as an
inducer impedes the use of this system for the production of proteins in fermentors or in food
products.

In another system, the genetic elements of phage ¢31 were used to develop an
expression system that combines the Pisa10 promoter and the origin of replication (ori31)
(O’Sullivan et al. 1996). Here, as in the other systems, the ORF to be activated is cloned
under the control of Pisa10, With the ori31 on the same vector. After initiation of infection by
the ¢31, ori31l is the target of the phage replication machinery and the number of copies of
the vector in the cell is increased. Due to this increase, with the help of the Pisa10 promoter,
the level of expression is also increased. After cell lysis, caused by phage replication, the
protein of interest is released into the medium. The greatest disadvantage of this system is
the need for cell infection to obtain induction; this leads to the destruction of the cell culture,

making the system unviable for industrial use.

$c$ The nisin-controlled expression system.
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One of the most promising and powerful expression systems that have been
developed for use in LAB is based on genes involved in the biosynthesis and regulation of
the antimicrobial peptide, nisin. Nisin is a small peptide produced and secreted by various
strains of L. lactis, which is widely used as a natural preservative, due to its antimicrobial
properties. Eleven genes (nisABTCIPRKFEG) are responsible for the production,
modification and secretion of this peptide. The nisA gene encodes the 57-amino acid peptide
precursor, nisin A; nisBC genes are involved with posttranslational modifications; nisT is
needed for transport via the cytoplasmic membrane, while nisP is involved in the breakdown
of the nisin precursor. The nisl gene, together with the nisFEG genes, codes for a lipoprotein
that confers to the bacteria immunity against the nisin that it produces. Finally, nisR and nisK
code for a two-component system (NisRK) which controls the expression of the 11 genes via
signal transduction. NisK functions as a membrane sensor that detects the presence of
extracellular nisin. The signal is subsequently transferred to NisR through a phosphorylation
process that activates it. NisR is then able to activate gene transcription controlled by the
promoters Ppisa and Ppise (Kuipers et al. 1993).

Based on this information, various expression systems induced by nisin have been
developed. Various expression vectors containing the Pnsa promoter, followed by multiple-
cloning sites for the insertion of ORFs to be expressed, are now available. These systems
can be used in bacterial strains containing only the nisR and niskK genes in the chromosome,
and the nisin concentration necessary for the induction of expression is minimal (0.01 — 10
ng/mL). Alternatively, L. lactis NZ9700 can be used as a nisin producer to express
constitutively a specific protein (de Ruyter et al. 1996; Kuipers et al. 1998).

The “NICE” (nisin-controlled expression) system has been tested in other LAB, such
as Leuconostoc lactis and Lactobacillus helveticus, demonstrating its versatility. As these
bacteria do not have nisRK genes in their genomes, a two-vector system was developed
(Kleerebezem et al. 1997) in which the P,sa promoter is fused to the specific ORF in one
vector, and the nisRK genes are in a second vector. Later, this system was also used in
other bacteria, such as Streptococcus sp., Bacillus sp., Enterococcus sp. (Eichenbaum et al.
1998) and Lact. plantarum (Pavan et al. 2000). Various heterologous proteins have already
been expressed using this system; among all the systems that have been developed, this is

the easiest to use and the one that gives the best yields.

$c$ The P170 expression system.

Several lactococcal promoters regulated by environmental conditions have also been
isolated. Among them, P170 is a natural and strong promoter of an uncharacterized gene
termed orfX, only active at low pH (pH < 6) and when cells enter the stationary growth phase

of glucose-grown cultures (Bredmose et al. 2001; Madsen et al. 1999). P170 induction
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depends on RcfB, a positive regulator of the CRP-FNR family of transcription regulators
which binds to ACiD-boxes (Korner et al. 2003; Madsen et al. 2005). For protein production,
P170 offers the major advantage (compared to the NICE system) of self-inducibility via lactic
acid accumulation during growth. Using P170, the Staphylococcal nuclease (Nuc; Shortle
1983) yield of 300 mg/L has been achieved (Israelsen et al. 1995; Madsen et al. 1999).

$c$ Cellular targeting systems of heterologous proteins

A series of studies to develop new strains and efficient expression systems have
been conducted to use LAB as “cell factories” for the production of proteins (Djordjevic and
Klaenhammer 1998). However, in order for some of these proteins (enzymes and antigens)
produced by bacteria to attain the desired biological activity levels, it is necessary that they
correctly target specific cellular locations: (i) cytoplasm, (i) membrane or (iii) extracellular
environment.

In bacteria, protein targeting is accomplished via protein sequences or motifs. Among
these, the signal peptide (SP) is a hydrophobic, poorly conserved, negatively charged motif,
located at the amino-terminal (N-terminal) end of proteins naturally secreted by the cell. It is
recognized and cleaved by the secretion machinery, which allows the protein to be
transferred through the membrane and released into the extracellular medium. Another key
sequence is cell wall anchoring signal (CWA; cell wall anchor), which is composed of 30
amino acids and is located at the carboxy-terminal (C-terminal) end of the protein. The CWA
includes a conserved motif (LPXTG), which is recognized by the anchoring machinery. The
protein, translocated to outside the cell, is covalently bound by the LPXTG motif to a glycan
peptide. Although these motifs, along with secretion and anchoring mechanisms, were first
characterized in B. subtilis (Simonen and Palva 1993) and Staphylococcus aureus (Ton-That
et al. 1999), homologous systems are present in other Gram-positive bacteria, such as LAB
(Fischetti et al. 1990).

Consequently, studies have been conducted to better understand and characterize
the factors that participate in and influence the secretion of homologous and heterologous
proteins in LAB. It is now known that few proteins are secreted in L. lactis; among these,
Usp45 was found. This protein, whose function is unknown, is the only one secreted in
gquantities large enough to be detected in Coomassie stained protein gels (van Asseldonk et
al. 1990). It is also known that L. lactis is able to recognize secretion (SP) and anchoring
(CWA) motifs of bacteria such as S. aureus and S. pyogenes (Le Loir et al. 1994; Piard et al.
1997). Based on this knowledge and on previously developed expression systems, some
expression and targeting systems of heterologous proteins have been constructed.

One of the first expression and targeting systems of heterologous proteins

constructed to be used in L. lactis was based on the T7 RNA pol system. In this system, the
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T7 promoter is fused to the DNA fragment that codes for the signal peptide of the Usp45
protein (SPyspss), followed by the TTFC ORF. After induction of the system, the
transcriptional fusion (spuspss:: TTFC) was efficiently translated and the TTFC was secreted to
the extracellular environment in significant quantities (2.9 mg/L) (Wells et al. 1993a).

A second, simpler and more efficient expression and targeting system was developed
(Dieye et al. 2001) using elements such as the constitutive promoter Psy (Streptococcus
cremoris; van der Vossen et al. 1987), SPyspss and the anchoring motif CWA of S. pyogenes
M6 protein. This system made it possible for the model protein Nuc (S. aureus nuclease;
Shortle 1983) to be directed to the cytoplasm, membrane and extracellular medium. For
cytoplasmic production, the 5’ end of the nuc ORF was simply fused to the Psg promoter. In
order to anchor Nuc to the membrane, the 5’ and 3’ ends of nuc were respectively fused to
Spuspas and cwaye. Finally, in order for Nuc to be exported to the extracellular medium, only a
transcriptional fusion between spysyss and nuc was necessary. Although this system made it
possible to target Nuc to three different cellular compartments and was used successfully in
L. lactis subsp. cremoris and Lact. plantarum, the protein production levels were low (2.5 - 3
mg/L), probably due to the low copies of the vector and to the extracellular protease, HtrA
(Poquet et al. 2000).

Therefore, a third system was constructed. Its objective was not only to target
heterologous proteins to outside the cell, but also to control and increase gene expression
(Le Loir et al. 2001). In a previous study (Le Loir et al. 1998), it was found that the efficiency
of Nuc protein secretion was low (3 mg/L), probably due to the positive charges (+3) of its
own signal peptide. A synthetic propeptide, LEISSTCDA, which has a negative charge (-2),
was developed. When fused to the coding sequence of the N-terminal end of Nuc, this
propeptide was able to increase the efficiency of secretion of Nuc five times (15 mg/L). In a
second stage, in order to increase the levels of expression, the coding sequence of the
signal peptide of Usp45 (spuspss) Was cloned together with the nuc ORF in a high copy
number vector, under the control of the P,sp promoter. Next, in order for Nuc to be efficiently
recognized by the cell secretion machinery, the coding sequence of the synthetic propeptide
LEISSTCDA, was cloned between spysss and the 5 end of nuc ORF
(Pnisa::SPuspsas::LEISSTCDA::nuc); this resulted in high levels of Nuc in the extracellular
medium (25 mg/L). Currently, this system has been used successfully to express and target
various biotechnologically important heterologous proteins and it is among the best genetic
tools available (Nouaille et al. 2003; Le Loir et al. 2005).

Another expression and targeting system that figures among the ones previously
mentioned is the xylose-inducible expression system (XIES) which is based on the use of a
xylose-inducible lactococcal promoter, P,,r (Jamet 2001). The capacity of this system to

cytoplasmic and secreted proteins was initially tested using the coding sequence of the
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Staphylococcal nuclease (nuc) fused or not to the lactococcal Usp45 signal peptide coding
sequence. Xylose-inducible nuc expression was found to be tightly controlled and resulted in
high-level, long-term protein production and targeting either to the cytoplasm or to the
extracellular medium. Furthermore, this expression system is versatile and can be easily
switched on or off by adding either xylose or glucose, respectively (Miyoshi et al. 2004).

Recently, a new expression system called Pz, zitR has been developed in L. lactis.
With excess zinc in the medium, ZitR binds to Pz, and represses expression by competing
with RNA polymerase binding. Alternatively, under extreme zinc starvation, ZitR becomes
inactive and allows RNA polymerase binding to initiate Pz, transcription. This lactococcal
expression/secretion system uses a consensus signal peptide, SPg,4 that allowed efficient
production of Nuc and B-galactosidase. This production process is of particular interest
because it is inexpensive and compatible with large-scale production (LIull and Poquet, 2004;
Morello et al. 2008).

$b$ Genetically modified strains.

One of the biggest problems found in the production of specific proteins in wild-type
strains is low yield, due to intrinsic cellular factors, such as: (i) instability of the messenger
RNA, (i) toxicity of the recombinant protein, and mainly (iii) protein instability. Protein
instability is frequently attributed to intra- and extracellular proteolytic systems, found both in
Gram-negative and Gram-positive bacteria. A variety of these systems have already been
described in E. coli and B. subtilis; they involve diverse physiological functions, such as
protein degradation, assimilation of nutrients, such as peptides and amino acids, and
degradation of proteins that are malformed and/or foreign to the cell (heterologous)
(Gottesman 1996). Unlike from these bacteria, L. lactis has only one extracellular protease,
HtrA (Poquet et al. 2000), which is responsible not only for the propeptide processing and
maturation of wild-type proteins, but also for allowing cells to grow at high temperatures,
such as 37°C. Inactivation of the htrA gene in L. lactis strain IL1403 demonstrated that this
membrane protease is also the main enzyme responsible for degrading heterologous
proteins. The results obtained with the production of specific proteins in this strain
demonstrate that this mutant is capable of completely stabilizing these proteins, that is, no
degradation due to proteases was observed. We conclude that this L. lactis strain constitutes
an important tool for the production of biotechnologically useful proteins.

Another important element in the production of heterologous proteins is the selection
markers (genes for resistance to antibiotics). Present in cloning and expression vectors,
these types of markers are widely used in laboratories to select and maintain cells that carry

recombinant plasmids. However, their use in the food and pharmaceutical industries is not
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considered acceptable due to the presence of antibiotics in the final product and because of
contamination of the environment. Currently, this problem is being overcome by constructing
auxotrophic bacterial strains, the deficiencies of which are corrected by including the wild-
type gene in a cloning or expression vector (Henriksen et al. 1999). The first selection
system that did not include antibiotics was based on complementation of a chromosomal
gene lacF of the lac operon. Expression of the lacF gene in a cloning vector resulted in
complementation of the lac” phenotype, allowing selection of clones carrying this vector in
culture medium supplemented with lactose (Dickely et al. 1995). Since then, other
auxotrophic strains of L. lactis have been developed, leading to the establishment of “food-
grade” systems which could be used to produce proteins directly in food or in large-scale
fermentations, without selection markers.

Two systems based on threonine- and pyrimidine-auxotroph derivative L. lactis strains
allow the cloning and efficient expression of heterologous and homologous proteins in
various industrial strains (Sorensen et al. 2000; Glenting et al. 2002). These two systems are
stable, and do not impair growth and important properties, such as milk acidification.
Because of the absence of selection markers and also foreign DNA, strains using these
systems maintain their food-grade status.

A large number of expression vectors are now available in L. lactis with different
strengths and regulation systems; some of them exerting strong activity and tight regulation.
They constitute powerful tools to control heterologous protein production in terms of

guantities, timed expression and conditions.

$a$ LAB as live vaccines.

Mucosal epithelia constitute barriers between the internal and the external
environment and consequently are the first line of defense of animals against most of the
pathogens that use this way of entry (Salminen et al. 1998). Therefore, strategies designed
to fight against pathogens at mucosal surfaces are not only desirable but, in some instances,
can be the only way to prevent infection. Recent advances in biotechnology and in the
understanding of the immune system have now made it possible to develop new mucosal
vaccines based on live bacterial vectors able to stimulate mucosal immunity.

Among the live bacterial vectors, two main types can be distinguished: those based
on attenuated pathogens and those based on non-pathogenic bacteria (Brahmbhatt et al.
1992; Stevenson and Roberts 2003). Attenuated pathogenic bacteria are particularly well
adapted to interact with mucosal surfaces as most of them use this portal to initiate infection.
Unfortunately, these organisms could recover their pathogenic potential and are not totally

safe for use in humans, especially in children and immunosuppressed patients.
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Therefore, LAB would be an attractive alternative to attenuated pathogenic bacteria (Stahl et
al. 1997; Lee 2003). In addition to their GRAS status, some LAB are able to stimulate the
immune system of the host as adjuvants due to their probiotic proprieties and their
immunomodulation capacity (Seegers 2002). Furthermore, LAB are poorly immunogenic, in
contrast to pathogenic microorganisms which are themselves highly immunogenic, a feature
that enables the repetitive use of the carrier in multi-schedule immunizations with the same
or other antigens (Robinson et al. 1997; Chang et al. 2003).

The combination of these properties makes LAB very advantageous live vaccines,
and various molecular tools have been developed to efficiently express antigens and
therapeutic molecules at different cellular localizations in LAB (Wells et al. 1993b; Norton et
al. 1995; Le Loir et al. 2001). Strikingly, mucosal administration with genetically engineered
LAB has been shown to elicit both systemic and mucosal immunity (Robinson et al. 1997;
Chang et al. 2003).

In particular, among the LAB, L. lactis is considered a potential candidate for the
development of new safe mucosal vaccines because many genetic tools have been
developed for it and because its complete genome is sequenced. However, the major
advantage of the use of L. lactis as live vector for mucosal delivery of therapeutic proteins
resides in its extraordinary safety profile since this bacterium is catalogued as a non-invasive
and non-pathogenic organism (Salminen et al. 1998).

The first attempt to study the potential of L. lactis as a mucosal vaccine was
performed with killed recombinant lactococci producing a cell wall-attached form of a
protective antigen (PAc) from Streptococcus mutans. Mice immunized orally with this
recombinant strain developed a PAc-specific serum IgG and mucosal IgA antibodies (lwaki
et al. 1990). These results showed, for the first time, that L. lactis can be used as a delivery
vector to present an antigen to the immune system.

The majority of studies using L. lactis as a live vector uses TTFC. Norton et al. (1995)
observed a significant increase in the level of IgA after oral immunization in mice with
recombinant strains producing TTFC. Other studies showed that mice immunized with
recombinant strains of L. lactis producing intracellular TTFC develop significantly higher
levels of IgG and TTFC-specific fecal IgA. These mice become more resistant to a lethal
challenge with the tetanus toxin than do nonimmunized mice (Wells et al. 1993b; Robinson et
al. 1997; Grangette et al. 2001).

Nevertheless, the most promising results were observed in L. lactis expressing cell
wall-anchored E7, a major candidate antigen for vaccines against HPV-related cervical
cancer, and a secreted form of interleukin-12 (IL-12). Therapeutic immunization with these L.
lactis strains, after TC-1 injection, induced regression of palpable tumors in treated mice

(Bermudez-Humaran et al. 2005). These preclinical results suggest the feasibility of mucosal
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vaccination and/or immunotherapy against HPV-related cervical cancer using genetically
engineered lactococci.

Although the studies of LAB as delivery vehicles have focused mainly on the
development of mucosal vaccines, these microorganisms have also been used as a delivery
system for a range of molecules including allergens, enzymes and cytokines (Wells and
Mercenier 2008). Clinical trials have revealed that interleukin-10 (IL-10) can reduce diarrheic
disorders associated with inflammatory bowel disease. In mice, gastric administration of L.
lactis secreting IL-10 reduced diarrheic symptoms by about one half and also prevented their
development (Steidler et al. 2000). This genetically engineered strain has been approved by
Dutch authorities to be used as an experimental therapy for humans (Steidler et al. 2003).
This unique trial opens the possibility of the use and acceptance in humans of recombinant
lactococci for vaccination and/or therapy.

In the last ten years, the capacity of L. lactis to produce antigens has been clearly
demonstrated (Table 1) and in some cases, mucosal administration with these recombinant
lactococci was shown to induce a successful mucosal and systemic immune response (Xin
et al. 2003; Robinson et al. 2004).

Table 1: Protection studies with lactococci based vaccines (Wells and Mercenier, 2008;

modified)
Vaccine Vehicle | Antigen Model (route) Immune* Protection model
target (model) responses (outcome)
Streptococcus | L. lactis | PspA Mouse; Serum Infectious lethal
pneumoniae intranasal antibody and | challenge
BALF intraperitoneally
antibody (increased survival)
Streptococcus | L. lactis | C- repeat Mouse; Pharyngeal infection
pyogenes region of M intranasal and Salivary IgA (intranasal route;
protein subcutaneous and serum protective)
serotype 6 antibody
(cell-wall
associated)
HIV-1 L. lactis | V2-V4 loop of | Mouse; Serum Intraperitoneal
gp 120 intragastric with | antibody, challenge with HIV-
(cell-wall cholera toxin faecal 1 Env-expressing
associated) adjuvant antibody, vaccinia virus (viral
ICCS, load reduced)
tetramer
assay and
ELISPOT
Erysipelothrix | L. lactis | SpaA Mouse; Serum Challenge with E.
rhusiopathiae (cell-wall intranasal antibody and rhusiopathiae
associated) faecal IgA (protection from
death)
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Rotavirus L. lactis | VP7 Mouse; Serum Virus neutralization
(cytoplasmic, intragastric antibody assay (neutralizing
cell-wall antibody
associated and demonstrated for
secreted) VP7; cell-wall

associated vaccine)

GroupB L. lactis | Pilus (island 1) | Mouse; Serum Survival of offspring

Streptococcus (cell-wall subcutaneous, antibody and from vaccinated
associated) intraperitoneal antibodies in mothers after

and intranasal nasal and infectious challenge
vaginal
washes

Brucella L. lactis | L7 or L12 Mouse; Faecal IgA Partial protection

abortus (cytoplasmic) intragastric against

intraperitoneal
inoculation of
virulent B. abortus

* Responses detected using any of the indicated vaccination routes. BALF, bronchoalveolar
lavage fluid; CTL, cytotoxic T lymphocyte; ELISPOT, enzyme-linked immunospot; ICCS,

intracellular cytokine staining.

The capacity of the genus Lactobacillus to produce antigens has also been
demonstrated (Table 2). The first studies proposing the use of genetically modified
lactobacilli to produce heterologous proteins with the aim of developing a new generation of
mucosal vaccines were carried out by Pouwels et al. (1996) and Rush et al. (1994) in the
early 1990s. By the end of 1990s and early 2000s, several laboratories demonstrated
interest in the use of recombinant lactobacilli (particularly Lact. casei and Lact. plantarum) as
vehicles to deliver clinically relevant proteins at mucosal surfaces and stimulate both strong
and local immune responses (Kruisselbrink et al. 2001; Poo et al. 2006; Chancey et al. 2006;
Wu and Chung 2007; Campos et al. 2008; Yigang and Yijing 2008). Then, several peer-
reviewed publications have been published, confirming the advantages of the genus
Lactobacillus for live mucosal vaccines (Hanniffy et al. 2004; Mohamadzadeh et al. 2008;
Wells and Mercenier 2008).

Table 2: Protection studies with lactobacilli based vaccines (Wells and Mercenier, 2008;

modified)
Vaccine target | Vehicle Antigen Model Immune* Protection model
(model) (route) responses (outcome)
Helicobacter Lb. Urease B Mouse ; Serum Colonization level
pylori plantarum (cytoplasmic) | intragastric antibody (partial protection)
and Lb.
plantarum
alr
Tetanus Lb. TTFC Mouse ; Serum Survival after
plantarum (cytoplasmic) | intragastric, antibody, tetanus toxin
and intranasal BALF, T cells | challenge
Lb. and and (protection)
plantarum intravaginal neutralizing
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alr antibody
S. pneumoniae | Lb. PsaA Mouse; Antibody in Nasal colonization
plantarum intranasal serum, BALF | (reduction in
and and nasal pneumococcal
Lb. wash load)
helveticus
Enterotoxigenic | Lb. K99 fimbriae | Pig; intestinal | Not applicable | Inhibition of K99
E. coli acidophilus brush border E. coli adhesion in
ex vivo porcine intestinal
brush border
SARS — Lb. casei Spike antigen | Mouse; Serum Viral neutralizing
associated segments intragastric antibody and | antibody elicited
coronavirus and mucosal IgA
intranasal
HPV16 — | Lb. casei E7 Mouse; Serum Protection
induced intragastric antibody, demonstrated
tumours mucosal IgA against injection
and ELISPOT | of E7 —
expressing
tumour cell line

* Responses detected using any of the indicated vaccination routes. alr, alanine racemase
mutant; BALF, bronchoalveolar lavage fluid; ELISPOT, enzyme-linked immunospot; HPV,
human papillomavirus; SARS, severe acute respiratory syndrome; TTFC, tetanus toxin
fragment C.

$a$ Conclusion.

The utilization of LAB for the production of biotechnologically important heterologous
proteins, as well as for oral vaccines, is a visionary view that each day becomes a reality. As
more information concerning this bacterial group is generated, new possibilities for their use
are being contemplated. We consider that a complete tool box is now available for
heterologous protein production and targeting in L. lactis, and will be extended to other LAB.
These tools could lead to the construction of new food-grade live vaccines based on LAB.
Such uses for vaccination purposes are promising for future therapeutic use of these
bacteria. The most difficult tasks with this type of vaccination are to produce each antigen or
cytokine in the precise cell location (cytoplasmic, anchored or secreted) and to regulate
expression levels to induce the highest efficiency in immune response. For the moment, L.
lactis is still the model LAB, and it is the easiest LAB to manipulate. Lactobacilli are being
studied more and more because of their adjuvant properties, but in spite of these efforts, they
are still more difficult to handle than lactococci. Two strategies should be followed in the
future: i) laboratory production systems based on antibiotic resistance genes will be replaced
by food-grade systems much better accepted by potential consumers, and ii) cocktails will be
used of recombinant lactococci producing antigens and cytokines, and lactobacilli as

probiotic adjuvants.
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Producao bibliografica
Artigos completos publicados em periédicos

1. PONTES, D. S., LIMA-BITTENCOURT, AZEVEDO, M. S. P., SOUZA, E. C,,
NASCIMENTO. Phenotypic and genetic analysis of Enterobacter spp. from a Brazilian
oligotrophic freshwater lake. Canadian Journal of Microbiology. , v.53, p.983 - 991, 2007.

Capitulos de livros aceitos para publicacao

1. MIYOSHI, A., BERMUDEZ, L., AZEVEDO, M. S. P., LANGELLA, P., AZEVEDO, V. A. C.
Lactic Acid Bacteria as live vectors: Heterologous protein production and delivery systems In:
Biotechnology of Lactic Acid Bacteria: Novel Applications, 2009

Apresentacéo de Trabalho

1. AZEVEDO, M. S. P., LIMA-BITTENCOURT, DRUMOND, MARTINS, SOUZA,
NASCIMENTO

Andlise da microbiota de Rhinodrilus alatus spp. e sua susceptibilidade a diferentes
antimicrobianos, 2006. (Congresso,Apresentacdo de Trabalho)

2. ALMEIDA, M. O., AZEVEDO, M. S. P., LIMA, F. A., COSTA, K. M., VIGUETTI, S. C. Z,,
AZEVEDO, V. A. C., MIYOSHI, A.
Construcéo de linhagens de Lactococcus lactis produtoras da forma citoplasmatica e
secretada da quimosina bovina: desenvolvimento tecnolégico do processo de
obtencdo da proteina recombinante e suas implicacGes biotecnoldgicas, 2007.
(Outra,Apresentacdo de Trabalho)

3. AZEVEDO, M. S. P., LANDA, G. G., JARDIM, B. F. M., ZAIDAN, F. C., GUTIERREZ, M. J.
A.

Caracteristicas do Fitoplancton da Represa do Campus da Pontificia Universidade
Catolica de Minas Gerais, 2005. (Outra,Apresentagéo de Trabalho)
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Anexos AZEVEDO, M.S.P.

4. AZEVEDO, M. S. P., HIRSH, A., ZAIDAN, F. C., JARDIM, B. F. M., GUTIERREZ, M. J. A.
Conservacao de Didelphimorphia (Mammalia) no Brasil, 2005. (Outra,Apresentacédo de
Trabalho)

Eventos
Participagdo em eventos
1. VIl Workshop em Imunologia, 2008. (Congresso)

2. V Congresso Brasileiro de Biosseguranca e V Simpoésio Latino Americano de
Produtos Transgénicos, 2007. (Congresso)

3. I Workshop para treinamento sobre a utilizagdo do BCH (Biosafety Clearing House),
2007. (Congresso)

4. 25 Reunido de Genética de Microrganismos, 2006. (Congresso)

5. XVIlI Jornada de Biologia, 2004. (Outra)

Organizacgao de evento

1. ODA, L., AZEVEDO, M. S. P.

V Congresso Brasileiro de Biosseguranca e V Simpoésio Latino Americano de
Produtos transgénicos, 2007. (Congresso, Organizacdo de evento)

Totais de producéo

Producéo bibliografica

Artigos completos publicado em periddiCo............cccoooi 1
Capitulos de livros aceitos para publiCaGan............coooeveeiiiiii i, 1
Apresentagdes de TrabalnoS (CONGIrESS0).....uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiieeee et e e e e e e ee e e e e e 1
Apresentacoes de Trabalnos (OULrA).........oveeiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 3
Eventos

Participacdes em eVENtOS (CONGIESS0). .. uuuuuuiiiiurrrrrreeaeeaaaaiirrrreeeeessaanreeree e e e s e e aannnneeeees 4
Participac8es em eVentos (OULIA).........ooeiieieieeee e 1
Organizacao de eVENtO (CONGIESS0)......uuuuuurrieeeeeiiiiiirreeeeeeeesaaaitreereeeaesssasasrrseeeeeeeeesaannnes 1

Outras informac®es relevantes

1 Certificado de Cambridge FCE adquirido em dezembro de 2003

121



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

