
 

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS 

INSTITUTO DE CIÊNCIAS BIOLÓGICAS 

DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA GERAL 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM GENÉTICA 

 

Dissertação de Mestrado 

 

 

Avaliação da imunogenicidade de linhagens de 

Lactococcus lactis produtoras da forma 

citoplasmática e secretada do antígeno Hsp65 

de Mycobacterium leprae  

 

 

 

 

ORIENTADA: Marcela Santiago Pacheco de Azevedo 

ORIENTADOR: Prof. Dr. Anderson Miyoshi 

CO-ORIENTADOR: Prof. Dr. Vasco Azevedo 

 

 

 

BELO HORIZONTE – MG 

Março – 2009 



 
 
 
 
 

Livros Grátis 
 

http://www.livrosgratis.com.br 
 

Milhares de livros grátis para download. 
 



 

MARCELA SANTIAGO PACHECO DE AZEVEDO 

 

 

Avaliação da imunogenicidade de linhagens de 

Lactococcus lactis produtoras da forma 

citoplasmática e secretada do antígeno Hsp65 

de Mycobacterium leprae  

 

 

 
Dissertação apresentada como requisito 
parcial para a obtenção do grau de 
Mestre pelo programa de Pós-
Graduação em Genética, Departamento 
de Biologia Geral, Instituto de Ciências 
Biológicas, Universidade Federal de 
Minas Gerais. 

 

 

 

 

  

 

 

 

ORIENTADOR: Prof. Dr. Anderson Miyoshi 

CO-ORIENTADOR: Prof. Dr. Vasco Azevedo 

 

BELO HORIZONTE – MG 

 Março – 2009 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
043           Azevedo, Marcela Santiago Pacheco de 
                      Avaliação da imunogenicidade de linhagens de Lactococcus 
                  lactis produtoras da forma citoplasmática e secretada do antígeno 
                  Hsp65 de Mycobacterium leprae. [manuscrito] / Marcela Santiago 
                  Pacheco de Azevedo. – 2009. 
                      137 f. : il. ; 29,5 cm. 
 
                      Orientador: Anderson Miyoshi. Co-orientador: Vasco Azevedo. 
 
                       Dissertação (mestrado) – Universidade Federal de Minas Gerais, 
                   Departamento de Biologia Geral. 
 
                        1. Lactococcus lactis – Teses. 2. Tuberculose – Vacina – Teses. 3.  
                   Mycobacterium leprae – Teses. 4. Proteínas de choque térmico – Teses. 
                   5. Proteínas recombinantes – Teses.  I. Miyoshi, Anderson. II. Azevedo, 
                   Vasco Ariston de Carvalho. III. Universidade Federal de Minas Gerais. 
                   Departamento de Biologia Geral. IV. Título. 
                   
                                                                                                      CDU: 616-002.5-097 
                                                                                                                                    
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 "No meio de qualquer dificuldade encontra-se a oportunidade"   

(Albert Einstein)  
 

 



AGRADECIMENTOS 
 

Prof. Dr. Anderson Miyoshi pela grande oportunidade, orientação e 

confiança depositada em mim. Muito obrigada! 

Prof. Dr. Vasco Azevedo pela orientação, incansável motivação e pela 

confiança. 

Aos componentes da banca examinadora por aceitarem o convite. 

Ao Prof. Dr. Célio Lopes Silva pela colaboração e apoio financeiro. 

À empresa Farmacore Biotecnologia LTDA que forneceu infra-

estrutura e suporte técnico para a realização deste trabalho.  

Ao Laboratório de Vacinas Gênicas da Faculdade de Medicina de 

Ribeirão Preto – USP pelo auxílio durante os experimentos. 

À FAPESP pelo apoio financeiro e ao CNPq pela bolsa de estudo 

concedida. 

À coordenação, professores e colegas do curso de Pós-Graduação 

em Genética do ICB-UFMG. 

Aos amigos do LGCM que tornaram os dias mais leves e divertidos: 

Pablo, Tessália, Vívian, Dayane, Marcília, Síntia, Leonardo, Aracele, 

Marina, Wanderson, Camila, Anne, Anderson Rodrigues, Jonh, 

Vanessa; especialmente, Fernanda Dorella, Thiago, Siomar, Sarah, 

Fernanda Lima, Kátia, Luís, Núbia e Clarissa,  

Rosianne Peripato pelos dias agradáveis na empresa. 

Ao Rogério P. Martins pela amizade e à Madrinha Júnia pela 

inspiração. 

À Daniela Pontes pelos valiosos ensinamentos. 

Aos primos pelas risadas e momentos de descontração e à família 

pelo amor e por todo o interesse.  

À minha irmã gêmea Paula por simplesmente existir. 

 



À minha Mãe pela luta diária, força e incentivo. 

Ao Jaiminho pelo apoio. 

Ao meu Pai pela torcida e apoio I.N.C.O.D.I.C.I.O.N.A.L. 

À Magui pelo carinho e presença. 

Ao Dani, amor da minha vida, por me fazer uma pessoa mais feliz. 

Levarei você em meu coração para onde eu for. 

Às queridas amidas de graduação em Biologia na PUC: Ji, Barb’s, 

Fef’s, Camila, Laurinha, Dani e Flavinha.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



SUMÁRIO 
 

LISTA DE FIGURAS ....................................................................................................... I 
LISTA DE TABELAS .................................................................................................... III 
LISTA DE ABREVIATURAS ......................................................................................... IV 
RESUMO ....................................................................................................................... VI 
ABSTRACT .................................................................................................................. VII 
 
 
I. APRESENTAÇÃO ..................................................................................................... 01 
I.1 Colaborações ......................................................................................................... 02 
I.2 Introdução Geral .................................................................................................... 02 
I.3 Estrutura da dissertação ....................................................................................... 04 
 
 
II. INTRODUÇÃO ......................................................................................................... 06 
II.1 Mycobacterium tuberculosis ............................................................................... 07 

II.2 Tuberculose .......................................................................................................... 07 
II.2.1 Patologia e imunologia da doença ................................................................. 08 
II.2.2 Tratamento e profilaxia .................................................................................. 13 

II.2.2.1 Vacinas contra a tuberculose em desenvolvimento ........................... 15 

II.2.2.1.1 Vacinas baseadas em linhagens de micobactérias  

atenuadas ou inativadas ............................................................................................... 16 

II.2.2.1.2 Vacinas de subunidade ................................................................... 17 

II.2.2.1.3 Vacinas baseadas em microrganismos vivos recombinantes......... 18 

II.2.2.1.4 Vacinas gênicas .............................................................................. 19 

II.3 Proteínas do choque térmico (HSPs) ................................................................. 20 
II.3.1 Hsp’s: Conceitos gerais ................................................................................. 20 

II.3.2 Hsp’s como antígenos vacinais ..................................................................... 21 

II.3.3 Hsp65 de Mycobacterium Leprae  e a tuberculose ....................................... 22 

II.4 A imunidade de mucosas e a tuberculose ......................................................... 23 
II.5 Utilização de bactérias vivas como vacinas de mucosa .................................. 24 

II.5.1 Lactococcus lactis, a bactéria láctica modelo ................................................ 25 

II.5.1.1. Expressão de proteínas heterólogas em L. lactis ............................. 26 

II.5.1.2. L. lactis como vacinas vivas de mucosa ........................................... 27 

III. JUSTIFICATIVA ...................................................................................................... 30 

 



 
 
IV. OBJETIVOS ............................................................................................................ 33 
IV.1 Objetivo geral ...................................................................................................... 34 
IV.2 Objetivos específicos ......................................................................................... 34 
IV.3 Objetivos finais associados ao projeto ............................................................. 34 
 
 
V. MATERIAL E MÉTODOS ........................................................................................ 36 
V.1 Linhagens bacterianas e acondicionamento microbiológico .......................... 37 
V.2 Indução da expressão gênica em L. lactis ......................................................... 39 

V.3 Extração das frações protéicas, citoplasmática e secretada,  
das linhagens recombinantes de L. lactis ................................................................ 40 
V.4 Teste do lisado do amebócito Limulus (LAL) .................................................... 41 
V.5 Confirmação da expressão de rHsp65 produzida por L. lactis ........................ 41 

V.5.1 Quantificação protéica ................................................................................... 41 

V.5.2 Eletroforese de proteínas em gel de poliacrilamida ...................................... 41 

V.5.3 “Western Blotting” .......................................................................................... 42 

V.6 Animais ................................................................................................................. 43 
V.7 Produção de anticorpos anti-hsp65 ................................................................... 43 
V.8 Imunizações com as linhagens de L. lactis produtoras da forma  
secretada e citoplasmática do antígeno rHsp65 de M. leprae ................................ 43 

V.8.1 Preparo das amostras para imunização dos  

camundongos ......................................................................................................... 43 

V.8.2 Imunizações e grupos experimentais ............................................................ 44 

V.9 Caracterização do perfil de resposta imunológica ........................................... 45 
V.9.1 Processamento do soro e do Lba para dosagem de  

anticorpos ..................................................................................................................... 45 

V.9.2 Processamento do baço e do linfonodo para  

cultura de células .......................................................................................................... 45 

V.9.3 CULTURA DE CÉLULAS PARA DOSAGEM DE CITOCINAS ..................... 45 

V.9.4 CARACTERIZAÇÃO DO PERFIL DA RESPOSTA IMUNE HUMORAL ....... 46 

V.9.4.1 Ensaio imunoenzimático (ELISA) para dosagem de anticorpos ....... 46 

V.9.5 Caracterização do perfil da resposta imune celular ...................................... 46 

V.9.5.1 Ensaio imunoenzimático (ELISA) para dosagem de citocinas .......... 46 

V.9.6 Análises estatísticas ...................................................................................... 47 

V.10 Aspectos bioéticos e de biossegurança .......................................................... 47 

 



VI. RESULTADOS ........................................................................................................ 49 
VI.1 Confirmação da expressão de rHsp65 produzida em L. lactis ....................... 50 

VI.1.1 “Ensaio de Bradford” .................................................................................... 50 

VI.1.2 “Western Blotting” ......................................................................................... 50 
VI.1.3 Teste do Lisado do Amebocito Limulus (LAL) .............................................. 52 

VI. 2 Caracterização do Perfil de Resposta Imunológica ........................................ 53 
VI.2.1 Ensaios de imunogenicidade ....................................................................... 53 

VI.2.2 Caracterização do perfil de resposta imune humoral ................................... 53 

VI.2.2.1 Imunoglobulinas IgG1 e IgG2a anti-Hsp65 detectadas no  

soro dos animais imunizados ....................................................................................... 54 

VI.2.2.2 Imunoglobulina IgA anti-Hsp65 detectada no Lavado Bronco  

Alveolar (Lba) dos animais imunizados ........................................................................ 55 

VI.2.3 Caracterização do perfil de resposta imune celular ..................................... 56 

VI.2.3.1 Avaliação da produção das citocinas INF-γ, IL-12, IL-5 e  

IL-10 nos linfonodos derivados dos animais vacinados com as  

linhagens recombinantes de L. lactis ............................................................................ 56 

VI. 2. 3. 2 Avaliação da produção das citocinas INF-γ, IL-12, IL-5 e IL-10  

nos esplenócitos derivados dos animais vacinados com as  

linhagens recombinantes de L. lactis ............................................................................ 58 

VI. 2. 3. 3 Avaliação da produção da citocina IL-10 no Lavado Bronco  

Alveolar (Lba) dos animais vacinados com as linhagens recombinantes  

de L. lactis ..................................................................................................................... 60 

 

VII. DISCUSSÃO .......................................................................................................... 61 
 
VIII. CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS ..................................................................... 67 
VIII.1 Conclusões ........................................................................................................ 68 
VIII.2 Perspectivas ...................................................................................................... 68 
 
 
IX. REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS ....................................................................... 69 
 
 
ANEXOS ....................................................................................................................... 88 
 
Seção I - Capítulo “Lactic Acid Bacteria as live vectors: Heterologous protein production  

and delivery systems” ................................................................................................... 89 

 



 

Seção II – Currículo Lattes ......................................................................................... 119 



LISTA DE FIGURAS 
 

 
Figura 1: Cross-priming ............................................................................................... 11 

 

Figura 2: Processos envolvidos na infecção, no curso da doença e nos mecanismos  

imunes ativados durante a infecção por M. tuberculosis .............................................. 12 

 

Figura 3: Aplicações recentes das BL recombinantes ................................................. 25 

 
Figura 4: Representação esquemática dos vetores de expressão pXylT:SEC:hsp65  

e pXylT:CYT:hsp65 ....................................................................................................... 39 

 
Figura 5: Imunodetecção do antígeno rHsp65 na fração protéica celular e secretada  

oriunda das linhagens de L. lactis recombinantes  ....................................................... 51 

 
Figura 6: Anticorpos dos subtipos IgG1 e IgG2a específicos para rHsp65  

detectados em amostras de soro dos animais imunizados intranasalmente  

com as linhagens recombinantes de L. lactis ............................................................... 54 

 
Figura 7: Anticorpos IgA específicos para rHsp65 detectados em amostras do 

Lba dos animais imunizados intranasalmente com as linhagens recombinantes de  

L. lactis.......................................................................................................................... 55 

 

Figura 8: Indução da produção de IL-12 pelas células do linfonodo dos animais  

imunizados com as linhagens recombinantes de L. lactis ............................................ 56 

 

Figura 9: Indução da produção de IL-10 e IL-5 pelas células do linfonodo  

dos animais imunizados com as linhagens recombinantes de L. lactis ........................ 57 

 
Figura 10: Indução da produção de INF-γ e IL-12 pelos esplenócitos  

dos animais imunizados com as linhagens recombinantes de L. lactis ........................ 58 

 

Figura 11: Indução da produção de IL-10 e IL-5 pelos esplenócitos dos  

animais imunizados com as linhagens recombinantes de L. lactis .............................. 59 

 

 I



Figura 12: Indução da produção de IL-10 no Lba dos animais imunizados  

com as linhagens recombinantes de L. lactis ............................................................... 60 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 II



LISTA DE TABELAS 

 
 

TABELA 1: Respostas imunes detectadas após vacinação com linhagens  

Recombinantes de L. lactis ........................................................................................... 29 

 

TABELA 2: Linhagens bacterianas .............................................................................. 38 
 
TABELA 3: Modo de preparo dos géis de “separação” e “concentração” ..................  42 

 
TABELA 4: Resultados do ensaio do Lisado do Amebócito do Limulus realizado  

a partir das frações protéicas extraídas das linhagens recombinantes de L. lactis ...... 52 

 
 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 III



LISTA DE ABREVIATURAS 
 
 

µg   - Micrograma (10-3 g) 

µl   - Microlitro (10-3 L) 

AIDS - Acquired Immunodeficiency Syndrome (Síndrome da 

Imunodeficiência Adquirida) 

BCG   - Bacilo Calmette Guérin 

BCIP   - 5-Bromo-4-chloro-3-indolylphosphate p-toluidine salt 

BL   - Bactérias Lácticas 

D.O.   - Densidade ótica 

ELISA   - Enzyme-linked immunoasorbent assay (Ensaio imunoenzimático) 

EP   - European Pharmacopeia 

FDA   - Food and Drug Administration 

GRAS   - “Generally Regarded As Safe” 

HCl   - Ácido Clorídrico 

HIV   - “Human deficiency vírus” 

HSP   - “heat shock protein” – proteínas do choque térmico 

IFNγ   - Interferon gama 

Ig   - Imunoglobulina  

IgA   - Imunoglobulina A 

IgG   - Imunoglobulina G 

IL   - Interleucina 

kDa   - kilo Dalton 

Lba   - Bronchoalveolar lavage (Lavado Bronco Alveolar) 

LPS   - Lipopolissacarídio 

M   - Molar 

MHC I - Major Histocompatibility Complex class I (Complexo maior de            

histocompatibilidade de classe I) 

MHC II - Major Histocompability Complex class II (Complexo maior de 

histocompatibilidade de classe II) 

Min   - Minuto 

ml   - Mililitro (10-3 L) 

Mtb   - Mycobacterium tuberculosis 

NaOH   - Hidróxido de sódio 

NICE - “Nisin Controlled gene Expression“ (Sistema de Expressão Gênica 

controlado por nisina) 

 IV



NK   - “Natural Killer cells” 

O.N.   - Overnight  

PBS   - “Phosphate Buffer Solution” 

PLD   - fosfolipase D 

PMSF   - Fenil-metil sulfonil fluoreto 

q.s.p   - Quantidade Suficiente Para 

rHsp65  - Proteína do choque térmico de 65 kDa recombinante 

rpm   - Rotações por minuto 

SDS-PAGE - Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis 

(Eletroforese em gel de poliacrilamida-duodecil sulfato de sódio)  

T20   - Tween 20 

TB   - Tuberculose 

TCPDO  - Tratamento de Curto Prazo Diretamente Observado 

TEMED  - N,N,N’, N’-tetrametiletilenodiamina 

TH1 - Linfócitos TCD4+ auxiliares característicos da resposta imunológica 

do tipo 1 

TH2 - Linfócitos T CD4+ auxiliares característicos da resposta imunológica 

do tipo 2 

TNFα   - Tumor Necrosis Factor-Alfa (Fator de necrose tumoral) 

UFC   - Unidade Formadora de Colônias 

USP   - United States Pharmacopeia 

XIES                           - “Xylose Inducible Expressing System” 
 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 V



RESUMO 
 

Descoberto em 1882 por Robert Koch, Mycobacterium tuberculosis (Mtb) ainda permanece 

como um grande problema de saúde publica uma vez que é o principal agente causador da 

Tuberculose (TB), uma doença infecto-contagiosa que atinge quase 1/3 da população 

mundial. Apesar da BCG, única vacina disponível para uso clínico, ser capaz de proteger 

crianças eficientemente, ela não é capaz de proteger indivíduos adultos acometidos com a 

tuberculose pulmonar. Sendo assim, estratégias para o desenvolvimento de vacinas mais 

eficazes e economicamente viáveis são alvo de intensa investigação. Nesse contexto, 

vacinas vivas de mucosa utilizando a bactéria láctica Lactococcus lactis como um veículo 

para a entrega de antígenos 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 citoplasmática ou secretada da proteína do choque térmico de 65 kDa de 

Mycobacterium leprae (Rocha, 2007), um antígeno imunodominante capaz de induzir efeitos 

profiláticos e terapêuticos em animais, utilizando o sistema de expressão induzido por xilose 

(XIES - Xylose Inducible Expression System; Miyoshi et al., 2004). No presente trabalho, a 

capacidade produtiva destas linhagens em relação à quantidade, qualidade e teor de LPS 

do antígeno recombinante foi confirmada através do ensaio de “Bradford”, “Western Blotting” 

e LAL. O potencial vacinal das linhagens foi avaliado através de ensaios de imunização 

intranasal em camundongos BALB/c a fim de se caracterizar a imunogenicidade conferida 

pelas mesmas. Os resultados obtidos revelaram que o antígeno, livre de LPS, é endereçado 

de maneira correta para o citoplasma ou meio extracelular. Além disso, foi visto que os 

animais vacinados não desenvolveram resposta imune humoral e celular nos linfonodos e 

no baço seis dias após a última imunização. Entretanto, observou-se que a linhagem L. 

lactis produtora da forma citoplasmática do antígeno rHsp65 reduziu significantemente 

(p<0.05) os níveis de IL-10 no Lavado Bronco Alveolar (Lba) dos animais. As linhagens 

recombinantes permitirão, em um futuro próximo, a purificação da proteína recombinante 

livre de LPS. Contudo, para a formulação de uma nova estratégia vacinal contra a TB 

baseada em L. lactis, alguns pontos deverão ser padronizados como, por exemplo, a 

linhagem ideal a ser utilizada nos ensaios de imunização, o protocolo e a localização celular 

do antígeno.  
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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 Colaborações 
 

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratório de Genética Celular e Molecular 

(LGCM) do Instituto de Ciências Biológicas da Universidade Federal de Minas Gerais 

(UFMG), em parceria com: 

1. O Centro de Pesquisas em Tuberculose localizado na Faculdade de Medicina de 

Ribeirão Preto da Universidade de São Paulo (FMRP-USP), liderado pelo Prof. Dr. Célio 

Lopes Silva; 

2. Laboratório de Vacinas Gênicas (LVG) da FMRP-USP, coordenado pelo Prof. Dr. 

Célio Lopes Silva; 

3. Empresa FARMACORE Biotecnologia LTDA; Ribeirão Preto – SP. 

 

Além das instituições acima mencionadas, o trabalho também contou com o apoio 

financeiro de outras instituições, como: 

1. Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e Tecnológico (CNPq); 

2. Fundação de Amparo à Pesquisa do Estado de São Paulo (FAPESP); 

 

I.2 Introdução Geral 
 

A Tuberculose (TB) é uma doença infecciosa que aflige a humanidade desde a 

Antiguidade e que ainda permanece amplamente distribuída 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 após esta descoberta, um 

terço da população mundial ainda se encontra infectada com o M. tuberculosis em estado 

latente, fato que torna essa doença um dos principais problemas sociais, econômicos e de 

saúde pública no mundo (Lugo & Bewley, 2008).  

A TB é considerada uma doença socialmente determinada, pois está associada à 

pobreza, à aglomeração urbana e, mais recentemente, à emergência da epidemia do vírus 

da AIDS (HIV) (Snider & Montagne, 1994). No Brasil a doença agravou-se no final do século 

XIX e início do século XX. Dessa maneira, várias instituições foram formadas com o intuito 

de erradicar a TB do país. Entretanto, apesar das tentativas para controlar a doença, o 

Brasil ainda continua com altos índices de pessoas infectadas e mortalidade anual de quase 

6.000 óbitos (Hijjar et al., 2007). Os números podem ser maiores, devido à ainda insuficiente 

notificação 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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mínimo seis meses) com a associação de três ou mais drogas faz com que os pacientes 

desistam do mesmo ou o façam de maneira inadequada. Esses fatores contribuíram 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), única vacina disponível para uso clínico. 

Embora venha sendo amplamente utilizada no Brasil e em outros países, a eficácia da BCG 

permanece controversa. Verificou-se que a vacina é capaz de proteger crianças contra as 

formas mais severas de TB (Liu et al., 2009). Em contraste, a eficácia da vacina em 

pacientes adultos acometidos com a TB pulmonar varia de 0 a 80%, dependendo da 

população estudada (Britton, 2003; Liu et al., 2009). Dessa maneira, estratégias para o 

desenvolvimento de novas vacinas mais eficazes e economicamente viáveis tem sido alvo 

de intensa investigação.  

Com a caracterização de muitas proteínas codificadas pelo genoma das 

micobactérias foi possível identificar inúmeros antígenos imunogênicos 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 São Paulo desenvolveram uma vacina de DNA baseada no antígeno Hsp65 

de Mycobacterium leprae que, quando administrada por via intramuscular, apresentava 

efeitos profiláticos e terapêuticos em camundongos (Silva et al., 1999). Apesar desse 

antígeno ter sido utilizado com sucesso em animais de pequeno porte, foi demonstrado que 

o mesmo quando apresentado ao sistema imune de animais de grande porte sob a forma de 

“DNA nu” era degradado por endonucleases apresentando-se fracamente imunogênico 

(Souza et al., 2008). Dessa maneira há uma grande necessidade pela busca de novas 

estratégias que possam evitar a degradação do Hsp65 in vivo. Além disso, o DNA 

plasmidiano pode ser capturado pelas células imunes, permanecendo viável dentro do 

organismo por muito tempo. Assim, a diminuição da dose, bem como a otimização da vacina 

utilizando carreadores tem sido alvo de inúmeras pesquisas (Coelho-Castelo et al., 2006).  

 A maioria das vacinas baseadas em Hsp65 desenvolvidas até então foram 

projetadas para serem administradas por via parenteral. No entanto, além de se tratar de 

uma rota invasiva, vacinas administradas parenteralmente são pouco eficientes em 

estimular o sistema imune associado às mucosas. Além disso, quando pensamos na 

utilização do antígeno, seja na sua forma nativa ou recombinante, um outro problema se faz 

presente: a inexistência de um produto livre de contaminação por endotoxina 

(lipopolissacarídeo: LPS), o que compromete sua utilização clínica. No caso da produção de 

antígenos com potencial vacinal, a disponibilidade de um produto final livre dessa toxina é 

extremamente necessária, uma vez que o LPS é capaz de induzir respostas imunológicas 
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inespecíficas (Stewart & Yung, 2004). Diante disso, sistemas de apresentação de antígenos 

diretamente à superfície de mucosas, incluindo a via de administração oral, podem 

representar uma alternativa promissora para o desenvolvimento de uma nova vacina contra 

a TB, uma vez que estes estimularão a resposta imune no sítio inicial de infecção. 

As Bactérias Lácticas (BL) surgem como uma solução interessante para estes 

problemas, pois foi demonstrado que elas são capazes de produzir com eficiência antígenos 

heterólogos e gerar respostas imunológicas contra os antígenos expressos (Wells & 

Mercenier, 2008). Além disso, por serem empregadas na indústria alimentícia há séculos em 

processos de fermentação e preservação de alimentos elas são consideradas seguras 

contendo o status “GRAS” (Steidler & Rottiers, 2006). Dentre estas, Lactococcus lactis figura 

como um microrganismo modelo no estudo das BL não só pela sua importância econômica, 

mas por ser a mais bem caracterizada e possuir diversas ferramentas genéticas já 

desenvolvidas, facilitando a expressão heteróloga de moléculas de interesse (Bermúdez-

Humarán et al., 2004). Várias proteínas de interesse biotecnológico já foram produzidas em 

L. lactis e a sua utilização como veículo vacinal foi bem sucedida (Wells & Mercenier, 2008). 

Sendo assim, a utilização de L. lactis produzindo o antígeno Hsp65 de M. leprae é bastante 

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

 

I.3 Estrutura da dissertação 
 
O manuscrito será apresentado inicialmente com uma introdução dividida em três 

assuntos principais. O primeiro abordará as características do bacilo Mycobacterium 

tuberculosis; a Tuberculose (TB) como sendo uma doença reemergente no mundo e os 

aspectos imunológicos da infecção pelo bacilo. O segundo assunto tratará das proteínas do 

choque térmico (HSP’s) como candidatas ao desenvolvimento de novas vacinas contra a 

TB, focando na proteína de 65 kDa de M. leprae como antígeno vacinal. O terceiro assunto 

abordará as Bactérias Lácticas (BL) como veículos para expressão de antígenos 

heterólogos, especialmente no que concerne ao uso de linhagens de L. lactis recombinantes 

como vacinas vivas de mucosa. Posteriormente, será apresentada a justificativa e os 

objetivos do trabalho bem como a metodologia utilizada para o desenvolvimento do mesmo. 

Os resultados serão divididos em duas partes. A primeira parte explicitará a confirmação da 

capacidade de expressão do antígeno rHsp65 por L. lactis; e a segunda demonstrará a 

caracterização do Perfil de Resposta Imunológica das linhagens de L. lactis recombinantes. 

A seguir, os resultados serão discutidos e, por fim, as conclusões e as perspectivas do 

presente trabalho serão demonstradas. Após as Referências Bibliográficas, a dissertação 

apresentará em anexo a seção I, contendo o capítulo 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 colaboração com pesquisadores do 

Instituto Nacional de Pesquisas Agronômicas (INRA), França; e a seção II, que apresentará 

o Currículo Lattes com as minhas produções científicas obtidas até o momento. 
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II.1 Mycobacterium tuberculosis 

 

Mycobacterium tuberculosis é um bacilo Gram-positivo, imóvel, aeróbio estrito que não 

esporula. Esse microrganismo pertence à família Mycobacteriaceae e ao grupo dos 

actinomicetos, os quais incluem também os gêneros Nocardia, Rhodococcus e 

Corynebacterium. As espécies desses gêneros, também denominados como grupo CMN, 

apresentam algumas características em comum tais como a organização específica da 

parede celular que é composta principalmente de peptideoglicanos, arabinogalactano e 

ácidos micólicos. Além disso, apresentam alto conteúdo G + C do genoma (47-74%) (Dorella 

et al., 2006).  

É necessário recorrer à técnica de coloração especial (Ziehl-Neelsen) para a 

visualização das células de M. tuberculosis, pois a coloração pela técnica de Gram é 

ineficaz devido aos ácidos micólicos presentes na parede celular desse bacilo. Com a 

técnica de Ziehl-Neelsen, as células se coram de vermelho (fucsina concentrada) e resistem 

à descoloração pelo soluto de EBNER (álcool + HCL). É por essa razão que são designados 

“bacilos álcool ácido resistentes” (Holt et al., 1994). Além disso, M. tuberculosis apresenta 

desenvolvimento lento com tempo de geração de 12 a 18 horas, seu tamanho varia de 0,2-

07 x 1-10 µm e bioquimicamente está classificado como catalase positivo, arilsulfatase 

positivo e resistente a lisozima (Holt et al., 1994).  

As micobactérias estão amplamente distribuídas no solo e na água sendo que uma 

pequena parte é encontrada em animais e humanos como patógenos intracelulares. M. 

tuberculosis juntamente com Mycobacterium bovis, Mycobacterium africanum, 

Mycobacterium avium e Mycobacterium microti podem causar uma doença conhecida como 

Tuberculose (TB), sendo M. tuberculosis o principal agente etiológico da Tuberculose 

humana (Pfyffer et al., 1998). 

 

II.2 Tuberculose 
 

Desde a antiguidade, a Tuberculose (TB) é uma doença que aflige a humanidade. 

Existem registros arqueológicos da doença entre diversos povos da antiguidade, como, por 

exemplo, nas múmias egípcias, onde foram encontradas lesões que sugeriam a doença na 

coluna espinhal, conhecida como Mal de Pott (Campos & Piantra, 2001). Hipócrates em 400 

a.C. descreveu em pacientes características clínicas pelas quais, atualmente, se pode 

diagnosticar a doença (Grange, 1990). O agente causador da enfermidade, hoje em dia 

conhecido como M. tuberculosis, foi isolado pela primeira vez em 1882 por um 

bacteriologista alemão chamado Robert Koch. Cento e vinte sete anos após esta 

descoberta, um terço da população mundial ainda se encontra infectada com M. tuberculosis 
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em estado latente, fato que torna a tuberculose um dos principais problemas sociais, 

econômicos e de saúde pública no mundo (Lugo & Bewley, 2008). Segundo Pieters (2008) 

10% das pessoas infectadas desenvolvem a TB ativa e cerca de dois milhões morrem 

anualmente em função da epidemia.  

A TB é uma doença infecto-contagiosa que está intimamente associada à pobreza, 

desigualdade social, más condições de vida e habitação, deficiente acesso a serviços de 

saúde, à aglomeração urbana, à desestruturação dos serviços de controle da TB e, mais 

recentemente, à emergência da epidemia do vírus da AIDS (HIV). Estes estão entre os 

principais fatores que contribuem para a expansão da doença no mundo (Snider & 

Montagne, 1994).  

A Tuberculose no Brasil agravou-se no final do século XIX e início do século XX 

quando metade das pessoas atingidas pela doença morria. Várias instituições estiveram 

envolvidas na luta contra a TB no país tais como a Fundação Ataulpho de Paiva, Inspetoria 

de Profilaxia da TB, Liga Brasileira Contra a Tuberculose, Fundação Oswaldo Cruz dentre 

outras. Apesar das tentativas para controlar a doença, o Brasil ainda continua com altos 

índices de pessoas infectadas (cerca de 80.000 novos casos notificados por ano) e 

mortalidade anual de quase 6.000 óbitos (Hijjar et al., 2007). Os números podem ser 

maiores, devido à ainda insuficiente notificação no Brasil. Atualmente, quase 70% dos 

pacientes são 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 número de casos na região sudeste (810.875 casos) (Who, 2004).  

 

II.2.1 PATOLOGIA E IMUNOLOGIA DA DOENÇA 

 

A infecção por M. tuberculosis é iniciada pela inalação de gotículas de secreção 

(aerossóis) contendo bacilos viáveis que são eliminados através da fala, tosse ou espirro de 

uma pessoa que contém a tuberculose ativa. Assim, a TB é uma infecção que acomete mais 

comumente o trato respiratório inferior, sendo os pulmões os sítios primários da infecção 

(Loundon & Roberts, 1967). Mais raramente, M. tuberculosis também infecta outras regiões 

do corpo como o sistema nervoso central (Rock et al., 2008), ossos (Yoshida et al., 2009), 

rins (Gurski & Baker, 2008) e trato geniturinário (Vilasaró et al., 2008). O desenvolvimento 

da infecção depende de vários fatores, como por exemplo, a virulência da linhagem e as 

condições imunológicas e características genéticas do indivíduo exposto (Dannenberg, 

1989). 

Uma vez no pulmão, os bacilos são capturados por macrófagos alveolares por meio 

de diferentes receptores de reconhecimento padrão (PRRs, Pattern Recognition Receptors). 

Nos macrófagos os receptores mais comuns são 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 múltiplas moléculas de superfície dos 

macrófagos está provavelmente relacionada à sua complexa parede celular (Pieters, 2008). 

Foi observado que o receptor envolvido na internalização da micobactéria influencia 

drasticamente suas chances de sobrevivência dentro dos macrófagos. Por exemplo, a 

ingestão de bacilos através de receptores para a porção Fc do anticorpo ligado ao antígeno 

micobacteriano resulta em uma resposta inflamatória nos macrófagos e, logo, os bacilos são 

eliminados de dentro da célula. Em contraste, a internalização via receptores do 

complemento tipo 3 (CR3) previne a ativação dos macrófagos, o que favorece a 

sobrevivência dos bacilos dentro da célula (Caron & Hall, 1998).  

As interações iniciais do bacilo com o macrófago levam à ativação celular e à rápida 

produção de citocinas pro e anti-inflamatórias. Os macrófagos ativados em contato com os 

produtos sintetizados pela micobactéria passam a produzir fator de necrose tumoral alfa 

(TNF-α) e interleucina-12 (IL-12) (Berrington & Hawn, 2007). Consecutivamente, essas 

citocinas ativam e recrutam células inflamatórias da imunidade inata como neutrófilos, 

precursores de células dendríticas e células NK (Natural Killer) para o sítio da infecção 

(Berrington & Hawn, 2007). O IL-12 possui importante papel no combate da infecção uma 

vez que induz a produção de interferon-gamma (INF-γ) por células NK. Em sinergia com o 

TNF-α, o INF-γ induz atividades microbicidas nos macrófagos infectados tais como a fusão 

do lisossomo ao fagossomo, liberação de enzimas com potencial lítico e estimulação da 

apoptose da célula infectada. Essas atividades irão auxiliar na eliminação do bacilo 

(Fairbairn, 2004; Berrington & Hawn, 2007).  

A maioria dos bacilos pode ser imediatamente eliminada no interior dos 

fagolisossomos pelas enzimas lisossomais e intermediários reativos do oxigênio e do 

nitrogênio (Flynn & Chan 2005). Entretanto, uma pequena parcela é capaz de escapar da 

fusão do fagossomo com o lisossomo e sobreviver dentro dos macrófagos. A proteína 

Kinase G (PknG) produzida pelos bacilos é um importante fator de virulência que inibe a 

maturação dos fagossomos impedindo, assim, a sua fusão com os lisossomos (Walburger et 

al., 2004). Os componentes lipídicos da parede celular de M. tuberculosis também possuem 

papel essencial em inibir a formação de fagolisossomos. Além disso, a micobactéria ainda 

apresenta outras requintadas estratégias para continuar viável dentro dos macrófagos. M. 

tuberculosis é capaz de produzir enzimas como catalase-peroxidase (KatG) cuja função é 

inativar intermediários reativos do oxigênio, o que favorece sua permanência dentro da 

célula (Li et al., 1998).  

A ativação inicial decorrente da captura dos bacilos muitas vezes não é suficiente 

para eliminá-los uma vez que esses organismos possuem diversas estratégias para burlar o 

sistema imune, como mencionado acima. Dessa forma, o controle da infecção também 
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requer a participação da resposta imune celular específica mediada principalmente por 

células T (Flynn & Chan, 2005).  

Os macrófagos são os principais responsáveis por ativar a resposta imune adaptativa 

atuando como células apresentadoras de antígenos (APC’s). Essas células migram para os 

linfonodos e lá apresentam os antígenos 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 proteínas 

antigênicas rapidamente têm acesso às moléculas de processamento e apresentação de 

antígenos do tipo MHC classe II. As células T CD4+ reconhecendo os antígenos 

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 produção de citocinas. As células T CD4+ auxiliares do tipo 1 (Th1) são induzidas por 

IL-12 e produzem INF-γ, IL-2 e TNF-α. Já as células T CD4+ auxiliares do tipo 2 são 

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 infecção e, de 

acordo com as citocinas presentes no ambiente, são capazes de se diferenciar em efetores 

do tipo Th1 ou Th2. Como os macrófagos ativados que entraram em contato com a 

micobactéria produzem IL-12, o padrão de resposta imune observado na infecção por M. 

tuberculosis é do tipo Th1. Wangoo e colaboradores (2001) demonstraram que a indução do 

padrão Th1 em camundongos gera proteção contra o desafio com M. tuberculosis enquanto 

que a indução do padrão Th2 gera susceptibilidade a esse patógeno. Os mecanismos 

efetores das células Th1 consistem em produzir principalmente INF-γ, citocina essencial no 

controle da micobactéria dentro do hospedeiro, cuja função é estimular a síntese de várias 

substâncias microbicidas pelos macrófagos favorecendo a eliminação do bacilo (Flynn, 

2004).  

Apesar dos linfócitos T CD4+ serem as principais células ativadas devido aos 

antígenos da micobactéria estarem localizados dentro de fagossomos, as células T CD8+ 

são também importantes na resposta contra o bacilo. Essas células geralmente reconhecem 

antígenos apresentados pela maquinaria de apresentação MHC tipo I, que se liga a 

fragmentos antigênicos sintetizados no citoplasma da célula. Sendo M. tuberculosis um 

patógeno que está localizado nos fagossomos e não no citoplasma da célula, ainda não está 

claro como os antígenos da micobactéria atingem o MHC I da célula hospedeira. Uma das 

hipóteses sugeridas para resolver essa questão baseia-se no fato de que dentro dos 

macrófagos o M. tuberculosis irá induzir apoptose, o que levaria à produção de vesículas 

extracelulares carregando uma grande variedade de antígenos. Essas vesículas 

rapidamente são engolfadas por células dendríticas que então apresentam os antígenos via 
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MHC I. Esse processo é conhecido como “cross-priming” (Fig. 1). Os antígenos de M. 

tuberculosis podem ter acesso à maquinaria de apresentação de antígenos MHC I 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 antígenos secretados são 

capazes de alcançar a maquinaria MHC I e serem apresentados para linfócitos T CD8+ 

(Mazzacarro et al., 1996). 

Após o reconhecimento do antígeno, as células T CD8+ ativadas são estimuladas e 

passam a produzir granulisina e perforinas, componentes que agem diretamente nas 

micobactérias intra e extracelulares (Hoft, 2008).  

 

MHC IMHC I  
Figura 1: Cross-priming. Células dendríticas circulantes fagocitam os fragmentos do bacilo 

juntamente com os seus antígenos. A partir daí, os antígenos são processados por essas 

células e apresentados através do MHC I para linfócitos T CD8+ (Adaptado de Bahjat & 

Schoenberger, 2004).  

 

 Outros linfócitos T menos comuns também participam da resposta imune protetora. 

Após a estimulação por antígenos não protéicos da micobactéria, as células T γδ podem 

expandir rapidamente e produzir muitas citocinas, especialmente INF-γ. Essas células 

podem desenvolver funções de memória efetora, incluindo o desenvolvimento de um perfil 

de resposta similar aos linfócitos Th1 CD4+. Outro grupo menos comum de linfócitos são as 

células T restritas a CD1. Elas reconhecem glicolipídios do M. tuberculosis apresentados por 

moléculas CD1 e secretam perfurinas e granulisinas que têm a função de eliminar os bacilos 

de dentro dos macrófagos (Kaufmann, 2002; Hoft, 2008). 

A comunicação entre as células T e os macrófagos é alcançada através das várias 

citocinas já citadas, principalmente TNF-α, INF-γ e IL-12. Essa comunicação permite com 

que os macrófagos possam controlar a replicação micobacteriana dentro de estruturas 
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denominadas granulomas (Kaufmann, 2004). Os granulomas são formados por uma área 

central de necrose caseosa (Cosma et al., 2003), circundada por macrófagos infectados, 

linfócitos T CD4+ em maior quantidade e T CD8+ em menor quantidade, e um pequeno 

influxo de linfócitos B distribuídos perifericamente. Estas estruturas, evidenciadas na reação 

inflamatória crônica, mantêm os bacilos em estado quiescente, conservando assim sua 

capacidade de replicação e disseminação (Silva et al., 2001; Russell, 2007). Quando o 

microrganismo está contido dentro do granuloma, a doença é assintomática. Cerca de 90% 

das pessoas infectadas apresentam o bacilo em sua forma latente no organismo dentro 

destas estruturas. Essa contenção geralmente falha quando a resposta imune do 

hospedeiro é inadequada; situação esta onde a população de células T CD4+ está 

diminuída. Desse modo, o granuloma é rompido espalhando os bacilos para os diversos 

tecidos. A doença é, então, reativada e o paciente torna-se contagioso (Wallis, 2007). A 

Figura 2 ilustra os mecanismos de controle da infecção pelo M. tuberculosis citados acima.   

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

  
 
 
 
 Figura 2: Processos envolvidos na infecção, no curso da doença e nos mecanismos 

imunes ativados durante a infecção pelo M. tuberculosis. Quando as micobactérias 
alcançam o espaço alveolar são engolfadas por macrófagos e por células dendríticas. 
Estas células produzirão IL-12 responsável por ativar células T. As células T ativadas 
migrarão para o foco da infecção auxiliando na formação do granuloma e produzirão INF-γ 
que agirá em sinergismo com o TNF-α opsonizando a atividade dos macrófagos. Algumas 
células T ativadas também secretarão perfurinas e granulosinas que terão a função de 
eliminar os bacilos dentro dos macrófagos. Uma vez que a comunicação entre macrófagos 
e células T é prejudicada, granulomas não mais conterão as micobactérias causando a 
sua disseminação (Adaptado de Kaufmann, 2002).  
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 Apesar da resposta granulomatosa ser eficaz em combater a disseminação do bacilo 

no organismo, é importante ressaltar que essa resposta inflamatória, persistente em alguns 

indivíduos, pode ocasionar a confluência dos granulomas gerando grandes áreas de 

necrose. Com isso, os tecidos são destruídos levando a conseqüentemente falência do 

órgão afetado (Cosma et al., 2003).   
Como foi constatado, a resposta imune mediada por células possui um papel central 

para o controle da infecção. Como o M. tuberculosis é um patógeno intracelular pode-se 

pensar que a imunidade humoral não contribui para a proteção. Entretanto, quando a 

doença é disseminada para outros órgãos, anticorpos específicos contra os bacilos que 

estão 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 fagocíticas e estimula a resposta imune 

celular (Hoft, 2008).  

  Sendo assim, três considerações gerais a respeito da resposta imune contra o M. 

tuberculosis podem ser feitas: 

(i) Embora as diferentes populações de células T sejam requeridas na indução de 

uma resposta imune eficaz, as células T CD4+ são as principais responsáveis pela geração 

dessa resposta, seguida das células T CD8+ (Kaufmann, 2004). 

(ii) A citocina IL-12 produzida pelos macrófagos ativados pelo contato com o bacilo, 

diferencia as células T CD4+ que estão no sítio da infecção em efetores do tipo Th1. Além 

disso, IL-12 participa do processo de ativação das células NK. As células T CD4+ Th1 e as 

células NK ativadas passam a produzir IFN-γ, a qual juntamente com TNF-α, ativa as 

funções microbicidas dos macrófagos. A produção dessas citocinas é essencial para o 

controle da infecção (Cooper et al., 1993; Salgame, 2005).  

(iii) Apesar das células T serem os principais mediadores da proteção contra a TB, as 

funções efetoras são principalmente desempenhadas pelos macrófagos. A interação entre 

as células T e os macrófagos induz a formação de granulomas, estruturas que fazem com 

que a disseminação e a replicação micobacteriana seja controlada. Uma vez que essa 

comunicação é prejudicada, os granulomas não mais conseguem conter as micobactérias e 

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

 

II.2.2 TRATAMENTO E PROFILAXIA  

 
A descoberta da penicilina por Fleming em 1928 inaugurou uma nova era na 

medicina – a era dos antibióticos. Esse fármaco se mostrou eficaz no tratamento de várias 

doenças causadas por bactérias que até então não 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 científica começou a buscar outros produtos que 

pudessem tratar a enfermidade.  

O primeiro antibiótico capaz de inibir in vitro o crescimento do M. tuberculosis foi a 

actinomicina, substância produzida por algumas espécies de Streptomyces. Descoberta nos 

anos 30 logo depois da penicilina, esse medicamento se mostrou ser muito tóxico para 

animais e humanos. A descoberta em 1943 da estreptomicina, substância produzida 

também por um microrganismo, foi um grande avanço na luta contra a TB. Como possui 

baixa toxicidade, o seu uso foi permitido em humanos atuando de maneira eficaz no 

combate à tuberculose (Souza & Vasconcelos, 2005; Lugo & Bewley, 2008).  

Nas décadas de 50 e 60 foram introduzidas várias drogas anti-TB como a isoniazida 

(INH), a cicloserina, a rifamicina, a pirazinamida (PZA) e o etambutol (EMB). Dentre os 

antibióticos 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 padrão contra a TB recomendada pela Organização Mundial de 

Saúde (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 administração das drogas anti-TB de primeira 

geração (isoniazida, rifampicina, pirazinamida e etambutol), seguida por outra fase com a 

administração de isoniazida e rifampicina por mais quatro meses, totalizando seis meses de 

tratamento (Who, 2005). Entretanto, a infecção 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 são tratados com 

as drogas de segunda geração (canamicina, amicacina, cicloserina, dentre outras). Um dos 

inconvenientes da utilização das drogas de segunda geração é a sua alta toxicidade para o 

paciente. Aliado a isso, o longo período de tratamento exigido (no mínimo seis meses) 

acaba resultando no abandono do mesmo, tendo reflexos importantes no controle da 

doença 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), única vacina disponível para uso clínico. Ela foi e continua sendo 

largamente utilizada em programas de vacinação contra a tuberculose e estima-se que 

cerca de 3 bilhões de pessoas já tenham sido vacinadas (Martin, 2005).  

A BCG foi desenvolvida no Instituto Pasteur por dois pesquisadores, Albert Calmette 

e Camille Guérin. Eles fizeram várias passagens de uma linhagem virulenta de M. bovis em 

meio de cultura por 13 anos. Após esse tempo, observou-se que o microrganismo não 

causava mais lesões tuberculosas e conferia proteção a animais frente ao desafio com 
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linhagens virulentas do bacilo (Liu et al., 2009). Posteriormente, a vacina começou a ser 

administrada em recém-nascidos e foi distribuída pelo Instituto Pasteur para laboratórios de 

todo o mundo. O Brasil iniciou em 1927 seus programas de imunização com a BCG que 

foram implantados principalmente por Arlindo de Assis, com o apoio da Liga Brasileira 

Contra a Tuberculose (Hijjar et al., 2007). 

Embora venha sendo amplamente utilizada no Brasil e em outros países, a eficácia 

da BCG permanece controversa. Verificou-se que a vacina é capaz de proteger crianças 

contra as formas mais severas de TB, incluindo a meningite tuberculosa (Liu et al., 2009). 

Em contraste, a eficácia da vacina em pacientes adolescentes e adultos acometidos com a 

TB pulmonar varia de 0 a 80%, dependendo da população estudada (Britton & Palendira, 

2003; Liu et al., 2009). As diferenças genotípicas e de idade das populações bem como 

fatores ambientais e a dose da vacina empregada podem explicar esse fenômeno (Brewer, 

2000; Smith et al., 2000). Foi visto por meio de análises de genômica comparativa que as 

diferentes linhagens de BCG utilizadas no mundo possuem composição genética distinta 

(Behr, 2001). Essa heterogeneidade genética é provavelmente causada pelos diferentes 

mecanismos de atenuação que cada linhagem sofre em diferentes regiões do mundo (Liu et 

al., 2009). 

Por ser uma vacina viva, a BCG apresenta risco de reversão 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-infecção pelo HIV tem se tornado cada vez mais 

comum. Além disso, ela interfere com uma importante ferramenta de diagnóstico para TB, o 

teste da tuberculina, também conhecido como PPD (Derivado Protéico Purificado). Diante 

dos motivos expostos acima, faz-se necessária a pesquisa e o desenvolvimento de novas 

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

 
II.2.2.1 Vacinas contra TB em desenvolvimento 

  
Com a caracterização de muitas proteínas codificadas pelo genoma das 

micobactérias foi possível identificar inúmeros antígenos imunogênicos e/ou 

imunodominantes como promissores candidatos ao desenvolvimento de vacinas mais 

eficazes que a BCG. Nos últimos anos, mais de 200 vacinas foram testadas. Entre elas 

estão (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 gênicas. Muitas dessas vacinas encontram-se em fase de ensaio clínico (Reed & 

Lobet, 2005; Ginsberg, 2002). 
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II.2.2.1.1 Vacinas baseadas em linhagens de micobactérias atenuadas ou inativadas 

 

Os processos de atenuação de virulência tradicionalmente utilizados baseiam-se em 

passagens dos microrganismos em placas de cultura sob diferentes condições, levando ao 

surgimento de mutantes menos virulentos, como no caso da BCG. Entretanto, o avanço da 

biologia molecular possibilitou conhecer o genoma de microrganismos patogênicos 

permitindo a identificação e a inativação de genes responsáveis pela virulência e 

patogenicidade visando à construção de novas vacinas. Linhagens atenuadas de M. microti 

e M. tuberculosis foram testadas e sua utilização em ensaios in vivo geraram resultados 

muito satisfatórios (Manabe et al., 2002; Martin et al., 2006; Gupta et al., 2007). 

M. microti é capaz de infectar somente pequenos roedores, mas pode causar 

doenças em outros animais quando administrada em altas doses. Apesar de seu genoma 

ser similar ao de M. tuberculosis,análises cromossômicas revelaram que M. microti não 

possui alguns genes que estão 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 vacinação gerou uma proteção 

comparável 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 auxotróficos de M. 

tuberculosis. Essas linhagens expressam todos os antígenos das linhagens virulentas, 

incluindo vários antígenos ausentes na BCG. No entanto, elas não podem persistir in vivo, 

pois os genes que codificam enzimas metabólicas essenciais à sua sobrevivência estão 

nocauteados (Hoft, 2008). Essas vacinas se mostraram seguras quando testadas em 

camundongos da linhagem SCID, porém, testes em humanos ainda não foram conduzidos 

devido à falta de segurança e problemas de estabilidade (Gupta et al., 2007).  

Camudongos BALB/c vacinados com linhagens SO2 de M. tuberculosis, que 

possuem o fator de virulência phoP não-funcional, apresentaram níveis superiores de 

proteção em relação aos que foram vacinados com a BCG (Martin et al., 2006). Testes 

utilizando esse mutante estão 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 é um processo bastante trabalhoso devido 

às dificuldades encontradas em se alcançar um nível seguro de atenuação. Para evitar o 

perigo de reversão da patogenicidade, especialmente em pacientes com HIV, foram 

desenvolvidas linhagens de M. vaccae inativadas. A preparação de M. vaccae inativada por 

calor induziu forte proteção em camundongos desafiados com M. tuberculosis. Atualmente 

essa vacina encontra-se em fase de ensaio clínico III (Hoft, 2008). 
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 II.2.2.1.2 Vacinas de subunidade 
 

O desenvolvimento de vacinas de subunidade só foi possível após a identificação de 

antígenos de M. tuberculosis capazes de induzir respostas imunes apropriadas. Uma vez 

identificados, os fragmentos antigênicos (elementos da parede do bacilo, moléculas 

secretadas como proteínas, carboidratos e glicolipídeos) foram purificados e testados contra 

a TB. Apesar de serem seguras, essas vacinas exigem alto custo de produção e são pouco 

imunogênicas sendo necessário administrá-las com adjuvantes, substâncias capazes de 

potencializar a resposta imune (Baumann et al., 2006; Sable et al., 2007).   

As proteínas secretadas por M. tuberculosis nos primeiros estágios de infecção são 

consideradas alvos para a fabricação de vacinas, pois presumivelmente elas são as 

primeiras a estabelecerem um contato com o sistema imunológico do hospedeiro. Exemplos 

são as proteínas Ag85B, TB10.4, a proteína de 6 kDa - ESAT-6, Mtb32, Mtb39, dentre 

outras. Frações purificadas de algumas dessas proteínas têm sido utilizadas em ensaios de 

imunização e têm se mostrado eficazes em gerar uma resposta imune efetiva contra a TB 

(Kamath et al., 2008; Olsen et al., 2004). 

A proteína Ag85B, relatada como sendo um dos principais alvos para as células T, foi 

capaz de induzir proteção parcial em camundongos e proteção total em porcos-da-índia 

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 

proteína Ag85B fusionada a ESAT-6, quando misturadas ao adjuvante IC31®, também 

demonstraram resposta imune protetora contra o bacilo (Kamath et al., 2008). A construção 

ESAT6/Ag85B foi bem sucedida tanto em camundongos quanto em primatas (Baumann et 

al., 2006).  

Dietrich et al. (2005) reportaram que a vacinação com a proteína imunodominante 

TB10.4 induziu forte proteção em modelo murino. Quando fusionada a Ag85B, induziu 

proteção contra a TB comparável àquela induzida por Ag85B/ESAT-6 e BCG.  

A vacina de subunidade Mtb72F, composta por dois antígenos, Mtb32 e Mtb39, 

mostrou proteção contra a TB em camundongos (Skjot et al., 2000), porcos-da-índia (Reed 

et al., 2003) e coelhos (Tsenova et al., 2003). Estudos posteriores revelaram que essa 

vacina induziu a produção de células Th1 protegendo macacos desafiados com M. 

tuberculosis (Langermans et al., 2005; Reed & Lobet, 2005). 

Estão sendo pesquisados também antígenos expressos durante a fase latente do 

bacilo dentro do organismo (Baumann et al., 2006) assim como novas estratégias que visam 

aperfeiçoar a entrega dos antígenos in vivo (ex: uso de microesferas e lipossomas que 

estimulam a resposta imune) (Evans et al., 2004).  
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II.2.2.1.3 Vacinas baseadas em microrganismos vivos recombinantes 

 

Os mesmos antígenos micobacterianos que são utilizados para a fabricação de 

vacinas de subunidade estão também sendo expressos em microrganismos geneticamente 

modificados tais como o vírus vaccinia Ankara (MVA), adenovírus, BCG e outros vetores 

virais e bacterianos. A vantagem de se utilizar vetores vivos para a entrega de antígenos é 

que os mesmos possuem efeitos adjuvantes potentes, são capazes de estimular tanto 

resposta imune de mucosa quanto sistêmica e são aptos a sintetizar antígenos in vivo 

aumentando a magnitude da resposta imune (Hoft, 2008).  

O vírus MVA expressando Ag85A foi utilizado com sucesso em ensaios clínicos fase 

I no Reino Unido e no Gâmbia gerando indução de respostas T CD4+ especialmente 

quando administrados em pessoas previamente vacinadas com a BCG (McShane et al., 

2004).  

Apesar da eficácia duvidosa da BCG, esta vacina ainda permanece como a melhor 

alternativa de imunização uma vez que possui características interessantes, como, por 

exemplo, ser bastante imunogênica e ter sido empregada por tanto tempo, o que gera 

segurança 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 

rBCG∆ureC: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 linfócitos 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 clínico de Beijing/W (Glynn et al., 2002). No 

final de 2008, essa vacina entrou em ensaio clínico fase I. 

A BCG de Tókio expressando Ag85A é também uma promissora vacina contra a TB, 

demonstrando proteção em macacos cynomolgus e em macacos rhesus (Sugawara et al., 

2007; Sugawara et al., 2009). Linhagens de BCG capazes de sintetizar o antígeno Ag85C 

também foram desenvolvidas e se mostraram capazes de modular o sistema imune de 

porcos-da-índia aumentando os níveis 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 os 

antígenos micobacterianos Ag85B–mpt64190–198–mtb8.4 fusionados e suscitou respostas 

imunes mais duradouras que a BCG convencional. Outro exemplo são as BCG’s 

expressando perfringolisina (AFRO-1) desenvolvidas por Magalhães e colaboradores 

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

por células T. 

     

II.2.2.1.4 Vacinas gênicas 

 

As vacinas de DNA são as mais recentes formas de vacina e apresentam uma 

interessante alternativa para a apresentação de moléculas antigênicas para o sistema 

imune. Elas consistem na administração de um plasmídeo bacteriano dentro do hospedeiro 

que contém um cassete de expressão eucariótico responsável por codificar o antígeno de 

interesse, possibilitando a geração de antígenos in vivo. Outra característica interessante é 

que elas possuem adjuvantes endógenos chamados “motivos CpG” (citosina-fosfato-

guanina não metiladas), responsáveis por aumentar a magnitude da resposta imune 

(Gurunathan et al., 2000). Além disso, são estáveis e apresentam baixo custo de produção. 

Desta forma, elas têm se apresentado como promissoras estratégias contra patógenos 

intracelulares que são refratários ao sistema imune e à quimioterapia. 

Em 1992, Tang e colaboradores demonstraram que a injeção de plasmídeos 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 inóculo de plasmídeos 

codificando o antígeno da influenza em animais os protegeu contra o desafio com o vírus 

causador da doença (Jun-Ming & Dao-yin, 2006). 

Os primeiros dados mostrando proteção significativa contra TB através da inoculação 

de vacinas gênicas em animais utilizaram DNA nu (“naked DNA”). A eficácia dessa forma de 

vacinação foi primeiramente relatada por Tascon et al. e Huygen et al. em 1996. 

Subseqüentemente, outras vacinas de DNA codificando vários antígenos micobacterianos 

mostraram proteção contra a infecção por M. tuberculosis (Jun-Ming & Dao-yin, 2006).  

Plasmídeos expressando o antígeno ESAT-6 foram efetivos em reduzir a quantidade 

de M. tuberculosis no pulmão de animais infectados com o bacilo (Lowrie et al., 1999). Ha e 

colaboradores (2003) reportaram que as vacinas de DNA codificando o antígeno Ag85A 

foram capazes de prevenir a reativação 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 são animadores e aparecem como uma alternativa viável para tentar resolver o 

problema da resistência em países em desenvolvimento.  

Apesar de inúmeros trabalhos terem demonstrado a habilidade das vacinas de DNA 

em induzir a proliferação de células do sistema imune e proteger camundongos, foi 

observado que elas apresentam-se fracamente imunogências quando administradas em 
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animais de grande porte e em humanos. Um dos motivos seria a ação de nucleases de 

restrição endógenas que degradam o plasmídeo e evitam o surgimento de uma resposta 

imune eficiente. Existe também uma certa insegurança que o DNA introduzido artificialmente 

possa se integrar ao genoma do hospedeiro e causar doenças auto-imunes (Li & Zhu, 

2006).   

Afora estes obstáculos, grandes esforços têm produzido progressos nessa área. Um 

importante fator que deve ser levado em consideração a respeito das vacinas de DNA e a 

escolha do antígeno. A maioria das vacinas construídas até então foram baseadas em 

proteínas que são secretadas por M. tuberculosis tais como ESAT-6, Ag85 ou em proteínas 

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 

imunológico, elas são consideradas antígenos potenciais a serem utilizados na profilaxia 

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

 

II.3. Proteínas do choque térmico (HSPs) 
 
II.3.1. HSP’S: CONCEITOS GERAIS 

 
Todos os organismos respondem ao calor induzindo a síntese de um grupo de 

proteínas altamente conservadas chamadas de proteínas 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 produção das HSP’s tais como falta de 

oxigênio, presença de etanol e metais pesados no meio. Essas proteínas também podem 

ser encontradas em condições 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 conformação 

tridimensional de proteínas recém-formadas, e com isto impedem a formação de proteínas 

com conformação tridimensional inadequada. Após o estresse, as HSP’s reparam as 

proteínas mal formadas ou promovem a sua degradação (Netzer et al., 1998; Jolly et al., 

2000). Além de atuar como chaperonas, elas realizam outras funções mais especializadas, 

como o controle transcricional (Xing et al., 2004) e o controle de apoptose (Takayama et al., 

2003).  

As HSP’s são classificadas, principalmente, em seis famílias de acordo com o seu 

peso molecular: Hsp10, Hsp40, Hsp60, Hsp70, Hsp90 e Hsp100. Apesar de serem mais 

referidas como proteínas citosólicas, 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 

sobrevivência em condições letais. Quando ancoradas à membrana ou secretadas, essas 

proteínas são capazes de interagir com células do sistema imune mediando respostas 

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

  

 II.3.2. HSP’S COMO ANTÍGENOS VACINAIS 
 

As HSP’s têm sido descritas na literatura como principais antígenos de muitos 

patógenos. Algumas dessas proteínas funcionam como potentes indutores da imunidade 

inata e adaptativa. Elas ativam células dendríticas e células NK, aumentam a capacidade de 

apresentação de antígenos a células efetoras (T) melhorando a resposta imune humoral e 

celular. Neste contexto, tais funções, desempenhadas pelas HSP’s, estão sendo exploradas 

para o desenvolvimento de vacinas contra doenças infecciosas (Segal et al., 2006).  

As HSP’s derivadas de patógenos são as primeiras proteínas a serem sintetizadas 

após os primeiros contatos com o hospedeiro, pois, como são chaperonas, elas auxiliam na 

sobrevivência do microrganismo dentro do organismo. Dessa maneira, as HSP’s são os 

primeiros antígenos a serem reconhecidos pelo sistema imune e agem, portanto, como 

imunoestimulantes. Outra característica intrigante é a imunodominância das HSP’s. Sendo 

proteínas muito conservadas, uma mesma célula de memória é capaz de reconhecer 

epítopos de diferentes HSP’s. Além disso, diante de situações de estresse, as células do 

próprio hospedeiro respondem aumentando os níveis de expressão de suas HSP’s, as quais 

também se tornam disponíveis para o reconhecimento pelo sistema imunológico (Eden et 

al., 2005; Segal et al., 2006). 

Várias HSP’s de diferentes patógenos foram apresentadas ao sistema imune e 

interessantes resultados foram obtidos. Kang e colaboradores (2004) demonstraram que a 

Hsp70 derivada do protozoário Toxoplasma gondii induziu a maturação de células 

dendríticas e estimulou a produção de IL-12 no hospedeiro. Quando Noll & Autenrieth (1996) 

imunizou animais com Hsp60 de Yersinia enterocolitica os mesmos foram protegidos após o 

desafio com a linhagem virulenta deste microrganismo.  

Em 1994, Silva e colaboradores utilizaram pela primeira vez a proteína Hsp65 de 

Mycobacterium leprae, antigeneticamente muito similar à Hsp65 de M. tuberculosis (Lowrie 

et al., 1994), como antígeno para o desenvolvimento de uma vacina contra a TB. A partir de 

então, muitos trabalhos foram publicados relatando as vantagens de se utilizar uma vacina 

de DNA baseada no gene Hsp65 de M. leprae como antígeno contra a infecção por M. 

tuberculosis (Bonato et al., 1998; Souza et al., 2008). Dessa maneira, pode-se sugerir que o 

Hsp65 seria um potencial antígeno candidato para o desenvolvimento de uma nova vacina 

contra a TB.   
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 II.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 proteção contra desafio com linhagem virulenta de M. 

tuberculosis H37Rv, em modelo experimental (Silva & Lowrie., 1994). Em seguida, quando 

somente plasmídeos contendo a ORF Hsp65 foram inoculados em camundongos, percebeu-

se que eles foram capazes de proteger esses animais contra subseqüente desafio com M. 

tuberculosis. Essa vacina de DNA-hsp65 quando administrada por via intramuscular ou 

endovenosa em camundongos infectados com M. tuberculosis apresentou efeitos 

profiláticos e terapêuticos em vários modelos animais (Lowrie et al., 1999; Silva, 1999; 

Bonato et al., 2004). Os efeitos benéficos observados foram associados à participação de 

células T CD4+ e T CD8+ características 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 múltiplas doses de grandes quantidades de 

plasmídeo, pois estava provavelmente sendo degradada in vivo por endonucleases de 

restrição (Lowrie et al., 1997). Com o intuito de diminuir a dose da vacina Souza e 

colaboradores (2008) testaram diferentes vias de administração, incluindo a administração 

em camundongos de lipossomas contendo DNA-hsp65. Essa estratégia demonstrou ser a 

mais efetiva e promissora, já que pequenas doses de DNA foram suficientes para gerar 

proteção 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 antígeno ao gene que 

codifica a interleucina-2 humana, citocina que estimula a proliferação de linfócitos T 

citotóxicos. A administração de DNA-hsp65-IL-2 induziu respostas Th1 demonstrando 

efeitos profiláticos e terapêuticos em camundongos vacinados. Entretanto, essa vacina não 

foi mais eficaz quando comparada à vacina DNA-hsp65 desenvolvida por Silva e 

colaboradores (1994).  

A maioria das vacinas de DNA-hsp65 já desenvolvidas foram projetadas para serem 

administradas por via parenteral. No entanto, além de se tratar de uma rota invasiva, 

vacinas administradas dessa maneira são pouco eficientes em estimular o sistema imune 

associado às mucosas, sendo efetivas somente contra patógenos que penetram pela rota 

sistêmica do organismo (Eriksson & Holmgren, 2002). Diante disso, e considerando que o 

primeiro contato de M. tuberculosis é estabelecido através da mucosa nasal, sistemas de 

apresentação de antígenos diretamente à superfície de mucosas representam uma 

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

O epitélio da mucosa constitui uma barreira física e química que separa o meio 

corporal interno do externo. As células epiteliais possuem sensores que detectam perigosos 

agentes ou produtos microbianos. Após o reconhecimento de substâncias nocivas ao 

organismo, elas secretam citocinas e quimiocinas para células dendríticas e macrófagos 

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 indução de respostas imunes contra antígenos exógenos, microrganismos e 

vacinas requerem a presença de tecidos linfóides bem organizados. A prevenção de 

infecções no trato respiratório superior é mediado pelos tecidos linfóides associados à 

nasofaringe (NALT - Naso- pharynx-associated lymphoid tissue). No trato respiratório inferior 

as infecções são prevenidas pelo BALT (Bronchus-associated lymphoid tissue), no trato 

gastrointestinal elas são combatidas pelo GALT (Gut-associated lymphoid tissue). Os 

tecidos linfóides associados à mucosa (NALT, BALT e GALT) contêm células 

especializadas, chamadas de células M, que têm como função interagir, capturar e 

transportar os antígenos e pequenos parasitas levando-os até as células apresentadoras de 

antígenos (macrófagos, células dendríticas) (Perdigón et al., 2001; Hobson et al., 2003).  

O NALT contém células M, células dendríticas e linfonodos cervicais (LC). Os LC são 

esquematicamente divididos em córtex e medula. Na região cortical estão presentes os 

folículos linfóides, com seu centro germinativo, no qual se encontram os linfócitos B. Na 

região medular estão localizados os linfócitos T (Hobson et al., 2003; Chammas et al., 

2004). As células dendríticas interagem com os antígenos e os apresentam às células T 

localizadas nos linfonodos cervicais estabelecendo uma comunicação entre imunidade inata 

e adaptativa. As células T ativadas secretam citocinas estimulando os linfócitos B. Os 

antígenos T-independentes são 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 característica da resposta imune adaptativa das mucosas é a 

produção de anticorpos do tipo IgA por plasmócitos. A IgA é a principal classe de anticorpos 

que pode ser eficientemente secretada através dos epitélios e desempenha papel crítico, 

pois neutraliza a nocividade de organismos patogênicos (Macpherson et al., 2001). Uma das 

funções exercidas por esses anticorpos é a capacidade de aprisionar microrganismos 

invasores no muco prevenindo o contato direto do patógeno com a superfície da mucosa 

(Lamm, 1997). 
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As imunizações intranasais podem estimular resposta imune nas glândulas mamárias, 

no trato respiratório superior, na vagina e até mesmo no intestino de animais imunizados. 

Dados na literatura sugerem que essa rota de imunização é mais efetiva quando comparada 

às imunizações oral, intestinal e genital (Hobson et al., 2003).   

As diferentes rotas de imunização que vêm sendo testadas apresentam diferentes 

habilidades em induzir resposta imune humoral e celular (Hopkins et al., 1995; Mercenier et 

al., 2000). É também interessante associar a via de imunização com o tipo de patógeno que 

se quer combater. Por exemplo, induzir resposta de IgA nas mucosas do reto e da vagina 

seria de grande importância na proteção contra patógenos sexualmente transmissíveis, 

enquanto que a secreção de IgA no pulmão poderia promover proteção contra infecções 

respiratórias (Hopkins et al., 1995), como no caso da TB. Dessa maneira, o desenvolvimento 

de sistemas de apresentação de antígenos à superfície de mucosas nasais é um importante 

fator a ser estudado no caso da TB, uma vez que o início da infecção se dá pelo contato do 

M. tuberculosis à superfície pulmonar. 

 

II.5. Utilização de bactérias vivas como vacinas de mucosa 
 

Estratégias que visam combater patógenos presentes na superfície das mucosas 

podem ser o único meio de prevenir uma infecção. Uma importante contribuição para o 

desenvolvimento de novas vacinas de mucosa consiste na utilização de bactérias e vírus, 

geneticamente modificados, capazes de produzir e apresentar antígenos heterólogos 

(Medina & Guzman., 2001). O uso de bactérias como carreadores têm algumas vantagens 

sobre o uso de vírus, uma vez que estes possuem limitações quanto ao tamanho do material 

genético que pode ser carregado pela partícula viral (Bermúdez-Humarán et al., 2004). 

Dois tipos de carreadores bacterianos são usados para estimular a imunidade em 

nível de mucosa: (i) bactérias patogênicas atenuadas e (ii) bactérias não patogênicas. As 

primeiras foram as mais estudadas e o seu uso é muito interessante já que são bem 

adaptadas para interagir com a superfície das mucosas, pois a maioria utiliza essas 

superfícies como sítio de início da infecção. Contudo, esses organismos apresentam riscos 

de reversão da patogenicidade, não sendo totalmente seguros para uso humano, 

especialmente em crianças e pacientes imunocomprometidos. Linhagens atenuadas de 

Mycobacterium, Salmonella, Bordetella e Listeria estão entre os patógenos atenuados mais 

utlizados como carreadores de antígenos (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 utilização de bactérias não 

patogênicas e comensais, tal como as bactérias lácticas (BL). 
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As BL compõem 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 fabricação vários 

tipos de alimentos como, por exemplo, queijos, vinhos, iogurtes e leites fermentados. Por 

serem utilizadas há séculos em processos de fermentação e preservação de alimentos elas 

são consideradas seguras (“GRAS” - Generally Recognized As Safe). Algumas espécies são 

também importantes membros da microbiota humana (Steidler & Rottiers, 2006; Wells & 

Mercenier, 2008). 

Recentemente, as BL vêm sendo utilizadas como veículo para a apresentação de 

antígenos exógenos na superfície de mucosas. Além do status “GRAS” algumas espécies 

desse grupo são capazes de aumentar a quantidade de IgA nas mucosas e estimular o 

sistema fagocítico do hospedeiro (Neutra & Kozlowski, 2006). As BL são também pouco 

imunogênicas, ao contrário dos microrganismos patogênicos e podem ser continuamente 

utilizadas em programas de imunização. Outra propriedade atraente dessas bactérias é que 

elas não possuem LPS em sua parede celular, o que elimina os riscos de choque por 

endotoxina (Mercenier et al., 2000).   

Neste contexto, vários grupos de pesquisa voltaram-se para o uso potencial das 

destas bactérias como “usinas celulares” para a produção de moléculas de interesse médico 

e biotecnológico, como citocinas, enzimas, alérgenos e antígenos (Fig. 3) (Nouaille et al., 

2003; Bermúdez-Humarán et al., 2004).   
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Figura 3: Aplicações recentes das BL recombinantes. As BL são capazes de expressar 
várias moléculas de interesse para o desenvolvimento de vacinas e para a terapia de 
doenças (Adaptado de Wells & Mercenier, 2008).  

 

 II.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; não só pela sua importância econômica, mas 
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também devido ao fato de: (i) ser um microrganismo de fácil manipulação; (ii) ser “GRAS”; 

(iii) ter sido a primeira BL cujo genoma foi seqüenciado (Bolotin et al., 2001) e (iv) possuir 

um grande número de ferramentas genéticas já 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 produção de moléculas exógenas. L. lactis não produz endotoxinas ou qualquer outro 

produto metabólico tóxico (Bolotin et al., 2001) além de apresentar poucas proteínas 

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 laboratório (IL1403 e MG1363) são 

desprovidas de plasmídeos selvagens e não produzem proteases extracelulares (Gasson et 

al., 1983; Chopin et al., 1984). 

 

 II.5.1.1. Expressão de proteínas heterólogas em L. lactis 

 

  A expressão de proteínas heterólogas em L. lactis foi alcançada tanto pelo 

desenvolvimento do conhecimento genético quanto pelo desenvolvimento de técnicas de 

biologia molecular. Através deste dueto e a fim de obter níveis elevados e controlados de 

produção, vários vetores contendo promotores constitutivos ou indutivos foram 

desenvolvidos e hoje constituem a base de todos os sistemas de expressão voltados para L. 

lactis (Nouaille et al., 2003).   

 Dentre os sistemas de expressão disponíveis para L. lactis, certamente o NICE (Nisin 

Controlled Expression) é o mais utilizado. Esse sistema é baseado na combinação do 

promotor PnisA com os genes regulatórios NisRK (Wells et al., 1993). Na presença de nisina, 

um peptídeo antimicrobiano utilizado na indústria alimentícia como conservante, o promotor 

PnisA induz a transcrição da molécula de interesse (Bermúdez-Humarán et al., 2004). Muitas 

proteínas exógenas foram expressas em L. lactis por meio desse sistema (de Ruyter et al., 

1996). 

Contudo, para que algumas das proteínas produzidas (enzimas e antígenos) por 

estas bactérias tenham a atividade biológica desejada é preciso que após sua síntese, estas 

moléculas sejam corretamente endereçadas ao seu destino final: (i) citoplasma, (ii) 

membrana ou (iii) meio extracelular. A produção intracelular protege a proteína de condições 

ambientais adversas (como por exemplo, o baixo pH do estomago o qual estão expostos 

após a administração oral da bactéria), porém, a lise celular será necessária para a entrega 

do mesmo. Já a expressão do antígeno ancorado à parede celular, além de permitir a 

interação com o ambiente, também limita a sua possível degradação por proteases. 
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Finalmente, a secreção do antígeno permitirá a sua liberação para o meio externo, 

direcionando assim a interação deste com o ambiente (trato digestivo, por exemplo). 

(Bermúdez-Humarán et al., 2004). 

Assim, vários sistemas de expressão e de endereçamento celular de proteínas 

heterólogas em diferentes localizações celulares já foram desenvolvidos não só 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 

expressão e endereçamento protéico para uso em L. lactis. O sistema, denominado XIES 

(Xylose-Inducible Expression System; Miyoshi et al., 2004), faz uso do promotor PxylT e dos 

elementos genéticos (sítio de ligação do ribossomo, RBS; e seqüência codificadora do 

peptídeo sinal, SP) da proteína Usp45 de L. lactis, e foi utilizado com sucesso na linhagem 

NCDO2118 de L. lactis, demonstrando ser capaz de: (i) produzir, na presença de xilose, 

elevados níveis da proteína modelo Nuc (nuclease) de Staphylococcus aureus, comparáveis 

apenas aos níveis até hoje obtidos utilizando-se o sistema NICE; (ii) corretamente endereçar 

o produto final para o citoplasma ou meio extracelular; e (iii) diferentemente de todos os 

sistemas até hoje desenvolvidos, permitir “ligar ou desligar” a expressão gênica pela simples 

adição de xilose ou glicose, respectivamente. O sistema apresenta ainda certas vantagens 

em relação aos atuais sistemas de expressão, como por exemplo, ser de mais fácil 

manipulação, ser menos dispendioso e principalmente, ser mais seguro para uso humano e 

animal, visto que o mesmo é induzido por um açúcar. 

Enfim, hoje, L. lactis se destaca como um microrganismo alternativo para a produção 

de moléculas de interesse biotecnológico, em relação ao uso de modelos como Escherichia 

coli e Pichia pastoris. Inúmeras proteínas de origem eucariótica, bacteriana e viral já foram 

produzidas utilizando L. lactis como sistema de expressão (Nouaille et al., 2003; Le Loir et 

al., 2005). 

  

 II.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 antígeno 

PAc de Streptococcus mutans foram capazes de produzir tanto IgG quanto IgA PAc-

específicos. Esses resultados mostraram que essa bactéria poderia ser utilizada como um 

carreador para apresentação e entrega de antígenos ao sistema imune. A partir de então, 

vários antígenos derivados de bactérias e vírus foram produzidos em L. lactis e a 

imunização com as linhagens recombinantes gerou efeitos profiláticos e terapêuticos 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 tetânica), um antígeno altamente imunogênico. Norton e 

colaboradores (1995) observaram um aumento significativo nos níveis de IgA após a 

imunização 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 antígeno desenvolveram altos níveis de IgG e IgA específicos para TTFC. 

Posteriormente, esses animais tornaram-se resistentes ao desafio com a toxina tetânica 

(Wells et al., 1993; Robinson et al., 1997).  

Vários trabalhos confirmam a capacidade de L. lactis em apresentar antígenos para a 

mucosa, gerando resposta imunes específicas (Tabela 1) (Chatel et al., 2001). Resultados 

animadores foram obtidos após a imunização de animais com L. lactis produtoras da forma 

ancorada do antígeno E7 derivado do vírus HPV-16. Os animais vacinados apresentaram 

respostas imunes humoral e celular específica contra o antígeno (Bermúdez-Humarán et al., 

2004). Em 2008 Sim e colaboradores imunizaram camundongos com linhagens de L. lactis 

produzindo o antígeno EDIII do vírus dengue tipo 2. O soro oriundo dos animais oralmente 

vacinados foi capaz de neutralizar in vitro esse vírus. Outro estudo bastante interessante 

utilizou L. lactis expressando a região do envelope protéico do vírus da imunodeficiência 

humana 1 (HIV-1). Ensaios de imunização oral com essas linhagens induziram altos níveis 

de IgG e IgA HIV-específicos além de respostas imunes mediada por células T (Xin et al., 

2003). 

A vacinação de camundongos com L. lactis expressando a proteína antigênica 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 antígenos de outras bactérias 

corroboram a capacidade vacinal desse microrganismo. Camundongos intranasalmente 

imunizados com L. lactis produtor do antígeno PspA oriundo de Streptococcus pneumoniae 

foram mais protegidos contra o desafio com a linhagem virulenta quando comparados aos 

animais que receberam o adjuvante hidróxido de alumínio juntamente com PspA purificado. 

Esse resultado revela que L. lactis recombinante é capaz de combater doenças respiratórias 

infecciosas (Hanniffy et al., 2007). Daniel e colaboradores (2009) avaliaram o potencial de L. 

lactis secretando o antígeno LcrV de Yersinia pseudotuberculosis como uma vacina de 

mucosa contra a infecção por esse patógeno. Observou-se que as linhagens recombinantes 

induziram resposta imune humoral, sistêmica e celular nos animais e os protegeram contra 

infecção por Y. pseudotuberculosis.  

  Linhagens de L. lactis foram desenvolvidas para expressar citocinas visando o 

tratamento de doenças alérgicas e inflamatórias. Em 2006, o primeiro ensaio clínico 

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

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

 

TABELA 1: Respostas imunes detectadas após vacinação com linhagens de L. lactis 
recombinantes 

 
 

Patógeno 
 

 
Veículo 

 
Antígeno 

 
Modelo/Rota de 
administração 

 
Proteção 

 
Streptococcus 
pyogenes 

 
L. lactis 

 
Proteína M 

sorotipo 6 (A) 

 
Camundongo/ intranasal 

 
Sobrevivência 
dos animais 
aumentada 

após desafio 
 
Erysipelothrix 
rhusiopathiae 

 
L. lactis 

 
SpaA (A) 

 
Camundongo/ intranasal 

 
Animais 

protegidos 
 
Rotavírus 

 
L. lactis 

 
VP7 (C/A/S) 

 
Camundongo/ 
intragástrica 

 
Vírus 

neutralizado 
 
Grupo B 
Streptococcus 

 
L. lactis 

 
Pilus – ilha 1 (A) 

 
Camundongo/ 
subcutâneo, 

intraperitoneal e 
intranasal 

 
 

Sobrevivência 
após desafio 

 
Brucella abortus 

 
L. lactis 

 
L7 ou L12 (C) 

 
Camundongo/ 
intragástrica 

 
Proteção 

parcial após 
desafio 

 
Plasmodium yoelii 

 
L. lactis 

 
MSP1 (C) 

 
Camundongo/ 
intragástrica 

 
Redução da 
parasitemia 

 
 
A localização final da proteína está indicada: S: secretada; C: citoplasmática; A: ancorada 
(Adaptado de Wells & Mercenier, 2008).  
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Apesar de acompanhar a Humanidade há muitos séculos, a Tuberculose continua 

sendo motivo de preocupação até os dias de hoje. Há uma década a Organização Mundial 

de saúde (OMS) declarou a doença em estado de emergência no mundo por ser a maior 

causa de morte por doença infecciosa em adultos, com exceção da AIDS. Segundo 

estimativas, dois bilhões de pessoas estão infectadas pelo M. tuberculosis, bactéria 

causadora da doença (Who, 2000).  

O tratamento da TB está disponível desde 1944, quando foram descobertos os 

primeiros medicamentos capazes de eliminar o bacilo do organismo. Ele é feito com a 

administração de três ou mais drogas por no mínimo seis meses. Os pacientes geralmente 

desistem do tratamento ou o fazem de maneira inadequada, pois ele é muito longo com a 

associação 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 são virtualmente intratáveis (Zhang, 2005; Lugo & Bewley, 2008).   

A prevenção usual é a vacina BCG, aplicada nos primeiros 30 dias de vida. Essa 

vacina é capaz de proteger crianças contra as formas mais graves da doença, entretanto, 

ela não mostra atividade protetora em indivíduos adultos acometidos com a tuberculose 

pulmonar (Baumann et al., 2006). Demonstrou-se que o nível de proteção varia de 0 a 80% 

dependendo da população 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 virulência revertida. 

Outro problema dessa vacina é que ela interfere com um importante teste diagnóstico para 

TB chamado de “teste da tuberculina”. Dessa maneira, estratégias para o desenvolvimento 

de vacinas mais eficazes, mais seguras e economicamente viáveis são alvo de intensa 

investigação (Gupta et al., 2007; Foss & Murtaugh, 2000). 

Vários grupos de pesquisa se voltaram para o desenvolvimento de uma nova vacina 

contra a TB utilizando diferentes antígenos 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 já estão em fase de 

ensaio clínico. Em 1999, pesquisadores da Universidade de São Paulo desenvolveram uma 

vacina de DNA baseada no antígeno Hsp65 de M. leprae que, quando administrada por via 

intramuscular, apresentava efeitos profiláticos e terapêuticos 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 estimulação 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 às mucosas (Eriksson et al., 2002). Diante disso, e 

considerando que o primeiro contato de M. tuberculosis é estabelecido através da mucosa 
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nasal, sistemas de apresentação de antígenos diretamente à superfície de mucosas 

poderiam representar uma alternativa inovadora para o desenvolvimento de uma nova 

vacina contra a TB.  

Nesse contexto, o nosso grupo de pesquisa vem preconizando a implementação de 

novas estratégias vacinais utilizando a bactéria láctica L. lactis como candidata ao 

desenvolvimento de novas vacinas de mucosa. A habilidade que L. lactis possui em 

apresentar antígenos heterólogos para o sistema imune e gerar respostas específicas já foi 

vastamente demonstrada (Wells & Mercenier, 2008). Além de conseguirem estimular o 

sistema imune, essas bactérias ainda não produzem endotoxinas ou qualquer outro produto 

metabólico tóxico (Bolotin et al., 2001) e são consideradas “GRAS” (Generally Recognized 

As Safe). Sendo assim, elas são muito interessantes para serem utilizadas como veículos 

vacinais.   

O LGCM (Laboratório de Genética Celular e Molecular) tem demonstrado importância 

no cenário mundial no que se refere à utilização de L. lactis como um veículo vacinal. Alguns 

trabalhos publicados pelo nosso grupo de pesquisa demonstraram com sucesso a utilização 

desta bactéria como carreador para apresentação e entrega de antígenos 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 citoplamática do 

antígeno Hsp65 de M. leprae foram desenvolvidas no LGCM. A construção dessas 

linhagens constituiu o primeiro passo para a implementação de uma nova estratégia vacinal 

não só contra a TB, mas também contra microrganismos filogeneticamente relacionados, 

como M. leprae e M. bovis. Os detalhes da construção das linhagens estão apresentados na 

dissertação de mestrado da aluna Clarissa Santos Rocha intitulada “Construção de 

linhagens recombinantes de Lactococcus lactis produtoras da forma citoplasmática e 

secretada do antígeno Hsp65 de Mycobacterium leprae: desenvolvimento tecnológico do 

processo de obtenção da proteína recombinante e suas implicações científicas”. Essa 

dissertação foi apresentada ao Programa de Pós-Graduação em Genética ICB-UFMG e 

desenvolvida sob a orientação 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 administração intranasal, vislumbrando o seu 

possível uso contra a tuberculose experimental, em colaboração com o Laboratório de 

Vacinas Gênicas da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto – USP, liderado pelo Prof. Dr. 

Célio Lopes da Silva, juntamente à empresa Farmacore Biotecnologia. Essas duas 

instituições vêm cada vez mais de preocupando e apoiando esforços para o 

desenvolvimento de uma nova vacina mais efetiva e economicamente viável contra a 

tuberculose.  
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IV. 1 Objetivos gerais  
 

Caracterização e a avaliação da imunogenicidade conferida por linhagens de 

Lactococcus lactis produtoras da forma citoplasmática e secretada do antígeno Hsp65 de M. 

leprae após imunização intranasal de camundongos. 

 

IV. 2 Objetivos específicos 
 

 Analisar a produção do antígeno pelas linhagens recombinantes através da técnica 

de “Western Blot”.  

 

 Determinar o teor de LPS das linhagens recombinantes através do teste de Lisado 

de Amebócito do Limulus (LAL). 

 

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

produtoras da forma secretada e citoplasmática do antígeno Hsp65 de M. leprae. 

 

 Detectar os isotipos IgG1, IgG2a no soro e IgA anti-Hsp65 no lavado Bronco Alveolar 

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

 

 Determinar o perfil de citocinas do padrão Th1 (IL-12 e INF-γ) ou Th2 (IL-5 e IL-10) 

produzidas por células do linfonodo e baço dos animais 6 dias após a imunização. 

 

 Determinar a presença da citocina IL-10 produzida no Lba dos animais 6 dias após a 

ultima imunização.  
 

IV. 3 Objetivos finais associados ao projeto  
 

 Avaliar a proteção induzida pela imunização com as linhagens de L. lactis 

recombinantes após o desafio com M. tuberculosis H37Rv através da recuperação 

de unidades formadoras de colônia e analisar histopatologicamente os pulmões, nos 

intervalos de 30 e 70 dias após a infecção.  

 

 Validar o emprego de L. lactis enquanto um sistema para a produção de Hsp65 de 

M. leprae sem contaminação por LPS; o que permitirá a utilização clínica deste 

antígeno, com grau farmacêutico 
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 Utilizar este sistema para a produção de outras proteínas de interesse 

biotecnológico. 

 

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

sistema vacinal. 
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V. 1 Linhagens bacterianas e acondicionamento microbiológico 
 

As linhagens bacterianas empregadas neste trabalho estão 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 necessário 10 

µg/mL do antibiótico cloranfenicol (Sigma) foi adicionado. Elas foram crescidas a 30°C sem 

agitação. Para culturas em meio sólido, 1,5% de ágar bacteriológico (Difco) foi adicionado 

aos meios supracitados. Para fins de estocagem, as linhagens de L. lactis, foram cultivadas 

em meio sólido por um período de 18 horas (“overnight”). Em seguida, colônias isoladas 

foram individualmente coletadas com o auxílio de uma alça bacteriológica descartável e 

inoculadas em meio líquido. Depois de cultivadas, as culturas foram diluídas (4:1) em uma 

solução estéril de glicerol 80% e acondicionadas em um ultrafreezer -80°C. Detalhes do 

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

 

• Glicose (40% p/v): 40 g de Glicose (Merck) foram dissolvidas em uma quantidade 

suficiente para (q.s.p) 100 mL de água pura. A solução foi então passada em um filtro de 

0,22 µm (Corning), aliquotada, e acondicionada, na geladeira, a 4°C. O processo de 

filtração se deu dentro de uma capela de fluxo laminar (Pachane).  

• Xilose (25% p/v): 25 g de Xilose foram dissolvidas em q.s.p 100 mL de água pura. A 

solução foi então passada em um filtro de 0,22 µm (Corning), aliquotada, e 

acondicionada, em freezer, a - 20°C. O processo de filtração se deu dentro de uma 

capela de fluxo laminar (Pachane). 

• Cloranfenicol (10 mg/mL): 100 mg de Cloranfenicol (Sigma) foram dissolvidos em álcool 

etílico PA (Merck) e a solução foi então passada em um filtro 0,22 µm (Corning). 

Alíquotas da solução de antibiótico foram estocadas, em freezer, a - 20°C. O processo 

de filtração se deu dentro de uma capela de fluxo laminar (Pachane). 

• Glicerol (80%): 80 mL de glicerol (USB) foram dissolvidos em q.s.p 100 mL de água 

pura. Em seguida a solução foi autoclavada (120°C, 15 min.), aliquotada, e estocada, em 

geladeira, a 4°C. 

• M17 líquido: 37.5 g de M17 foram pesados na balança analítica, e em seguida foram 

solubilizados em q.s.p 950 mL de água pura, obtida pelo processo de osmose reversa. A 

solução foi homogeneizada, com auxílio de um agitador magnético e o pH foi ajustado 

para 6.9. Posteriormente, o meio foi autoclavado durante 15 minutos a 120°C. 

• M17 sólido: 15 g de ágar bacteriológico (Difco) foram diluídos em q.s.p 1L de água de 

osmose reversa. Posteriormente, o meio foi autoclavado durante 15 minutos a 120°C e 

distribuído em placas de petri.  
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• M17 + Glicose (GM17): Meio M17 acrescido de Glicose 0,5% estéril. 

• M17 + Xilose (XM17): Meio M17 acrescido de Xilose 1% estéril. 

 

TABELA 2: Linhagens bacterianas  

Espécie Linhagem Fonte 

 

L. lactis NCDO2118 a 

 

L. lactis subsp. lactis 

 

LGCM 

 

L. lactis pSEC:hsp65 b 

 

L. lactis NCDO2118 portadora do vetor de 

expressão pXylT:SEC:hsp65/Cmr  contendo a 

seqüência codificadora do peptídeo sinal da 

proteína Usp45 (SPUsp) de L. lactis fusionada à 

ORF hsp65 de M. leprae  sob o controle do 

promotor PxylT (Fig. 4) 

 

 

Rocha, 2007 

L. lactis pCYT:hsp65 c L. lactis NCDO2118 portadora do vetor de 

expressão pXylT:CYT:hsp65/Cmr contendo o 

sítio de ligação do ribossomo (RBS) da 

seqüência codificadora da proteína Usp45 de L. 

lactis fusionado à ORF hsp65 de M. leprae, sob o 

controle do promotor PxylT (Fig. 4) 

Rocha, 2007 

  

 
a : Linhagem selvagem de L. lactis pertencente à coleção de microrganismos do 

Laboratório de Genética Celular e Molecular (LGCM) da Universidade Federal de Minas 

Gerais (UFMG). 
b: Linhagem recombinante de L. lactis portadora do plasmídeo pXylT:SEC:hsp65/Cmr 

desenvolvida por Rocha (2007).  
c: Linhagem recombinante de L. lactis portadora do plasmídeo pXylT:CYT:hsp65/Cmr 

desenvolvida por Rocha (2007).  

Cmr: Resistência ao antibiótico cloranfenicol.  
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Eco

Figura 4: Representação dos vetores de expressão pXylT:SEC:hsp65 e 
pXylT:CYT:hsp65. PxylT: Promotor induzido por xilose. RBS: Sítio de ligação do 
ribossomo da seqüência codificadora da proteína Usp45 de L. lactis. PS: Peptídeo sinal da 
proteína Usp45. NsiI e EcoRI: Sítio para as enzimas de restrição NsiI e EcoRI. rHSP65: 
ORF hsp65 de M. leprae. repA e repC: origens de replicação. Cm: Gene que confere 
resistência ao cloranfenicol.  
 

V. 2 Indução da expressão gênica em L. lactis 

 
 Primeiro dia 

Colônias 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 às linhagens recombinantes foram suplementados com cloranfenicol na 

concentração de 10 µg/mL. Em seguida, os inóculos permaneceram em uma estufa a 30°C 

por 18 horas, sem agitação. 

 

 Segundo dia 

As culturas crescidas “overnight” foram diluídas (1:10.000) em 10 mL de GM17 

(controle negativo da indução) e em 10 mL de XM17. Posteriormente, os inóculos foram 

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

 

 Terceiro dia 

Após as culturas terem alcançado uma densidade óptica (OD600nm) 2.0, 2 mL das 

culturas foram coletados e centrifugados (7 min., 4°C e 13.000 rpm). Após a centrifugação, o 

precipitado celular e 1,5 mL do sobrenadante foram coletados para posterior extração 

protéica das frações citoplasmática e secretada (processo descrito na próxima seção).  

 

pXylT:CYT:hsp65
4831 bp

rHSP65

Cm

PXylt
RBS

repC

repA

NsiI (3147)

EcoRI (4799) 

pXylT:SEC:hsp65
4903 bp 

RI (4871) 

repC

rHSP65 

repA

N

PS 

Cm
Pxylt 
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V.3 Extração das frações protéicas citoplasmática e secretada das linhagens 
recombinantes de L. lactis NCDO2118  

 

Como descrito anteriormente, após a centrifugação, o precipitado celular e 1,5 mL do 

sobrenadante foram coletados para a extração protéica das frações citoplasmática e 

secretada, individualmente. Posteriormente, eles foram tratados separadamente. 

O sobrenadante foi filtrado através de um filtro 0,22 µm (Corning) e depositado em 

outro microtubo. Adicionou-se ao filtrado 100 µL de Ácido 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. Após este período, eles foram 

centrifugados por 20 minutos, a 4°C e 13000 rpm. O sobrenadante, gerado pela 

centrifugação, foi descartado e o precipitado protéico foi ressuspenso em ½ volume de 

NaOH  50 mM (USB). 

Já o precipitado celular, gerado pela centrifugação das culturas induzidas e não 

induzidas (vide item V. 2) foi ressuspenso em 120 µL de uma solução 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. Após esse tempo, foi adicionado 60 µL SDS 20% à 

mistura. Ao final, os microtubos contendo as proteínas oriundas da fração celular e do 

sobrenadante foram estocados, a -20°C, para posterior análise. O preparo das soluções 

utilizadas nos processos se deu como descrito abaixo: 

• TCA 100% (p/v): 100 g de TCA foram dissolvidos em q.s.p 100 mL de água pura, 

com o auxílio de um aparelho do tipo vórtex. A solução foi estocada a 4°C. 

• DTT 1M: 1,553 g de DTT foram dissolvidos em q.s.p 10 mL de Acetato de sódio 

0,01M. A solução foi estocada a -20°C. 

• TES-Lisozima: Uma solução 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 água pura e estocada a – 20°C. 

• Coquetel inibidor de proteases: (Mistura de inibidores de proteases solúveis): 4-(2-

aminoethyl) benzenesulfonyl fluoride (AEBSF), E-64, bestatina, leupeptina, aprotinina 

e EDTA. O reagente foi diluído em q.s.p 10 mL de água miliQ estéril e estocado a – 

20°C. 

• NaOH 1M: 40g de NaOH foram dissolvidos em q.s.p 1L de água pura. A solução foi 

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

O teste do Lisado do Amebócito do Limulus (LAL) foi utilizado para a detecção da 

endotoxina (LPS) nas proteínas extraídas da fração citoplasmática e secretada de L. lactis 

selvagem e recombinante utilizando-se o Kit QCL-1000® (Lonza). Primeiramente, 50 µl das 

amostras protéicas foram misturadas com 50 µl do LAL fornecido pelo Kit e incubadas a 

370C por 10 minutos. Logo depois, foi adicionado ao LAL e às amostras 100 µl do substrato 

incolor (Ac-lle-Glu-Ala-Arg-pNA), também fornecido pelo Kit. A mistura foi mantida a 370C 

durante 6 minutos. Por fim, a reação foi parada adicionando-se 100 µl do reagente de 

parada. A absorbância das amostras foi determinada espectrofotometricamente a 410 nm. 

Uma vez que a concentração de endotoxina é diretamente proporcional à absorbância, a 

quantidade de LPS presente nas amostras foi calculada a partir dos valores obtidos de uma 

curva padrão. O teste foi feito em quadruplicata. As amostras com valor < 0.1 EU/µg foram 

consideradas livres de endotoxina.  

 

V. 5 Confirmação da expressão de rHsp65 produzida por L. lactis 
 
V. 5. 1 QUANTIFICAÇÃO PROTÉICA 

 

O teor de proteína contida nos extratos celular e sobrenadante de L. lactis foi aferido 

pelo ensaio de Bradford (1976), usando um padrão de albumina sérica bovina (BSA). Para 

tanto, 200 µL do reagente de Bradford (BioAgency) foi acrescido a uma alíquota de 800 µL 

correspondente às amostras extraídas diluídas em água. A diluição das amostras foi 

preparada em triplicata da seguinte maneira: 20 µL da fração protéica extraída + 780 µL de 

água milliQ; 40 µL da fração extraída + 760 µL de água milliQ; 60 µL da fração extraída + 

740 µL de água milliQ. Posteriormente, as reações foram incubadas a temperatura ambiente 

por cinco minutos e então foi medida a absorbância a 595 nm em espectrofotômetro. 

Paralelamente foi feito uma curva padrão de BSA entre 0 e 10 µg/mL. A concentração de 

proteínas das amostras foi então determinada a partir de cálculos de regressão linear 

baseado nos valores obtidos a partir da curva padrão. 

 
V. 5. 2 ELETROFORESE DE PROTEÍNAS EM GEL DE POLIACRILAMIDA  

 

As proteínas extraídas de L. lactis (item V. 3) foram separadas por eletroforese em 

gel de poliacrilamida sob condições desnaturantes (SDS-PAGE) de acordo com o protocolo 

descrito por Laemmli (1970). Uma quantidade de 3 a 5 µg de proteína foi utilizada para a 

realização das resoluções eletroforéticas, sendo a concentração do gel de “separação” 12% 
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e do gel de “concentração” 3%. A eletroforese foi conduzida com voltagem constante de 100 

V em tampão Tris-glicina (Tris-HCl 25 mM – USB, glicina 192 mM - Merck). As 

especificações para a confecção dos géis seguem abaixo: 

 

TABELA 3: Modo de preparo dos géis de “separação” e “concentração” 

Gel de “separação”12%  Gel de “concentração” 3%  
Água 3,4 mL Água 3,8 mL 

Acrilamida/Bis (BioAgency) 4,0 mL Acrilamida/Bis 0,5 mL 

Tris-HCl – 1,5 M pH 8,8 (USB) 2,5 mL Tris-HCl – 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 amônio 10% (BioAgency) 50 ul Persulfato de amônio 10% 50 ul 

 
V. 5. 3 “WESTERN BLOTTING”  

 
Imediatamente após a corrida eletroforética (vide item V. 5. 2), o gel foi incubado por 

15 minutos em uma placa contendo o tampão de transferência previamente preparado e 

gelado. Todos os acessórios incluindo a membrana, as esponjas e os papéis de filtro foram 

também incubados no tampão pelo mesmo tempo, separadamente. A transferência foi 

realizada por 1 hora e 30 minutos a 150 V. A seguir, a membrana foi mantida em solução 

bloqueio (PBS-tween/leite desnatado) por 1 hora.  Posteriormente, o anticorpo anti-Hsp65 

produzido em camundongo (vide item V. 7), diluído 1:2.500 em 10 mL da solução bloqueio, 

foi adicionado à membrana e a mesma foi incubada por mais 2 horas, a temperatura 

ambiente, sob agitação. Após essa incubação, foi adicionado 10 mL de solução bloqueio 

contendo 0,5 μL  de anti-IgG acoplado à fosfatase alcalina (Sigma). A membrana foi depois 

mantida no escuro por mais uma hora. Em seguida, adicionou-se a ela 10 mL de tampão de 

revelação (contendo NBT e BCIP- Sigma). Após 10 minutos de incubação, a membrana foi 

finalmente lavada com água destilada e as bandas foram visualizadas. As soluções 

utilizadas estão detalhadas abaixo: 

• Tampão de transferência: Tris-HCl 25 mM (USB), glicina 192 mM (Merck) e 20% 

metanol (Synth); pH 8,3. 

• PBS 1X: Na2HPO4 100 mM (J.T. Baker); KH2PO4 17 mM (J.T.Baker); NaCl 1,4 mM 

(Merck); KCl 27 mM (Synth). 

• PBS-Tween: PBS 1X; tween 0, 05 % (Amersham Biosciences). 

• Solução Bloqueio: Solução 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), fêmeas, com 3 

a 6 semanas de idade, provenientes do Biotério de Animais Isogênicos 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 à 

água e ração.  

 
V. 7 Produção de anticorpos anti-Hsp65  
 

Camundongos BALB/c foram imunizados subcutâneamente com 50 µg da proteína 

rHsp65 purificada de Escherichia coli misturada com adjuvante incompleto de Freud (Sigma) 

na proporção 1:1. Os animais receberam três 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 sedação prévia 

seguida de deslocamento cervical. A proteína rHsp65 utilizada foi cedida gentilmente pela 

mestranda Wendy Rios da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto – USP.  

 
V. 8 Imunizações com as linhagens de L. lactis produtoras da forma secretada 

e citoplasmática do antígeno rHsp65 de M. leprae 

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

 

 Após as culturas recombinantes de L. lactis induzidas e não induzidas (vide item V. 

2) terem atingido a DO600nm 2.0, 1 mL das mesmas foram coletadas e centrifugadas por 5 

minutos a 13.000 rpm. O “pellet” gerado pela centrifugação foi ressuspendido em 100 µL de 

PBS 1X estéril e os microtubos contendo esse material foram mantidos em gelo até o 

momento da imunização.  

Foi estabelecido o número de unidades formadoras de colônia (UFC) antes da 

primeira imunização. Para isso, foram feitas diluições seriadas (10-1 a 10-10) a partir de 10 µl 

do homogeneizado. As diluições 10-4, 10-6, 10-8, 10-10 foram plaqueadas em meio M17 sólido 

e as placas mantidas, em estufa, a 300C durante a noite. No dia seguinte, realizou-se a 

contagem das colônias e o cálculo para verificação da UFC.   
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 V. 8. 2 IMUNIZAÇÕES E GRUPOS EXPERIMENTAIS 

 

 Camundongos BALB/c receberam intranasalmente, com o auxílio de uma pipeta, 108 

UFC das linhagens recombinantes de L. lactis, em um volume de 10 µL. A imunização 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 (Tampão Salina Fosfato 1X); 

 Grupo 2: L. lactis produzindo a forma secretada do antígeno (L. lactis pSEC:hsp65), 

após a indução;  

 Grupo 3: L. lactis produzindo a forma citoplasmática do antígeno (L. lactis 

pCYT:hsp65), após a indução; 

 Grupo 4: L. lactis pSEC:hsp65 e L. lactis pCYT:hsp65 na proporção de 1:1, após a 

indução; 

 Grupo 5: L. lactis pSEC:hsp65 e L. lactis pCYT:hsp65 na proporção de 1:1, sem 

indução; 

 

ESQUEMA DE IMUNIZAÇÃO 
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Seis dias após a última imunização, o soro, o lavado bronco-alveolar (Lba), o baço, os 

linfonodos mediastinais, cervicais e axilares foram coletados para avaliação da resposta 

imune celular e humoral.  
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V. 9 Caracterização do Perfil de Resposta Imunológica  
 

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 

auxílio de pipetas Pasteur nos dias 0 e 30 antes do sacrifício 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 

poços a -200C até a dosagem dos anticorpos.  
O Lba foi coletado injetando-se 1 mL de salina no trato respiratório dos animais já 

eutanaziados. O material recolhido foi centrifugado a 1.500 rpm por 10 minutos e o 

sobrenadante foi depositado em placa de 48 poços. Posteriormente, as placas foram 

mantidas a -200C até a dosagem de anticorpos.  

 

V. 9. 2 PROCESSAMENTO DO BAÇO E DO LINFONODO PARA CULTURA DE 

CÉLULAS 

 
Os linfonodos cervicais, mediastinais e axilares foram coletados em tubos tipo 

“Falcon” de 15 mL contendo 2 mL de RPMI-Incompleto (Sigma). O baço foi coletado da 

mesma maneira. Os dois órgãos foram macerados e centrifugados a 40C e 1.500 rpm por 5 

minutos. O sobrenadante gerado pela centrifugação 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 µg/mL), L-

glutamina (200 mM) (Gibco) e 2-mercaptoetanol (5.10-5 M) (Sigma). Posteriormente, as 

células dos linfonodos e do baço foram contadas na câmara de neubauer e diluídas para 

uma concentração final de 5 X 106 células/mL na placa.  

  

V. 9. 3 CULTURA DE CÉLULAS PARA DOSAGEM DE CITOCINAS 

 

 Para dosagem das citocinas, 1 mL da suspensão do baço e do linfonodo obtida no 

item anterior foi distribuída em placas de 24 poços. Em seguida foram adicionados à placa 

dois estímulos: mitógeno 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 CO2 por 48 horas. Após esse tempo, a placa foi centrifugada 

por 5 minutos a 40C e 1.500 rpm. 1 mL do sobrenadante gerado foi transferido para outra 

 45



Materiais e Métodos                                                                                                                    AZEVEDO, M.S.P. 

placa e armazenado a –20ºC para posterior dosagem de citocinas por ELISA (vide item V. 9. 

5. 1).  

 

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

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

 

A resposta imune humoral foi avaliada por ELISA através da produção de anticorpos 

específicos anti-Hsp65 nas amostras do soro e do Lba coletadas após a última imunização. 

No Lba avaliou-se a presença de IgA anti-Hsp65 e no soro os dois subtipos IgG1 e IgG2a 

anti-Hsp65. Primeiramente, placas de poliestireno foram sensibilizadas com 5 µg/mL de 

rHsp65 diluída em tampão de ligação. A placa foi vedada e incubada a 40C durante 16 

horas. Após esse tempo, elas foram lavadas 5 vezes com tampão de lavagem. As reações 

inespecíficas foram bloqueadas com tampão bloqueio e incubadas por 1 hora a 370C. Em 

seguida, a placa foi novamente lavada e as amostras, diluídas 2x, 10x, 100x e 1000x em 

solução de PBS 1X com de SBF(10%)/Tween 20 (0,05%), foram adicionadas. A placa foi 

novamente vedada e incubada a 370C por 1 hora. Logo depois, acrescentou-se o anticorpo 

anti-IgA, anti-IgG1 ou anti-IgG2a conjugado à biotina (Sigma) e a placa foi novamente 

incubada por 1 hora a 370C. Após o procedimento de lavagem, 100 µL/poço da solução de 

avidina biotina peroxidase StrepAB kitTM (Dako) foi adicionada sendo incubada por 30 

minutos a temperatura ambiente. A revelação se deu pela adição da solução de OPD 

substrato Peroxidase (Sigma). A reação foi interrompida com H2SO4 a 16% (Merck) e a 

leitura se deu em espectrofotômetro a 490 nm (DO490) (mQuant Bio-Tek Instruments Inc.). 

Todos os anticorpos foram utilizados de acordo com as recomendações do fabricante. As 

soluções utilizadas estão especificadas abaixo: 

• Tampão de ligação: Na2HPO4 (J. T. Baker) a 0,1 M, pH 9,0. 

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

soro bovino fetal (Gibco). 

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

 
V. 9. 5 CARACTERIZAÇÃO DO PERFIL DA RESPOSTA IMUNE CELULAR  

 

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

  

A resposta imune celular foi avaliada no sobrenadante da cultura de células do 

linfonodo e do baço por ELISA seis dias após a última imunização. Em ambos os órgãos 

verificou-se a presença das citocinas IL-12 e INF-γ – específicos do padrão de resposta Th1 
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– e IL-5 e IL-10 específicos do padrão de resposta Th2. Para tanto, placas de 96 poços 

foram sensibilizadas com anticorpo de captura (purificado) específico para a citocina de 

interesse (PharMingen), diluído em tampão de ligação na concentração de 1µg/mL. Após 

incubação por 16 horas a 4ºC, a placa foi lavada com tampão de lavagem e as reações 

inespecíficas foram bloqueadas com 200µL/poço de tampão bloqueio. Posteriormente, 

incubou-se a placa por 1 hora a temperatura ambiente. Após sucessivas lavagens as 

amostras foram adicionadas juntamente com a curva padrão da citocina recombinante 

diluída 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 à biotina 

(PharMingen) foi adicionado. Após o procedimento de lavagem, 100 µL/poço da solução de 

avidina biotina peroxidase StrepAB kitTM (Dako) foi adicionada sendo incubada por 30 

minutos a temperatura ambiente. As placas foram reveladas pela adição da solução de OPD 

(Sigma) após novo procedimento de lavagem. A reação foi interrompida pela adição de 50 

µL/poço de ácido sulfúrico 16% (Merck). A leitura da absorbância foi realizada em 

espectrofotômetro a 490 nm (mQuant Bio-Tek Instruments Inc.). Os detalhes das soluções 

utilizadas seguem abaixo: 

• Tampão de ligação: Na2HPO4 (J. T. Baker) a 0,1 M, pH 9,0. 

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

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

 

V. 9. 6 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

 

Os resultados estão expressos como a média (±) desvio padrão. A significância da 

diferença entre os grupos foi calculada pelo teste One-Way ANOVA, seguido do teste 

“Bonferroni” ambos disponíveis no software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software). Um 

valor de p < 0,05 foi utilizado como limite da significância estatística. 

 

V. 10 Aspectos bioéticos e de biossegurança 
 

(i) Bioética: Os procedimentos e as manipulações dos animais foram efetuados 

segundo as normas dos comitês de ética em pesquisa do ICB/UFMG e da 

Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto da Universidade de São Paulo 

(FMRP/USP). 

(ii) Biossegurança: As devidas precauções de biossegurança foram tomadas de 

acordo com normas e regulamentos de biossegurança 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 país.   
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VI.1 Confirmação da expressão de rHsp65 produzida em L. lactis  
 

 VI.1.1 “ENSAIO DE BRADFORD”   

 

O LGCM, em um trabalho prévio, construiu linhagens de L. lactis capazes de produzir 

as formas citoplasmática e secretada do antígeno Hsp65 de M. leprae. Experimentos de 

“Bradford” foram conduzidos visando à padronização da quantidade de proteínas a ser 

utilizada nos experimentos de imunodetecçao.  

Foi observado que 2 µg/µL da fração protéica total extraída apresentou-se como 

sendo a menor quantidade de proteína requerida para o aparecimento de sinais do antígeno 

Hsp65 em membrana de nitrocelulose, após ensaios de “Western Blotting” (dados não 

mostrados). 

 

VI.1.2 WESTERN BLOTTING 

 

Experimentos de “Western Blotting” foram então conduzidos com o intuito de 

assegurar a capacidade produtiva das linhagens para a realização dos subseqüentes 

experimentos de imunização. Alem disso, esse experimento permitiu a comparação entre 

quantidade do antígeno presente nas diferentes frações protéicas extraídas dos clones 

pCYT:hsp65 e pSEC:hsp65.  

Linhagens de L. lactis contendo o vetor pXylT:CYT:hsp65 ou pXylT:SEC:hsp65 foram 

induzidas com xilose para produção de rHsp65. Quando as culturas crescidas com esse 

açúcar atingiram a DO600nm de 2.0, alíquotas foram recolhidas e submetidas à extração 

protéica. O mesmo procedimento foi utilizado nas culturas crescidas com glicose, que 

serviram como controle negativo da indução.  

A confirmação da capacidade de produção e correto endereçamento de rHsp65 

produzida por L. lactis foi feita através de “Western Blot” seguido de imunodetecção 

utilizando anticorpo anti-Hsp65 produzido em camundongo. Para isso, as amostras protéicas 

extraídas foram analisadas em gel de poliacrilamida desnaturante e transferidas para 

membranas de nitrocelulose para posterior imunodetecção.  

Os experimentos de imunodetecção confirmaram que L. lactis pCYT:hsp65 e L. lactis 

pSEC:hsp65 são capazes de produzir e corretamente endereçar a proteína rHsp65 de M. 

leprae, como mostrado na figura 5.  

As culturas crescidas em glicose não foram capazes de produzir o antígeno rHsp65, 

porém, aquelas crescidas com o açúcar xilose foram capazes de sintetizá-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 está de acordo com o esperado, já que o vetor de 

expressão pXylT:CYT não possui peptídeo sinal para a exportação da proteína.  

O antígeno produzido pela linhagem L. lactis pSEC:hsp65 ficou tanto retido dentro da 

célula como foi secretado. Comparando-se o sinal de rHsp65 na fração celular (C) e 

secretada (S), pode-se perceber que a eficiência de secreção, ou seja, a razão entre a 

quantidade de proteína observada no meio extracelular e no conteúdo intracelular é de 

aproximadamente 60%.    

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

antígeno comparando-o com o padrão utilizado.  
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Figura 5: Imunodetecção da rHsp65 a partir de culturas das linhagens L. lactis 
pSEC:hsp65 e L. lactis pCYT:hsp65. (A) e (B) Representação esquemática do vetor de 
expressão XIES para a produção de rHsp65 intracelular e secretada, respectivamente. 
Pxylt: Promotor induzido por xilose. rbsUsp45: Sítio de ligação do ribossomo da seqüência 

 51



Resultados                                                                                                                                   AZEVEDO, M.S.P. 

codificadora da proteína Usp45 de L. lactis. spUsp45: Peptídeo sinal da proteína Usp45. 
rHsp65: ORF hsp65 de M. leprae. Cmr: Gene que confere resistência ao antibiótico 
cloranfenicol. (C) cyt:hsp65. L. lactis produtora da forma intracelular da rHsp65. sec:hsp65: 
L. lactis produtora da forma secretada da rHsp65. S: Fração secretada. C: Fração 
citoplasmática. M: Padrão de peso molecular “low weight” Jena Bioscience. St: Proteína 
rHsp65 purificada produzida em E. coli (0,158 μg/μl). Glu: Linhagens crescidas em glicose, 
não 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 frações protéicas extraídas de L. lactis 

recombinante e selvagem para a investigação do grau farmacêutico das linhagens a serem 

utilizadas nos ensaios imunológicos. Este teste constitui um dos métodos mais sensíveis de 

detecção de endotoxinas (ou lipopolissacarideos – LPS) bacterianas presentes em produtos 

biológicos. O LPS é capaz de gerar varias respostas inflamatórias, causando desordens 

neuropsiquiátricas e choque séptico em animais (Feng et al., 2008). Dessa maneira, a 

constatação da ausência de impurezas contaminantes nas linhagens garante sua qualidade, 

segurança e eficácia. A tabela 4 demonstra os resultados obtidos.  

 

TABELA 4: Resultados do ensaio do Lisado do Amebócito do Limulus realizado a partir 
das frações protéicas extraídas das linhagens recombinantes de L. lactis  

 
Linhagens Limite de 

UE/µg aceito 
Resultados 

Media de 
UE/µg obtida 

Final 

L. lactis pCYT:hsp65 C I < 0,1 0,00881 A 
L. lactis pCYT:hsp65 C NI < 0,1 0,00501 A 
L. lactis pCYT:hsp65 S I < 0,1 0,00458 A 
L. lactis pCYT:hsp65 S NI < 0,1 0,00641 A 
L. lactis pSEC:hsp65 C I < 0,1 0,00192 A 
L. lactis pSEC:hsp65 C NI < 0,1 0,00542 A 
L. lactis pSEC:hsp65 S I < 0,1 0,00137 A 
L. lactis pSEC:hsp65 S NI < 0,1 0,00205 A 
L. lactis selvagem C < 0,1 0,01119 A 
L. lactis selvagem S < 0,1 0,00225 A 

  
 
 
 
 
 

A: Aprovado; C: Fração celular; S: Fração secretada; I: Linhagem Induzida; NI: 
Linhagem Não Induzida; UE/µg: unidades endotoxicas/micrograma L. lactis 
pCYT:hsp65: Linhagem produtora da forma citoplasmática do antígeno; L. lactis 
pSEC:hsp65: Linhagem produtora da forma secretada do antígeno 

 Todas as amostras testadas apresentaram concentração de endotoxina abaixo de 

0,1 UE/µg 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. lactis 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 estão de acordo com o esperado.  

 

VI. 2 Caracterização do Perfil de Resposta Imunológica  
 

Camundongos BALB/c foram imunizados com as linhagens recombinantes de L. 

lactis para verificação do padrão de citocinas e anticorpos produzidos após as imunizações. 

Antes dos ensaios de proteção, e de extrema importância verificar se a formulação vacinal 

desenvolvida e capaz de estimular as células T antígeno-especificas bem como a produção 

de anticorpos por células B. O perfil de resposta imunológica do tipo Th1, que se caracteriza 

principalmente pela produção da citocina IL-12 por macrófagos e INF-γ por células T 

auxiliares, e o desejado para se combater o M. tuberculosis (Wangoo et al., 2001). A 

produção de INF-γ por células T induz a produção de anticorpos do subtipo IgG2a pelos 

linfócitos B. Os anticorpos auxiliam na proteção, embora a resposta imune celular seja 

considerada indispensável para o combate do bacilo (Hoft, 2008). Os resultados obtidos nos 

experimentos de imunogenicidade estão detalhados nas seções subseqüentes.  

 

VI. 2. 1 ENSAIOS DE IMUNOGENICIDADE 

 
Camundongos BALB/c receberam intranasalmente cinco doses de 108 UFC de L. 

lactis produzindo a forma citoplasmática [L. Lactis (pCYT:hsp65)] e secretada [L. lactis 

(pSEC:hsp65)] do antígeno rHsp65 nos dias 0, 3, 7, 10 e 24. Seis dias após a última 

imunização, os animais foram sacrificados e avaliados em relação a diversos parâmetros 

como: produção de anticorpos IgG1, IgG2a e IgA anti-Hsp65 e produção das citocinas INF-

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

 

a. grupo controle negativo vacinado com PBS 1X; 

b. grupo controle negativo vacinado com as linhagens L. lactis (pCYT:hsp65) e L. lactis 

pSEC:hsp65) na proporção 1:1 não induzidas; 

c. grupo teste vacinado com a linhagem L. lactis pCYT:hsp65 induzida; 

d. grupo teste vacinado com a linhagem L. lactis pSEC:hsp65 induzida; 

e. grupo teste vacinado com as linhagens L. lactis pCYT:hsp65 e L. lactis pSEC:hsp65 

na proporção 1:1 induzidas.  

 
VI. 2. 2 CARACTERIZAÇÃO 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 pós-imunização foram diluídas 2x, 10x, 100x e 1000x 

para verificar qual a diluição mais adequada para a detecção das imunoglobulinas em 

espectrofotômetro. Determinou-se que a diluição ideal para representar a produção de 

anticorpos específicos produzidos a partir das imunizações foi a de 2x.  

A resposta imune humoral no soro dos animais vacinados foi avaliada através da 

detecção de anticorpos do subtipo IgG1 e IgG2a anti-Hsp65, por meio da técnica de ELISA. 

Os camundongos imunizados exibiram baixa produção dos anticorpos testados. Além disso, 

a produção de IgG1 e IgG2a anti-Hsp65 pelos animais imunizados com as linhagens 

produtoras de rHsp65 foi estatisticamente insignificante em relação aos grupos controle, os 

quais receberam PBS 1X e as linhagens de L. lactis não induzidas (P > 0.05) (Fig. 6).  

Comparando-se os níveis de anticorpos de ambas subclasses, observou-se o 

predomínio do subtipo IgG2a (razão IgG2a:IgG1 > 1), o que sugere a predominância de 

resposta do tipo Th1. Entretanto, como os resultados não são significantes, não se pode 

concluir se a maior quantidade desse anticorpo se deve à vacinação com as linhagens.  
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Figura 6: Anticorpos dos subtipos IgG1 e IgG2a específicos para rHsp65 detectados 
em amostras de soro dos animais imunizados intranasalmente com L. lactis 
recombinante. As amostras foram coletadas seis dias após a imunização com culturas de 
L. lactis induzidas (I) ou não 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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Tampão Salina Fosfato. Foi considerado com diferença estatisticamente significativa quando 
p<0,05.  
 

A partir desses resultados pode-se verificar que a imunização com as linhagens 

recombinantes induzidas não induziram produção de anticorpos IgG1, IgG2a específicos 

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 não, de L. lactis 

NCDO2118 produtoras de rHsp65 foram capazes de estimular a produção de anticorpos IgA 

anti-Hsp65, amostras do Lba dos animais vacinados não diluídas foram avaliadas através da 

técnica de ELISA para a detecção dessa imunoglobulina. 

 A produção de IgA anti-Hsp65 pelos animais imunizados foi baixa e, além disso, não 

foi estatisticamente significante em relação aos grupos controle, como mostrado na figura 7. 
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Figura 7: Anticorpos IgA específicos para rHsp65 detectados em amostras do Lba dos 
animais imunizados intranasalmente com as linhagens recombinantes de L. lactis. As 
amostras foram coletadas seis dias após a imunização com culturas de L. lactis induzidas (I) 
ou não 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) Tampão Salina Fosfato. Foi 
considerado com diferença estatisticamente significativa quando p<0,05.  
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VI. 2. 3 CARACTERIZAÇÃO DO PERFIL DE RESPOSTA IMUNE CELULAR 

 
VI. 2. 3. 1 Avaliação da produção das citocinas INF-γ, 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 após a 

vacinação com as linhagens recombinantes de L. lactis, as citocinas INF-γ 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 níveis de IL-12 detectados nos grupos vacinados foram comparados aos 

dos grupos controle, foi verificado que não houve produção significativa dessa citocina (Fig. 

8).  
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Figura 8: Indução da produção de IL-12 pelas células do linfonodo dos animais 
imunizados com as linhagens recombinantes de L. lactis. Resultados, em pg/mL, são 
representados como a média e desvio padrão de cada grupo de seis animais imunizados. A 
leitura foi realizada a 450nm. Grupos controle: PBS 1X e Cyt & Sec NI. Grupos testes: Cyt I, 
Sec I e Cyt & Sec I. Controle positivo do experimento: Mitógeno de concanavalina A (Con 
A). Controle negativo do experimento: Meio RPMI. Foi considerado com diferença 
estatisticamente significativa quando p<0,05.  
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Os ensaios para a detecção de INF-γ resultaram negativos, sugerindo que o nível de 

produção dessa citocina ficou abaixo do limite de detecção da técnica (dados não 

mostrados).  

 A figura 9 mostra a produção de IL-10 e IL-5 nos linfonodos dos animais imunizados. 

Essa produção foi considerada basal, pois os níveis detectados dessas citocinas foram 

muito baixos e não significativos em relação aos níveis produzidos pelos controles (Fig. 9).  

 Comparando com todas as citocinas testadas, os níveis obtidos para IL-12 foram os 

mais altos. No entanto, não se pode fazer nenhuma correlação entre os grupos vacinados e 

a quantidade de IL-12 uma vez que não foi observada uma produção 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 não foram capazes de induzir resposta imune celular nos linfonodos dos 

animais testados.  
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Figura 9: Indução da produção de IL-10 e IL-5 pelas células do linfonodo dos animais 
imunizados com as linhagens recombinantes de L. lactis. Resultados, em pg/ml, são 
representados como a média e desvio padrão 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 I, 
Sec I e Cyt & Sec I. Controle positivo do experimento: Mitógeno de concanavalina A (Con 
A). Controle negativo do experimento: Meio RPMI. Foi considerado com diferença 
estatisticamente significativa quando p<0,05.  
 

VI. 2. 3. 2 Avaliação da produção das citocinas INF-γ, IL-12, IL-5 e IL-10 nos 

esplenócitos derivados dos animais vacinados com as linhagens recombinantes de 

L. lactis 

 

 A produção das citocinas INF-γ, IL-12, IL-5 e IL-10 foram avaliadas por ELISA no 

sobrenadante das culturas de esplenócitos dos camundongos imunizados com o intuito de 

se determinar o padrão de resposta imune, Th1 ou Th2, gerado. A Figura 10 mostra os 

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

Os resultados observados nas figuras acima revelam que não houve nenhuma 

produção significativa das citocinas do padrão Th1 (INF-γ e IL-12) avaliadas nos 

esplenócitos dos animais vacinados.  

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

avaliadas nos esplenócitos dos animais imunizados.  
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Figura 11: Indução da produção de IL-10 e IL-5 pelos esplenócitos dos animais 
imunizados com as linhagens recombinantes de L. lactis. Resultados, em pg/ml, são 
representados como a média e desvio padrão de cada grupo de seis animais imunizados. A 
leitura foi realizada a 450nm. Grupos controle: PBS 1X e Cyt & Sec NI. Grupos testes: Cyt I, 
Sec I e Cyt & Sec I. Controle positivo do experimento: Mitógeno de concanavalina A (Con 
A). Controle negativo do experimento: Meio RPMI. Foi considerado com diferença 
estatisticamente significativa quando p<0,05.  
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 60

 Novamente, os resultados obtidos para IL-10 e IL-5 foram similares aos obtidos para 

as demais citocinas testadas. Os níveis detectados foram baixos e não significativos em 

relação aos níveis produzidos pelos grupos controles.  

Esses resultados demonstram que as linhagens de L. lactis pCYT:hsp65 e L. lactis 

pSEC:hsp65 não foram capazes de induzir resposta imune celular no baço dos animais 

imunizados com as mesmas.  

 

VI. 2. 3. 3 Avaliação da produção 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 

produção 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 à produção da citocina IL-10. A figura 12 ilustra os resultados 

obtidos. 
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Figura 12: Indução da produção de IL-10 no Lba dos animais imunizados com as 
linhagens recombinantes de L. lactis. Resultados, em pg/ml, são representados como a 
média e desvio padrão de cada grupo de seis animais imunizados. A leitura foi realizada a 
450nm. Grupos controle: PBS 1X e Cyt & Sec NI. Grupos testes: Cyt I, Sec I e Cyt & Sec I. 
Controle positivo do experimento: Mitógeno de concanavalina A (Con A). Controle negativo 
do experimento: Meio RPMI. Foi considerado com diferença 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) não induzidas, em relação 

ao Lba dos animais que receberam a linhagem L. lactis pCYT:hsp65 induzida. 

Provavelmente, a presença do antígeno 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 produção de moléculas de interesse 

médico e biotecnológico para sua aplicação como um veículo vacinal é bastante promissor 

uma vez que essas bactérias são consideradas seguras apresentando o status “GRAS”. 

Além disso, vários estudos já demonstraram a capacidade que L. lactis possui em gerar 

respostas imunes sistêmicas e/ou de mucosas contra antígenos heterólogos sintetizados em 

seus compartimentos celulares (Bermúdez-Humarán et al., 2007; Wells & Mercenier, 2008). 

Somando isso à necessidade de se desenvolver uma nova vacina contra a TB já que a 

BCG, única vacina disponível, vem apresentando eficácia controversa, o desenvolvimento 

de linhagens de L. lactis expressando o antígeno 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 antígeno rHsp65 de M. leprae baseado no sistema de expressão 

induzido por xilose (XIES – Xylose Inducible Expressing System) (Miyoshi et al., 2004; 

Rocha, 2007). O antígeno rHsp65 foi escolhido uma vez que sua utilização em ensaios de 

imunização induziu efeitos profiláticos e terapêuticos em vários modelos animais (Silva et 

al., 1994). Além disso, estudos pré-clínicos 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 relação aos atuais sistemas de expressão como (i) ser de mais fácil 

manipulação, (ii) ser menos dispendioso, (iii) ser seguro para uso humano pelo fato de ser 

induzido por um açúcar (Miyoshi et al., 2004). Além disso, foi demonstrado que o XIES é 

capaz de produzir e endereçar corretamente proteínas para o meio intra e extracelular 

(Miyoshi et al., 2004).  

 As análises de imunodetecção revelaram que a proteína rHsp65 foi expressa sem 

sinal aparente de degradação, assim como observado por Rocha (2007). Grande 

quantidade das proteínas heterólogas produzidas em L. lactis são degradadas pela maior 

protease extracelular, HtrA, durante a sua translocação pela membrana celular (Poquet et 

al., 2000; Miyoshi et al., 2002). A falta de degradação da rHsp65 pela HtrA pode ser 

explicada pela composição altamente conservada dessa proteína (Silva, 1999). Dessa 

maneira, por ser muito conservada, a rHsp65 pode não estar sendo reconhecida por L. lactis 

como uma proteína exógena. Segundo Le Loir e colaboradores (2005) poucos trabalhos 

reportaram a produção de proteínas heterólogas em diferentes compartimentos celulares 

(ancorada à membrana ou produzida nos meios intra e extracelular) quando utilizados as 

mesmas condições de indução e o 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). Proteínas recombinantes produzidas por bactérias Gram-positivas, como 
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L. lactis, não são contaminadas por LPS (Lipopolissacarídeo), endotoxina capaz de induzir 

respostas imunológicas inespecíficas nos hospedeiros (Stewart and Young, 2004). Dessa 

maneira, a utilização biotecnológica das linhagens permitirá a obtenção do antígeno livre de 

LPS para uso clínico. 

 As linhagens recombinantes de L. lactis foram posteriormente utilizadas para 

investigar qual tipo de resposta imune celular era gerada (Th1 ou Th2) após os ensaios de 

imunogenicidade. O interesse foi o de encontrar um aumento significativo de células e 

imunoglobulinas do padrão Th1 de resposta nos camundongos vacinados, as quais são 

responsáveis por induzir atividades microbicidas nos células infectadas auxiliando na 

eliminação do bacilo (Berrington & Hawn, 2007; Hoft, 2008).  

O INF-γ é uma citocina responsável pela ativação de mecanismos microbicidas nos 

macrófagos infectados com a micobactéria. A indução dessa citocina sugere a ativação de 

uma resposta imune com padrão Th1 de resposta, necessária para o combate do bacilo 

(Boehm et al., 1997). Sob a sua influência, linfócitos B secretam IgG2a (Kaplan et al., 2001). 

Já a IL-12, produzida pelos macrófagos ativados diferencia as células T CD4+ que estão no 

sítio da infecção em efetores do tipo Th1, sendo assim, está também relacionada com o 

esse padrão de resposta (Salgame, 2005). A citocina IL-5 está envolvida principalmente com 

a eliminação de helmintos do hospedeiro e sua produção sugere ativação de uma resposta 

imune do tipo Th2, apesar da citocina IL-4 ser a considerada característica deste tipo de 

resposta e induzir a formação de anticorpos IgG1 (Kaplan et al., 2001; Hoft, 2008). A IL-10, 

por sua vez, apresenta importante propriedade antiinflamatória e supressora da resposta 

Th1. A presença desta citocina indica a regulação negativa da atividade de células T, sendo 

considerada então típica do padrão Th2 de resposta (Lu et al., 2003). Por essas 

características, as citocinas citadas acima foram escolhidas para serem utilizadas como 

“marcadores” para a verificação do padrão de resposta induzido após as vacinações.  

 Apesar da resposta imune celular mediada por células T ser considerada 

indispensável para o combate do bacilo dentro do hospedeiro, os anticorpos produzidos por 

linfócitos B também contribuem para a proteção, embora em menor escala, já que M. 

tuberculosis é um patógeno intracelular (Hoft, 2008). Dessa maneira, é interessante que 

uma vacina anti-TB induza a formação de imunoglobulinas que têm a função de degradar os 

poucos bacilos que se encontram no meio extracelular (Hoft, 2008).  

 Diante dos resultados aqui apresentados, pode-se afirmar que a vacinação com as 

linhagens de L. lactis recombinantes não foi bem sucedida, pois não induziu um aumento 

significativo de anticorpos IgG1, IgG2a e IgA anti-hsp65 em camundongos vacinados. A 

presença de anticorpos específicos, embora em pequena quantidade, para o rHsp65 nos 

grupos controle pode ser explicada pela alta similaridade desse antígeno com o Hsp65 de 
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outras micobactérias ambientais que previamente poderiam ter sensibilizado os animais 

(Lindquist, 1986).  

Além da imunização não ter sido efetiva para a formação de imunoglobulinas, ela 

também não induziu nenhum padrão de resposta (Th1 ou Th2), já que os níveis das 

citocinas INF-γ, IL-12, IL-10, IL-5 avaliadas nos linfonodos e no baço dos animais 

mostraram-se não significativas em relação aos níveis obtidos para os grupos controle. 

Sendo assim, as linhagens demonstraram ser inefetivas em gerar resposta imune celular 

nesses dois órgãos. Esse resultado para as citocinas medidas em amostras do baço é 

esperado, pois a imunização efetuada nos camundongos se deu pela mucosa nasal. Em 

geral, a vacinação na mucosa gera respostas imunes nos linfonodos e não no baço, órgão 

que é geralmente estimulado após imunizações intramusculares (Hoft, 2008).  

A falta de resposta imune humoral e celular observada pode ser devida a algumas 

características que L. lactis possui, como, por exemplo, não ser capaz de colonizar a 

cavidade oral e intestinal dos animais (Carr et al., 2002; Bermúdez-Humarán et al., 2004). 

Dessa maneira, o contato entre as bactérias contendo o antígeno 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 ausência de resposta imune observada em seu 

trabalho pode ser explicada pelo fato de as proteínas VP2 e VP3 do vírus 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 antígeno 

UreB de Helicobacter pylori produzido por L. lactis não foi o fator limitante para a falta de 

resposta imune observada, sendo esta relacionada à tolerância imunológica ao antígeno 

que fora expresso. De acordo com isso, e considerando que a quantidade de rHsp65 obtida 

nesse trabalho foi similar à quantidade de UreB obtida no trabalho mencionado acima, a 

ausência de resposta imune pode não ter sido devida à 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 108 

UFC) de L. lactis expressando o antígeno MSP-119 e com uma alta dose (5 x 109 UFC) 

dessa mesma preparação. Observou-se que o grupo que recebeu a baixa dose foi mais 

fortemente protegido do que o grupo imunizado com alta dose dessa bactéria, após o 

desafio com Plasmodium yoelii. Isso demonstra que altas doses da vacina não foram 

requeridas para proteção contra o patógeno. Na verdade existe um equilíbrio na dose a ser 

administrada para que a ativação da imunidade ocorra. É sabido que doses muito baixas da 

vacina podem tornar os linfócitos T auxiliares específicos não-responsivos (anérgicos) sendo 
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incapazes de sofrer ativação pelo antígeno. Por outro lado, doses muito altas e repetidas do 

antígeno podem induzir células T auxiliares específicas a sofrer apoptose (Abbas, 2005). 

Por isso, é importante padronizar o protocolo de imunização (número de doses, dias de 

administração) 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 

imunização deverão ser realizados no futuro.  

De acordo com Wells & Mercenier (2008) outro importante fator que influencia na 

imunogenicidade de um antígeno é a sua localização celular (ancorado à membrana, intra 

ou extracelular). Quando linhagens de L. lactis produtoras do antígeno TTFC foram 

utilizadas como uma vacina, percebeu-se que o antígeno que estava ancorado à membrana 

de L. lactis foi mais imunogênico que àquele produzido intracelularmente por essa bactéria 

(Reveneau et al., 2002). Talvez, a localização intracelular da proteína rHsp65 não foi ideal 

para a geração de uma resposta imune perceptível. 

 Segundo Souza e colaboradores (2008), a utilização do antígeno 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 apresentação pode 

ter influenciado negativamente as suas propriedades imunoestimulantes.  

Muitas questões acerca do uso das BL como veículos vacinais ainda não foram 

estabelecidas tal como a linhagem ideal para ser utilizada em ensaios de imunização para a 

geração de uma resposta imune protetora (Wells & Mercenier, 2008). A linhagem L. lactis 

NCDO2118, utilizada nesse trabalho, nunca foi testada como veículo vacinal e suas 

habilidades imunomodulatórias são desconhecidas. Poucos estudos são conduzidos com o 

intuito de avaliar as capacidades imunomoduladoras e citotóxicas de diferentes linhagens de 

L. lactis. Recentemente Suzuki e colaboradores (2008) testaram a habilidade de 46 

linhagens de L. lactis em induzir a produção de IL-6, IL-12 e TNF-α, sendo essas duas 

últimas citocinas interessantes para o combate de M. tuberculosis. No entanto, a capacidade 

de produção dessas citocinas não foi relacionada à subespécie ou à fonte do isolado. 

Quando o conhecimento nessa área for ampliado será possível selecionar as linhagens que 

são adequadas para ensaios de imunização (Wells & Mercenier, 2008).  

Foi demonstrado que L. lactis produzindo a forma citoplasmática do rHsp65 reduziu 

significantemente a quantidade de IL-10 no lavado bronco alveolar dos animais imunizados 

com essa linhagem. Aparentemente, a presença do antígeno 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 característica do padrão de resposta 
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Th2, aumenta a susceptibilidade ao M. tuberculosis (Hoft, 2008). Sendo assim, a sua 

diminuição poderia proporcionar resistência ao bacilo. Entretanto, não é possível afirmar se 

de fato a presença de rHsp65 reduziu a quantidade de IL-10 uma vez que esse efeito não 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 não 

tenham induzido nenhuma resposta imune aparente, isso não significa que elas não 

poderiam gerar proteção contra o desafio com a linhagem de M. tuberculosis virulenta. A 

imunização oral de camundongos com L. lactis expressando o antígeno MSP-119 de 

Plasmodium yoelii não gerou nenhuma resposta imune aparente. No entanto, após desafio 

com P. yoelii, os camundongos vacinados com as linhagens tiveram redução significativa da 

parasitemia quando comparados aos camundongos não vacinados (Zhang et al., 2005). 

Todavia, animais vacinados com as linhagens de L. lactis produtoras de rHsp65 deverão ser 

desafiados com M. tuberculosis H37Rv no futuro para a avaliação da proteção conferida por 

elas.  

 Considerando todos os resultados, não foi possível utilizar as linhagens 

recombinantes de L. lactis como vacinas contra M. tuberculosis. Consecutivamente, nosso 

grupo de pesquisa irá realizar outros experimentos visando à padronização da resposta 

imunológica contra L. lactis produtoras do antígeno rHsp65. Alguns fatores estão sendo 

investigados, tais como a possibilidade de se utilizar uma outra linhagem com propriedades 

adjuvantes, a localização celular do antígeno bem como a modificação do esquema de 

imunização.  
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VIII.1 Conclusões 
 

Os resultados apresentados no presente estudo permitem chegar às seguintes 

conclusões: 

 

1. L. lactis confirmou-se uma excelente alternativa para a produção heteróloga de 

rHsp65 uma vez que as linhagens demonstraram-se capazes de produzir e 

corretamente endereçar a proteína recombinante; 

2. L. lactis não foi capaz de induzir significativamente a produção de anticorpos IgG1 e 

IgG2a anti-Hsp65 no soro e IgA anti-Hsp65 no lavado bronco alveolar (Lba); 

3. Não foi possível definir o padrão de resposta imune celular (Th1 ou Th2) induzido 

nos linfonodos e no baço dos animais vacinados uma vez que os ensaios de 

detecção das citocinas não revelaram a indução de quaisquer das citocinas 

mensuradas; 

4. Aparentemente, a presença do antígeno 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, 

análises mais acuradas deverão ser consideradas para verificar esse efeito já que o 

mesmo não foi observado nos outros grupos testes.  

 

VIII.2 Perspectivas 
 

 A utilização de linhagens de L. lactis produtoras da forma citoplasmática e secretada 

do antígeno Hsp65 de M. leprae, um antígeno imunodominante capaz de induzir respostas 

imunes humoral e celular contra M. tuberculosis, permitiu o desenvolvimento tecnológico do 

processo de obtenção da proteína recombinante livre de LPS. A obtenção 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 inespecífica (Stewart & Young, 2004), afetando o cérebro de 

animais e causando desordens neuropsiquiátricas como depressão, esquizofrenia e autismo 

(Feng et al., 2008). Sendo assim, a purificação do antígeno rHsp65 livre dessa endotoxina é 

essencial para que este seja utilizado de maneira segura como uma vacina.  

Os resultados mostrados neste trabalho revelaram que as linhagens não foram 

capazes de elicitar respostas imunes humoral e celular nos camundongos vacinados. Sendo 

assim, as análises não foram suficientes para esclarecer o tipo de resposta imune celular 

gerado após imunização com as linhagens recombinantes de L. lactis. O trabalho, portanto, 

abre perspectivas para: 
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1. Realização de novos ensaios de imunização em camundongos com 

modificações nos cronogramas de imunizações, na linhagem de L. lactis a 

ser utilizada e na localização celular do antígeno rHsp65, que deverá estar 

ancorado à membrana celular da bactéria para uma melhor interação com 

as células do sistema imune; 

2. Se confirmados os resultados esperados de imunogenicidade, os 

camundongos deverão ser desafiados com a linhagem virulenta de M. 

tuberculosis H37Rv em laboratório nível de biossegurança P3 para 

verificação da proteção conferida após as vacinações; 

3. Além disso, outras estratégias utilizando L. lactis como um veículo vacinal 

serão testadas, como, por exemplo, a utilização de linhagens de L. lactis 

produzindo internalinas de Listeria monocytogenes capazes de invadir 

células epiteliais não fagocíticas, permitindo a entrega de plasmídeos 

contendo o antígeno rHsp65 e favorecendo sua interação com células do 

sistema imune.  
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Seção I – Capítulo “Lactic Acid Bacteria as live vectors: Heterologous protein 

production and delivery systems” 

 

O LGCM possui, há 10 anos, uma colaboração internacional, (Brasil – França, 

intermediada pelos órgãos financiadores CAPES e COFECUB) com o Laboratório de 

Pesquisa Leiteira e Genética Aplicada (URLGA) do Instituto Nacional de Pesquisa 

Agronômica (INRA; Jouy en Josas, França); o qual visa promover o desenvolvimento de 

novas aplicações biotecnológicas e terapêuticas para as Bactérias Lácticas (BL). Em 

colaboração com esse instituto, o LGCM já 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 à utilização de L. lactis como vacinas 

de mucosa.  

Uma vez que o LGCM apresenta importância no cenário mundial sobre o estudo das 

BL, o nosso grupo de pesquisa foi convidado para redigir um capítulo de livro em 

colaboração com o INRA, intitulado “Lactic Acid Bacteria as live vectors: Heterologous 

protein production and delivery systems” que será publicado no livro “Biotechnology of  

Lactic Acid Bacteria: Novel applications”. Acreditamos que esse capitulo, que se encontra no 

prelo publicação, contribuirá para o desenvolvimento de trabalhos científicos que serão 

realizados futuramente na área. 
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Lactic Acid Bacteria as live vectors: Heterologous protein production and delivery 
systems 
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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, (ii) 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, (ii) 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. 

 93



Anexos                                                                                                                                          AZEVEDO, M.S.P. 

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 Guzmán 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 IL1403, 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 (σ) 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 σ 

factor of L. lactis, σ39, is coded by the rpoD gene (Araya-Kojima et al. 1995; Bolotin et al. 

2001) and has homology with factors σ70 and σA from E. coli and B. subtilis, respectively. 

When the genome of L. lactis IL1403 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: pAMβ1 and 

pWV01 (Jannière et al. 1993). pAMβ1 is a plasmid derived from Enterococcus faecalis, with 

a “theta” (θ) form of replication. Currently, low- and high-copy number versions are available, 

such as the vectors pIL252 and pIL253, respectively (Simon and Chopin 1988). On the other 

hand, the plasmid pWV01, from L. lactis subsp. cremoris, undergoes rolling-circle type 

replication. Different from pAMβ1, 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 

(Plac) and the regulator gene (lacR) of the lac operon. This operon causes the promoter Plac 

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 Plac promoter on the vector pILPol 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, Plac 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 r1t 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 Porf5 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 Porf5. 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 φ31 were used to develop an 

expression system that combines the P15A10 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 P15A10, with the ori31 on the same vector. After initiation of infection by 

the φ31, ori31 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 P15A10 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 nisI 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 PnisA and PnisF (Kuipers et al. 1993). 

Based on this information, various expression systems induced by nisin have been 

developed. Various expression vectors containing the PnisA 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 nisK 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 PnisA 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 (Körner 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, (ii) 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 

quantities 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 (SPUsp45), followed by the TTFC ORF. After induction of the system, the 

transcriptional fusion (spUsp45::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 P59 (Streptococcus 

cremoris; van der Vossen et al. 1987), SPUsp45 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 P59 promoter. In 

order to anchor Nuc to the membrane, the 5’ and 3’ ends of nuc were respectively fused to 

spUsp45 and cwaM6. Finally, in order for Nuc to be exported to the extracellular medium, only a 

transcriptional fusion between spUsp45 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 (spUsp45) was cloned together with the nuc ORF in a high copy 

number vector, under the control of the PnisA 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 spUsp45 and the 5’ end of nuc ORF 

(PnisA::spUsp45::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, PxylT (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 PZn zitR has been developed in L. lactis. 

With excess zinc in the medium, ZitR binds to PZn and represses expression by competing 

with RNA polymerase binding. Alternatively, under extreme zinc starvation, ZitR becomes 

inactive and allows RNA polymerase binding to initiate PZn transcription. This lactococcal 

expression/secretion system uses a consensus signal peptide, SPExp4 that allowed  efficient 

production of Nuc and β-galactosidase. This production process is of particular interest 

because it is inexpensive and compatible with large-scale production (Llull 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, (ii) 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 

quantities, 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 (Iwaki 

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 

(Bermúdez-Humarán 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 
target 

Vehicle Antigen 
(model) 

Model (route) Immune* 
responses 

Protection model 
(outcome) 

Streptococcus 
pneumoniae 

L. lactis PspA Mouse; 
intranasal 

Serum 
antibody and 
BALF 
antibody 

Infectious lethal 
challenge 
intraperitoneally 
(increased survival) 

Streptococcus 
pyogenes 

L. lactis C- repeat 
region of M 
protein 
serotype 6  
(cell-wall 
associated) 

Mouse; 
intranasal and 
subcutaneous  

 
Salivary IgA 
and serum 
antibody 

Pharyngeal infection 
(intranasal route; 
protective) 

HIV-1 L. lactis V2-V4 loop of  
gp 120   
(cell-wall 
associated) 

Mouse; 
intragastric with 
cholera toxin 
adjuvant 

Serum 
antibody, 
faecal 
antibody, 
ICCS, 
tetramer 
assay and 
ELISPOT 

Intraperitoneal 
challenge with HIV-
1 Env-expressing 
vaccinia virus (viral 
load reduced) 

Erysipelothrix 
rhusiopathiae 

L. lactis SpaA  
(cell-wall 
associated) 

Mouse; 
intranasal 

Serum 
antibody and 
faecal IgA 

Challenge with E. 
rhusiopathiae 
(protection from 
death) 
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Rotavirus L. lactis VP7  
(cytoplasmic, 
cell-wall 
associated and 
secreted) 

Mouse; 
intragastric 

Serum 
antibody 

Virus neutralization 
assay (neutralizing 
antibody 
demonstrated for 
VP7; cell-wall 
associated vaccine) 

GroupB 
Streptococcus 

L. lactis Pilus (island 1) 
(cell-wall 
associated)  

Mouse; 
subcutaneous, 
intraperitoneal 
and intranasal 

Serum 
antibody and 
antibodies in 
nasal and 
vaginal 
washes 

Survival of offspring 
from vaccinated 
mothers after 
infectious challenge 

Brucella 
abortus 

L. lactis L7 or L12 
(cytoplasmic) 

Mouse; 
intragastric 

Faecal IgA Partial protection 
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) 

Model 
(route) 

Immune* 
responses 

Protection model 
(outcome) 

Helicobacter  
pylori 

Lb.  
plantarum 
and Lb. 
plantarum 
alr 

Urease B 
(cytoplasmic) 

Mouse ; 
intragastric 

Serum 
antibody  

Colonization level 
(partial protection) 

Tetanus Lb. 
plantarum 
and  
Lb. 
plantarum 

TTFC 
(cytoplasmic) 

Mouse ; 
intragastric, 
intranasal 
and 
intravaginal 

Serum 
antibody, 
BALF, T cells 
and 
neutralizing 

Survival after 
tetanus toxin 
challenge 
(protection) 
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alr antibody 
S. pneumoniae Lb. 

plantarum 
and  
Lb. 
helveticus 

PsaA Mouse; 
intranasal 

Antibody in 
serum, BALF 
and nasal 
wash 

Nasal colonization 
(reduction in 
pneumococcal 
load) 

Enterotoxigenic 
E. coli 

Lb. 
acidophilus 

K99 fimbriae Pig; intestinal 
brush border 
ex vivo 

Not applicable Inhibition of K99 
E. coli adhesion in 
porcine intestinal 
brush border 

SARS – 
associated 
coronavirus  

Lb. casei Spike antigen 
segments 

Mouse; 
intragastric 
and 
intranasal 

Serum 
antibody and 
mucosal IgA 

Viral neutralizing 
antibody elicited 

HPV16 – 
induced 
tumours 

Lb. casei E7 Mouse; 
intragastric 

Serum 
antibody, 
mucosal IgA 
and ELISPOT 

Protection 
demonstrated 
against injection 
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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