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RESUMO 

Listeria monocytogenes é o agente causador da listeriose humana e animal, capaz de 

atravessar as barreiras hematoencefálica e fetoplacentária provocando danos severos à saúde. 

Trata-se de uma doença zoonótica que resulta em surtos graves de ocorrência esporádica em 

todo o mundo. Considerando as consequências que a listeriose provoca nos seres humanos e 

nos ruminantes pouco tem sido desenvolvido para combater a infecção. A vacinação é uma 

importante ferramenta de combate a doenças provocadas por microorganismos. Construção de 

vacinas contra patógenos intracelulares é desafiador, pois estas precisam estimular de forma 

eficiente células T de memória. Algumas pesquisas têm focado no desenvolvimento vacinas 

contra L. monocytogenes utilizando vacina viva atenuada, morta ou inativada, compostas por 

proteínas ou peptídeos, sempre com o objetivo de facilitar a apresentação dos antígenos. 

Alguns indicadores de falhas na construção de vacinas contra listeriose são: a insegurança de 

trabalhar com vacina viva atenuada por receio de provocar doença; vacina morta ou inativada 

falhar na proteção do hospedeiro; na dificuldade de indução de resposta imune protetora de 

proteínas/antígenos imunogênicos de L. monocytogenes associados aos adjuvantes de resposta 

Th1 e a dificuldade de encontrar potentes adjuvantes. Dessa forma, nossos estudos foram 

voltados para a construção de duas vacinas seguras contra listeriose em modelo murino, 

sendo: uma vacina constituída por L. monocytogenes inativada por irradiação Gamma (KLM-

γ) associada às microcápsulas de alginato-quitosana, utilizados como adjuvantes; uma 

segunda vacina constituída por uma proteína quimérica (LM22QR), construída a partir de 

epítopos de L. monocytogenes preditos para células T de camundongo. A vacina constituída 

por KLM-γ-alginato-quitosana foi capaz de proteger camundongos da colonização bacteriana 

com mais de um log de diferença comparado ao grupo controle, com menores lesões 

hepáticas. A vacina também protegeu camundongos ao desafio bacteriano letal e foi capaz de 

estimular a proliferação celular com produção de citocinas como, interferon gamma (IFN-γ) e 

interleucina 10 (IL-10). A construção da vacina recombinante LM22QR foi realizada 

utilizando a predição in silico como ferramenta. Assim, após análise de sobreposição com 

fusão de peptídeos que seriam reconhecidos pelo compexo principal de histocompatibilidade 

(MHC I e MHC II) de célula T de camundongos, 22 peptídeos de L. monocytogenes foram 

selecionados para a formação de uma única proteína, denominada LM22QR. Um estudo 

preliminar utilizando camundongos vacinados com a proteína LM22QR associada ao 

adjuvante de Freund’s (PrQ + FA) demonstrou redução da carga bacteriana em órgãos alvos, 

com ausência de mortalidade ao desafio de L. monocytogenes. O mesmo não foi observado no 

grupo vacinado apenas com a proteína LM22QR. Novas avaliações deverão ser realizadas 

futuramente com intuito de confirmar o real poder imunogênico da proteína quimérica 

LM22QR. Por fim, as duas vacinas construídas no desenvolvimento desse trabalho 

incentivam o desenvolvimento de vacinas seguras contra listeriose. 

Palavras-chave: L. monocytogenes, camundongo, vacina, alginato, quitosana, proteína 

quimérica 
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ABSTRACT 

L. monocytogenes is the causative agent of human and animal listeriosis, capable of crossing 

blood-brain and fetoplacental barriers causing serious damage to health. It is a zoonotic 

disease that results in severe outbreaks of sporadic occurrence worldwide. Little has been 

developed to fight this infection in humans and animals (mainly ruminants). Vaccination is 

the best method of combating diseases caused by microorganisms. Controlling vaccines 

against intracellular pathogens is challenging as it requires the efficient form of memory T 

cells. Some research has been dedicated to the development of vaccines against L. 

monocytogenes that use live-attenuated or inactivated organisms, recombinant proteins or 

peptides always with the objective of facilitating the presentation of antigensFailures in the 

design of efficient vaccines against listeriosis are often assigned (i) to the possibility of live-

attenuated organism to cause disease in some individuals, (ii) to low protection levels 

achieved by vaccination with inactivated organism and (iii) to the difficulty at finding potent 

adjuvant inducers of Th1 immune response to enhance the immunogenicity of recombinant 

proteins or L. monocytogenes antigens. Thus, our studies were focused on the construction of 

two safe vaccines against listeriosis in the murine model: a developed from by L. 

monocytogenes inactivated by Gamma irradiation (KLM-γ) associated with alginate-chitosan 

microcapsules, as adjuvants; a second vaccine controlled by a chimera protein (LM22QR), 

built from epitopes of L. monocytogenes predicted for murine T cells. The vaccine containing 

KLM-γ-alginate-chitosan was able to protect mice from bacterial colonization with less liver 

damage, stimulate cell proliferation and production of cytokines, interferon gamma (IFN-γ) 

and interleukin 10 (IL-10), and was able to prevent the mortality of animals vaccinated 

against the lethal bacterial challenge. The recombinant vaccine LM22QR was designed 

through in silico prediction. Thus, after analyzing the composition and fusion of peptides 

recognized by the major histocompatibility complex (MHC I and MHC II) of the mouse T 

cell, a total of 22 L. monocytogenes peptides were selected for the formation of a single 

protein called LM22QR. A preliminary study using mice vaccinated with the chimera protein 

LM22QR was associated with Freund's adjuvant (PrQ + FA). In this experiment, it was 

possible to observe mice vaccinated with PrQ + FA, reducing the bacterial load on the organs 

and the loss of mortality when challenged by L. monocytogenes. The same was not observed 

in the group of animals vaccinated with the chimera protein LM22QR alone. New analyzes 

needed to be performed in the future in order to confirm the real immunogenicity of the 

chimera protein LM22QR. Finally, the two vaccines developed in this work encourage the 

development of safe vaccines against listeriosis. 

 

Key-words: L. monocytogenes, mice, vaccine, alginate, chitosan, chimera protein 
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INTRODUÇÃO 

Bactérias do gênero Listeria spp. são capazes de infectar vários tipos de animais, 

predominantemente mamíferos incluindo ruminantes e roedores, mas também, anfíbios, 

peixes, artrópodes e aves (Hellström et al., 2008; Posfay-Barbe e Wald, 2009). São bactérias 

Gram-positivo, encontradas amplamente no meio ambiente (Vazquez-Boland et al., 2001; 

Posfay-Barbe e Wald, 2009; Toyoshima et al., 2006) como no solo, água, vegetais e alimentos 

(Vázquez-Boland et al., 2001; Posfay-Barbe e Wald, 2009).  

Listeria monocytogenes é considerada a espécie mais patogênica do gênero Listeria 

(Abram et al., 2003). A infecção pela bactéria é responsável por causar a doença conhecida 

por listeriose, uma doença infecciosa zoonótica, adquirida pela ingestão de alimentos 

contaminados (Farber e Peterkin, 1991; Vázquez-Boland et al., 2001). 

A infecção ocorre via oral, após a ingestão de alimentos contaminados. As bactérias 

presentes no lúmen intestinal multiplicam-se e atravessam a barreira intestinal, disseminando 

para linfonodos mesentéricos, baço e fígado. Consequentemente, podem alcançar e atravessar 

as barreiras hematoencefálica ou fetoplacentária (Bonazzi et al., 2009; Gessain et al., 2015).  

A listeriose em ruminantes é descrita sob duas formas: a listeriose neurológica e listeriose 

materno-fetal. Os sinais clínicos apresentados pelos animais acometidos pela listeriose 

neurológica são decorrentes da lesão do tronco cerebral (Low e Donachie, 1997; Nightingale 

et al., 2004). A listeriose materno-fetal é caracterizada pelo acometimento de fêmeas 

gestantes, causando nascimento de natimortos ou de crias fracas, e principalmente abortos no 

último trimestre gestacional (Anderson, 2007; Low e Donachie, 1997).  

A listeriose tem distintas manifestações clínicas descritas em seres humanos. Indivíduos 

imunocompetentes apresentam febre e gastroenterite autolimitante; em pacientes 

imunossuprimidos e idosos é comum observar sinais neurológicos (listeriose neurológica); em 

recém-nascidos observa-se a forma séptica da doença; enquanto em mulheres gestantes, a 

listeriose pode causar aborto e nascimento de natimortos (listeriose materno-fetal) (Abram et 

al., 2002).  

A ocorrência da doença em seres humanos é de notificação obrigatória em alguns países 

que já sofreram surtos de listeriose como Estados Unidos da América (EUA), Canadá, África 

do Sul e países do continente Europeu. No Brasil, mesmo havendo relatos da doença (De Sá 

et al., 2004; Toyoshima et al., 2006), não há controle epidemiológico da listeriose humana. A 

falta de controle epidemiológico e diagnóstico da doença também é observada nos animais, 

mesmo com a existência de relatos de listeriose em rebanhos bovinos, ovinos e caprinos de 
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diversas partes do mundo, incluindo o Brasil (Schroeder e van Rensburg, 1993; Headley et al., 

2014; Wiedmann et al., 1997; Malik et al. 2002; Fairley e Colson 2013; Rocha et al., 2013 

Ribeiro et al., 2006; Sanches et al., 2000; Headley et al., 2014; Rissi et al., 2010). 

Uma das estratégias de maior sucesso e custo-benefício quando se trata de controle e 

prevenção de doenças infecciosas é a vacinação (Gentschev et al., 2001; Calderón-González 

et al., 2014). Atualmente, não existem vacinas comerciais disponíveis destinadas ao uso 

humano ou animal contra a infecção por L. monocytogenes. Vacinas contendo bactérias 

inativadas são seguras e podem estimular fortemente a resposta imune humoral. Entretanto, 

quando se trata da eliminação de patógenos bacterianos intracelulares, a resposta imune 

celular com estimulação de linfócitos T de memória é fundamental para causar a morte da 

célula infectada (Gentschev et al., 2001; Griffiths e Khader, 2014). Vacinas indutoras de 

células T direcionam os antígenos para as células apresentadoras de antígenos (APCs), que 

transformam os antígenos em peptídeos, para serem apresentados na superfície celular às 

células T, via complexo de histocompatibilidade (MHC) (Zenewicz e Shen, 2007). 

Cepas atenuadas de L. monocytogenes por deleção de genes de virulência como actA ou 

prfA ou hly experimentalmente testadas como vacina viva promoveram imunidade duradoura, 

mas foram capazes de multiplicar no baço e fígado (Goossens e Milon, 1992; Gahan e 

Collins, 1995), e ainda provocaram mortalidade de camundongos vacinados (Lauer et al., 

2008). Uma estratégia opcional é de usar microrganismos vivos não patogênicos como vetores 

vacinais contra listeriose. Um estudo utilizou Lactococcus lactis expressando 

constitutivamente o gene hly de L. monocytogenes. Embora a vacinação tenha promovido 

menor recuperação bacteriana no baço de camundongos vacinados e desafiados, a proteção só 

ocorreu após aplicação de mais de uma dose vacinal (Bahey-El-Din et al., 2010). 

Estudos vacinais mais recentes contra listeriose em modelo murino avaliam o potencial de 

proteínas imunogênicas produzidas por L. monocytogenes como listeriolisina O, proteína 

indutora de montagem de actina, desidrogenase gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase, 

associadas à imunoestimulantes na indução resposta imune protetora (Masato et al., 2012; 

Calderón-gonzález et al., 2014; Calderón-gonzález et al., 2015; Calderón-gonzález et al., 

2016). Essas proteínas imunogênicas atuam favorecendo a patogenicidade bacteriana no meio 

intracelular e incitam as células do hospedeiro na construção de uma resposta imune contra o 

patógeno (Darji et al., 1998; Carrero et al., 2012; Calderón-gonzález et al., 2014).  

Entre os adjuvantes mais utilizados associados às proteínas e/ou peptídeos imunogênicos 

estão os oligodesoxinucleotídeos (CpG) e glico-nanopartículas de ouro (GNP) (Ito et al., 
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2004, Rio et al., 2015; Calderon-Gonzalez et al., 2017). CpG são pequenas moléculas de 

DNA sintético de cadeia simples de citosina e guanina, com sequências consideradas padrões 

moleculares associados aos patógenos (PAMPs) que ativam a produção de citocinas e 

favorece a resposta de linfócito tipo T helper 1 (Th1) ao antígeno utilizado, aumentando o 

número de células T CD8+ produtoras de interferon (Bode et al., 2011). GNP são 

nanopartículas estáveis, altamente versáteis, hidrossolúveis, com boa biocompatibilidade, 

resistência à degradação enzimática, de fácil preparação e capacidade de incorporar a 

diferentes ligantes (Rio et al., 2015; Calderon-Gonzalez et al., 2017). Contudo, essas 

construções são de difícil aplicabilidade devido à falta de pesquisas quanto à proteção aos 

sinais clínicos da doença e devido ao elevado custo desses adjuvantes. Calderon-Gonzalez e 

colaboradores (2015), avaliaram células dendríticas (CD) como vetores vacinais, associados a 

peptídeos de proteínas imunogênicas de Listeria, adicionado ao adjuvante Advaxtm, indutor de 

resposta de células T. Apenas com uma dose, a vacina foi capaz de reduzir a carga bacteriana 

de baço em camundongos vacinados e desafiados por L. monocytogenes, com produção de 

interferon-γ por células TCD8+, mas trata-se de uma metodologia difícil de ser implantada e 

também onerosa. 

Janzani e colaboradores (2010) demostraram resultados animadores com vacina inativada 

de L. monocytogenes. A associação de L. monocytogenes inativada pelo calor ao adjuvante 

naloxone, antagonista opióide de ação imunomoduladora, demostrou ser capaz de induzir 

proteção, com redução da carga bacteriana em baço e fígado de animais vacinados com 

redução de mortalidade (Jazani et al., 2010). Estes resultados contrariam trabalhos com 

vacinas inativadas pelo calor de não induzirem proteção após desafio (Von Koenig et al., 

1982; Lauvau et al., 2001). Contudo, naloxone apesar de ter demonstrado ser um ótimo 

adjuvante vacinal associado à bactéria morta pelo calor, trata-se de um fármaco caro e de 

difícil acesso.  

Outras formas de inativação de L. monocytogenes como por irradiação Gamma (Datta et 

al., 2006) ou fotoquimicamente (Lauer et al., 2008) parecem ser capazes de gerar cepas 

imunogênicas indutoras de resposta imune celular protetora (Datta et al., 2006; Lauer et al., 

2008). Entretanto, o efeito protetor destas vacinas inativadas contra a manifestação da doença, 

ou seja, reduzindo lesões e sintomas clínicos de listeriose não foi avaliado.  

Considerando as vantagens relacionadas à segurança das vacinas inativadas, este trabalho 

tem como objetivo principal avaliar o potencial de proteção e de imunogenicidade em modelo 

murino de duas vacinas, uma constituída de L. monocytogenes inativada por irradiação 
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Gamma associada ao alginato, ou alginato com quitosana, e outra constituída de proteína 

quimérica recombinante, construída por predição in silico, a partir de epítopos imunogênicos 

de L. monocytogenes. 

O capítulo I deste trabalho irá abordar uma revisão de literatura sobre resposta imune 

frente à listeriose e os estudos de vacinas descritos na literatura até o momento. O capítulo II 

irá apresentar os resultados do trabalho realizado com L. monocytogenes Gamma irradiada 

como vacina. O capítulo III refere-se a construção de uma proteína quimérica constituída de 

epítopos preditos de L. monocytogenes com potencial vacinal contra listeriose em modelo 

murino. 
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CAPÍTULO I 

REVISÃO DE LITERATURA 

1. A listeriose humana 

A infecção por L. monocytogenes é um problema de saúde pública por causar doença 

grave e prejudicar a saúde humana. Entre as principais fontes de contaminação humana estão 

à ingestão de leite não pasteurizado, carne crua, frutos do mar e cachorro-quente (Gillespie et 

al., 2010; Cartwright et al., 2013; Schlech, 2019). Devido ao controle regulatório de 

patógenos em produtos de origem animal, surtos provenientes do consumo de carne vermelha 

e aves são menores (Gottlieb et al., 2006; Cartwright et al., 2013; Buchanan et al., 2017). 

Entretanto, notificações de surtos envolvendo alimentos anteriormente considerados de baixo 

risco de contaminação como sorvete (Pouillot et al., 2016; Ottesen et al., 2016), verduras e 

frutas (Gaul et al., 2013; McCollum et al., 2013; Angelo et al., 2017) têm sido relatados.  

  Gastroenterite, febre, diarreia, artromialgia, dor abdominal, dor de cabeça e náusea são 

sintomas clínicos relacionados à infecção por listeriose (Mylonakis et al., 1998; Ooi e Lorber, 

2005; Mehmood et al., 2017; Schlech, 2019). A bactéria também pode causar dermatite, 

endocardite, pericardite, pneumonia, peritonite, hepatite e endoftalmite (Garcia-Montero et 

al., 1995; Revathi et al., 1995; Jayaraj et al., 1998; Vargas et al., 1998; Mereghetti et al., 1998; 

Jackson et al., 2003; Kida et al., 2007). 

O comportamento invasivo de L. monocytogenes em pacientes com baixa imunidade e 

imunossupressão pode ocasionar doença neurológica grave, sepse e morte (Swaminathan e 

Gerner-Smidt, 2007; Drevets e Bronze, 2008). O período de incubação da listeriose é variável, 

principalmente quando há envolvimento de cepas mais invasivas de L. monocytogenes 

(Goulet et al., 2013). Nos casos de gastroenterite e bacteremia os sintomas aparecem em torno 

de 24 e 48 horas após infecção (Goulet et al., 2013). Demais sintomas, incluindo sinais 

neurológicos ocorrem entre 8º e 9º dia (Teixeira et al., 2011; Goulet et al., 2013; Mehmood et 

al., 2017). Enquanto, na listeriose materno-fetal, o período de incubação é maior, ocorrendo 

aproximadamente no 27º dia, após infecção (Goulet et al., 2013).   

Meningite e meningoencefalite são alterações geralmente observadas no sistema nervoso 

central, provocada pela bacteremia de L. monocytogenes (Vazquez-Boland et al., 2001). 

Abscessos no cerebelo com lesão no tronco cerebral são menos comuns (Mylonakis et al., 

1998). 
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Mulheres gestantes podem ser assintomáticas, apresentando parto prematuro, aborto e 

natimorto, ou ter sintomas semelhantes à gripe, febre e dores nas costas (Mylonakis et al., 

2002; Lamont et al., 2011; Teixeira et al., 2011), tornando o diagnóstico de listeriose na 

gestante difícil. A infecção fetal pode acontecer via hematógena, via colonização ascendente 

do canal do parto e através da ingestão ou aspiração do conteúdo amniótico (Becroft et al., 

1971; Lennon et al., 1984). 

Infecção gestacional pode resultar em corioamnionite com formação de múltiplos 

granulomas, caracterizado por focos necróticos associados a infiltrado neutrofílico entre 

trofoblastos e estroma viloso placentário (Lallemand et al., 1992). Erupções cutâneas e 

granulomas em baço e fígado de bebês infectados caracterizam a síndrome granulomatosa 

intantil-séptica (granulomatosis infantiseptica) (Potel, 1952; Lallemand et al., 1992). Entre o 

nascimento até a terceira semana de vida, bebês sobreviventes à síndrome granulomatosa 

podem desenvolver meningite com sinais neurológicos e morte, consequentemente (Teixeira 

et al., 2011). 

2. Listeriose em animais 

Várias espécies de animais podem ser acometidoas pela listeriose, incluindo: pássaros, 

peixes, crustáceos, ovelhas, cabras, bovinos, cavalos, porcos, camelos, caninos e roedores 

(Low e Donachie 1997; Gray e Killinger, 1966; Akanbi et al., 2008; Center for food security 

Public health – CFSPH, 2019). Muitas vezes a infecção ocorre de maneira subclínica, mas 

entre as apresentações clínicas da doença, são observados: septicemia em animais novos, 

doença reprodutiva associada a metrite, placentite e aborto (principalmente em ovelhas e 

vacas) e doença neurológica (meningoencefalite, rombencefalite) em ovelhas, cabras e 

bovinos (Malik et al., 2002). A listeriose em ruminantes pode provocar repetição de cio, 

endometriose (Malik et al., 2002), mielite espinhal, uveíte, ceratoconjutivite, endocardite e 

mastite (Malik et al., 2002; Nightingale et al., 2004; Rawool et al. 2007; Headley et al. 2014), 

gastroenterite, hepatite e pneumonia. Embora a lesão neurológica e infecção uterina sejam as 

formas mais importantes da doença (Nightingale et al., 2004). 

A listeriose em ruminantes é adquirida através da ingestão de alimentos contaminados, 

principalmente por ingestão de silagem. Dessa forma, são propostas duas possíveis 

patogêneses da doença neurológica, sendo: a primeira, pelo alcance direto de L. 

monocytogenes aos nervos da cavidade oral, por ingestão de alimentos abrasivos; A segunda, 

por via hematógena, atravessando a barreira hematoencefálica (Roberts e Wiedmann, 2002). 
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A listeriose neurológica em pequenos ruminantes é chamada de “circle disease”, devido à 

movimentação em círculos em única direção do animal doente (Dhama et al., 2015). Entre 

outros sinais da doença incluem: anorexia, depressão, redução da produção de leite, febre, 

incordenação, salivação intensa e paralisia facial unilateral (Nightingale et al., 2004). O 

período de incubação da doença varia entre 2-3 semanas, com desenvolvimento dos sinais 

clínicos em torno de 1-4 dias (Roberts e Wiedmann, 2002). Achados macroscópicos como 

congestão meningeal e de tronco cerebral variam de discreta a intensa (Headley et al., 2014). 

Na histopatologia do cérebro, a identificação de rombencefalite normalmente é unilateral, 

acometendo ponte e medula oblonga (Brugère-Picoux, 2008). Formação de microabscessos e 

manguito perivascular no tronco cerebral com presença de neutrófilos e macrófagos são 

achados comuns (Oevermann et al., 2010b). Nos casos envolvendo septicemia por listeriose, 

necrose de baço e fígado são comuns (Brugère-Picoux, 2008). 

A infecção uterina em ruminantes é caracterizada por abortos ao final da gestação ou 

septicemia em neonatos (Nightingale et al., 2004). A bactéria L. monocytogenes depois de 

ingerida, invade a barreira intestinal, alcança a via sanguínea e atravessa a barreira 

fetoplacentária. O período de incubação é mais curto e com apenas um dia após a infecção os 

animais podem apresentar febre, depressão, anorexia e redução da produção de leite e diarreia 

(Low e Donachie, 1997). Placentite, endometrite e necrose são achados típicos associados a 

abortos por listeriose (Brugère-Picoux, 2008; Hoelzer et al., 2012). 

Ocasionalmente a listeriose provoca sepse em cavalos, suínos e aves domésticas, 

incluindo encefalite localizada em aves domésticas. Embora, pássaros adultos raramente são 

infectados (Dhama et al., 2015). Roedores podem ser afetados com L. monocytogenes, mas 

são mais relevantes como fonte de disseminação bacteriana no meio ambiente (Wang et al., 

2017). 

3. Epidemiologia da listeriose 

L. monocytogenes é reconhecida como patógeno de origem alimentar desde 1980 

(Schlech et al., 1983). Trata-se de uma bactéria de difícil controle, pois são resistentes a 

baixas temperaturas (Vázquez-Boland et al., 2001; Allerberger, 2003), altas concentrações de 

sal e baixo pH (Vázquez-Boland et al., 2001). As fontes de contaminação humana incluem o 

consumo de carnes e peixes crus, leite (não pasteurizado), vegetais, frutas, alimentos 

processados como patês, salsichas, queijos e sorvetes (Vázquez-Boland et al., 2001; Gillespie 

et al., 2010; Cartwright et al., 2013; Schlech, 2019;). 
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L. monocytogenes é classificada em quatro linhagens evolutivas (I, II, III e IV) (Orsi et 

al., 2011) possuindo uma variedade de sorotipos por combinação de antígenos somáticos e 

flagelares, resultando em 13 sorotipos descritos (Borucki e Call, 2003). A maioria das cepas 

de origem alimentar que causam infecções humanas pertence aos sorotipos 4b, 1/2b (linhagem 

I), 1/2a e 1/2c (linhagem II), sendo o sorotipo 4b também o mais associado a casos clínicos 

envolvendo ruminantes (Nightingale et al., 2004; Orsi et al., 2011; Rocha et al., 2013). 

A listeriose no Brasil não pertence à lista de doenças de notificação compulsória 

(Ministério da Saúde, 2017). É considerada uma doença esporádica, com poucos dados 

epidemiológicos, apesar de haver relatos da doença (Suassuna et al., 1969; Hofer e Menezes, 

1969; Esper et al.,1978; Landgraf et al., 1999; Hofer et al., 1999; Schwab e Edelweiss, 2003; 

De Sá et al., 2004; Toyoshima et al., 2006). Na legislação brasileira, o controle de L. 

monocytogenes nos alimentos, fiscalizado pelo Ministério da Agricultura, passou a ser 

instituído em produtos de origem animal prontos para consumo (produtos cárneos, lácteos e 

pescado) (Instrução Normativa Nº 9, 2009). No varejo, a fiscalização é realizada pela 

vigilância Sanitária, entretanto o controle da presença bacteriana envolve apenas queijos, sem 

qualquer controle nos demais produtos processados e industrializados (Resolução/RDC nº 12, 

2001). 

Nos EUA a notificação da doença humana é realizada desde 1998 (Jackson et al., 

2018), sendo considerado surto alimentar quando acima de duas pessoas adoecem por 

ingestão do mesmo produto contaminado. De acordo com Centers for Disease Control and 

Prevention (CDC) dos EUA, estima-se que ocorram anualmente 1.600 casos de listeriose, 

alcançando uma taxa de letalidade de 20% até 30% dos hospitalizados (Choi et al., 2018). 

Casos humanos de listeriose são reportados em vários continentes, incluindo África, 

Oceania, América do Sul, América do Norte, Europa e Ásia (Orsi e Wiedmann, 2016). 

Noordhout e colaboradores (2014) realizaram um estudo de metanálise avaliando surtos 

provocados por listeriose em todo o mundo dos anos de 1990 a 2012. Considerando apenas o 

ano de 2010, cerca de 23.150 pessoas adoeceram por listeriose e a doença foi responsável pela 

morte de 5.463 pessoas, sendo os idosos acima de 65 anos, os mais acometidos. Contudo, a 

doença afetou todas as faixas etárias e todas as infecções perinatais resultaram em morte 

neonatal. 

Entre os anos de 2012 a 2016 a infecção por L. monocytogenes no continente Europeu 

alcançou cerca de 2.000 casos por ano, de acordo com o European Centre for Disease 

Prevention and Control (ECDC, 2017). Nota-se o aumento da casuística da doença em países 
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da Europa como Áustria, Dinamarca, Hungria, Espanha, Suécia e, principalmente, França e 

Itália desde o ano de 2006 em relação aos anos anteriores (Goulet et al., 2008; Pontello et al., 

2012). 

A África do Sul sofre com o maior surto de listeriose humana conhecido em todos os 

tempos, com 1.019 casos confirmados em laboratório (Allam et al., 2018) causando a morte 

de pelo menos 200 pessoas desde janeiro de 2017 a março de 2018 (National Institute for 

Communicable Disease/NICD, 2018). Somente após o surto, em dezembro de 2017, a 

listeriose passou a ser considerada de notificação obrigatória na África do Sul (World Health 

Organization South Africa, 2017).  

A listeriose por L. monocytogenes em ruminantes é principalmente descrita em países 

de clima temperado e menos comum em áreas tropicais e subtropicais (Laureyns et al., 2008). 

Entretanto, existem relatos da doença em animais em diversos países e, nos mesmos 

continentes onde são descritos surtos humanos (Schroeder e van Rensburg, 1993; Headley et 

al., 2014; Wiedmann et al., 1997; Malik et al. 2002; Fairley e Colson 2013; Rocha et al., 

2013). Os ovinos são os mais acometidos pela doença, seguido por caprinos e bovinos (Low e 

Donachie, 1997).  No Brasil, há relatos de listeriose em bovinos (Sanches et al., 2000; Galiza 

et al., 2010; Headley et al., 2014), ovinos (Mendes et al. 2005, Ribeiro et al. 2006, Guedes et 

al. 2007; Rissi, et al 2010) e caprinos (Rissi et al. 2006, Guedes et al. 2007) com pouco 

diagnóstico de listeriose causando aborto (Silva et al., 2009). Mas não existe nenhum 

levantamento específico da doença em ruminantes no Brasil. 

4. Patogênese e resposta imune contra a infecção 

4.1 Resposta imune inata 

L. monocytogenes é um patógeno intracelular com a capacidade de invadir células 

apresentadoras de antígenos e células epiteliais, sem precisar ter acesso ao meio extracelular 

(Vázquez-Boland et al., 2001; Poulsen e Czuprynski, 2013). A invasão acontece após a 

ingestão do alimento contaminado, a bactéria presente no trato gastrointestinal, infecta as 

células epiteliais através da interação da proteína bacteriana internalina A (InlA) e receptores 

E-caderina expressos em enterócitos (Lecuit et al., 2001) invadindo o epitélio intestinal e 

colonizando placa de Payer, via células M (Vazquez-Boland et al., 2001). A bactéria alcança a 

corrente sanguínea, fígado e inicia a expressão de outra proteína, a internalina B (InlB) que se 

liga aos receptores de fator de crescimento de hepatócitos (Met tirosina kinase) (Niemann et 

al., 2007). Uma vez dentro da célula a bactéria permanece dentro de um fagossomo, no qual 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Niemann%20HH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17662939
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secreta fatores de virulência, listeriolisina O (LLO) e fosfolipases C (PlcA e PlcB) que 

permitem a formação de poros e ruptura da membrana fagossomal (Hamon et al., 2006; Lam 

et al., 2011; Poulsen e Czuprynski, 2013). A bactéria livre no citoplasma multiplica e inicia 

polimerização dos filamentos de actina intracelular a seu favor, através da expressão da 

proteína indutora de actina (ActA), a polimerização propulsiona a bactéria em direção a 

periferia da membrana citoplasmática (“cauda de cometa”) com força suficiente para 

atravessá-la e acessar o citoplasma da célula vizinha (Pamer, 2004; Travier et al., 2013). 

No fígado e no baço, L. monocytogenes é rapidamente internalizada por macrófagos 

residentes que tentam controlar o crescimento e a disseminação bacteriana através da secreção 

do fator de necrose tumoral (TNF-α) e interleucina 12 (IL-12) (Tripp et al., 1993). Estas duas 

citocinas estimulam células natural Killers (NK) a produzir interferon gamma (IFN-γ) que 

atuarão aumentando a atividade e a ação bactericida dos macrófagos através da geração de 

intermediários reativos de oxigênio e nitrogênio (Schoenborn e Wilson, 2007; Dussurget et 

al., 2014). Interferência na produção do IFN-γ aumenta a susceptibilidade a infecção por 

Listeria sp., com maior recuperação bacteriana nos órgãos e morte por listeriose em modelo 

murino (Dunn e North, 1991; Harty e Bevan, 1995; Andersson et al., 1998; D'Orazio et al., 

2006). Contudo, camundongos deficientes em IFN-γ vacinados com L. monocytogenes 

atenuada (deficiente em Acta) e desafiados com cepa virulenta de L. monocytogenes são 

capazes de sobreviver à infecção por indução de imunidade dependente de células T CD8+ 

(Harty e Bevan, 1995). 

Os neutrófilos rapidamente são recrutados para controle inicial do crescimento 

bacteriano, por ação da interleucina 6 (IL-6), no local da infecção (Dalrymple et al., 1995). 

Essas células interiorizam as bactérias, gerando também intermediários reativos de nitrogênio 

e oxigênio que auxiliam na eliminação bacteriana e secreção de quimiocinas para macrófagos: 

fator estimulador de colônia- 1 (CSF-1) e quimiocinas quimioatrativas para macrófagos 

(MCP-1) (Guleria e Pollard, 2001; Zenewicz e Shen, 2007).  

A ativação do sistema imune envolve mecanismos de reconhecimento de moléculas 

bacterianas através dos receptores de superfície do tipo Toll (TLR) expressos em vários tipos 

celulares como macrófagos, células dendríticas, linfócitos B e T, células epiteliais e 

mastócitos (Torres et al., 2004). Os receptores TLR2 ligam-se aos peptideoglicanos, ácido 

lipoteicoico e lipoproteínas de microrganismos e possuem um papel importante na proteção 

da infecção por L. monocytogenes (Torres et al., 2004).  Camundongos deficientes de TLR2 

são susceptíveis a listeriose, com redução da sobrevida, maior carga bacteriana e lesões nos 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4009421/#B121
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=D%27Orazio%20SE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17082632
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órgãos (Torres et al., 2004; Tripp et al., 1993). Após a ligação molécula e receptor, ocorre 

ativação de moléculas adaptadoras, denominadas de fator de diferenciação mielóide 88 

(MyD88) que transmitem sinais para ativação do fator de transcrição nuclear κB (NF-κB) dar 

início a expressão de vários genes envolvidos na resposta imune inata, e consequentemente, 

produção de citocinas pró-inflamatórias no combate da infecção (Pamer, 2004). 

Camundongos deficientes de MyD88 também são mais susceptíveis a infecção por Listeria 

com redução da produção de citocinas pró-inflamatórias (Edelson e Unanue, 2002). 

As bactérias que alcançam o citoplasma de macrófagos estimulam o reconhecimento 

molecular através de receptores do tipo NOD (NLRs) que ativam caspase-1 para a produção 

de citocinas pró-inflamatórias IL-1β e IL-18 (Warren et al., 2008). A ausência da caspase-1 

em camundongos Knockouts infectados com L. monocytogenes reduz a produção de citocinas 

inflamatórias IL-18 e IFN-γ impedindo a erradicação da infecção bacteriana com mortalidade 

desses animais aos sete dias após a infecção (Tsuji et al., 2004). 

4.2 Resposta imune adaptativa 

L. monocytogenes quando presente no citoplasma da célula do hospedeiro produz 

fatores de virulência essenciais para a sua sobrevivência e altamente capazes de incitar a 

resposta imune celular do hospedeiro (Pilgrim et al., 2003).  A LLO e a proteína p60 são 

alguns desses fatores de virulência importante para a sobrevivência bacteriana e sucesso de 

infecção. L. monocytogenes deficientes para LLO são rapidamente reconhecidas e eliminadas 

de camundongos infectados por via endovenosa, com ausência de lesão no baço e fígado 

desses animais (Gaillard et al., 1986). Mesmo mantendo a bacteremia, a bactéria mutante é 

incapaz de induzir resposta imune protetora baseada em linfócitos T (Berche et al., 1987), 

demonstrando a importância da proteína LLO tanto para a bactéria quanto para a indução de 

resposta imune celular do hospedeiro. 

A proteína p60, codificada pelo gene iap (proteína associada à invasão), está 

relacionada à divisão celular bacteriana (Pilgrim et al., 2003). Cepas mutantes de L. 

monocytogenes impedidas de produzir p60 possuem alteração tanto na capacidade de causar 

doença quanto na sua morfologia, sendo extremamente atenuadas em camundongos 

infectados (Pilgrim et al., 2003). A proteína p60 possui capacidade de induzir proliferação de 

linfócitos T CD4+ sendo considerada uma proteína altamente imunogênica. Camundongos 

naive que receberam linfócitos Th1 específicos contra p60 posteriormente desafiados com L. 
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monocytogenes, possuem menor colonização bacteriana no baço, demonstrando a importância 

dos linfócitos T CD4+ na indução de proteção contra a listeriose (Geginat et al., 1998). 

L. monocytogenes é um patógeno intracelular altamente indutor de células T. As 

células dendríticas (CD) são células apresentadoras de antígenos que expressam 

constitutivamente o complexo de histocompatibilidade (MHC) essenciais para ativação e 

expansão clonal de células T CD4+ e T CD8+ (Kolb-Mäurer et al., 2000). Partes das proteínas 

bacterianas secretadas no citoplasma de células apresentadoras de antígenos são degradadas 

por proteossomas. Os peptídeos bacterianos gerados são transportados pelos MHC de classe I 

para serem apresentados aos linfócitos T CD8+ citotóxicos que eliminarão células infectadas. 

Já os produtos bacterianos gerados por fagocitose são transportados pelas moléculas MHC de 

classe II para serem apresentados aos linfócitos T CD4+ auxiliares. Estas células se 

diferenciam em células Th1 efetoras para produção de citocinas pró-inflamatórias, 

principalmente IFN-γ, (Pamer, 2004). São os linfócitos T CD4+ e T CD8+ responsáveis pelo 

controle da infecção e reinfecção por L. monocytogenes (Harty e Bevan, 1995; Geginat et al., 

1998; Bruhn et al., 2007).  

L. monocytogenes possui capacidade de disseminar via célula a célula sem entrar em 

contato com o meio extracelular ficando protegida dos efeitos antibacterianos humorais. O 

controle da infecção bacteriana é realizado principalmente pelos linfócitos T CD8+ capazes de 

eliminar células infectadas com L. monocytogenes (Goossens e Milon, 1992). O papel dos 

linfócitos T CD4+ na infecção por L. mocytogenes está na capacidade de influenciar na 

geração e sobrevivência de células T CD8+ efetora (Marzo et al., 2004; Romagnoli et al., 

2017). Camundongos imunizados deficientes em linfócitos T CD4+ possuem uma menor 

resposta de células T CD8+ de memória (Marzo et al., 2004), demonstrando a importância da 

ação conjunta dos linfócitos T CD8+ e T CD4+ durante a infecção por L. monocytogenes. 

5. Desenvolvimento vacinal contra L. monocytogenes 

Embora a listeriose seja uma doença de origem alimentar de grande importância na 

saúde pública e animal, não existe vacinas comerciais contra listeriose humana ou listeriose 

animal. Por ser uma doença esporádica o interesse no desenvolvimento vacinal é limitado, 

contudo, o crescente aumento de surtos da doença no mundo (Goulet et al., 2008; Pontello et 

al., 2012) e o envelhecimento populacional faz com que o desenvolvimento de vacinas 

protetivas e seguras aos grupos de risco uma estratégia desejável. 
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Vacinas contra patógenos intracelulares como L. monocytogenes necessitam induzir 

uma boa resposta imune celular (Griffiths e Khader, 2014). A primo-vacinação com L. 

monocytogenes utilizando baixas doses (2 x 103 L. monocytogenes) (Busch e Pamer, 1999) foi 

inicilamente estudada em camundongos (Koga et al., 1987; Baldridge et al., 1990). Esse 

estímulo inicial, foi capaz de aumentar de forma eficiente células T CD8+ específicas aos 

cinco dias após a reinfecção (1 x 105 bactérias) onde o pico celular é detectado, resultando na 

resolução da infecção aos dois dias após pico celular (Busch e Pamer, 1999). Por maior que 

seja a capacidade de induzir resposta imune celular efetora, vacinas vivas de L. 

monocytogenes contra listeriose, mesmo sendo atenuada por deleção de genes de virulência, 

não é desejável, por não serem consideradas seguras (Goossens e Milon, 1992; Busch e 

Pamer, 1999). Por outro lado, embora vacinas mortas inativadas sejam seguras, são pouco 

imunogênicas, com baixa capacidade protetiva (Von Koenig et al., 1982) necessitando de 

doses reforço para manter uma efetiva resposta imune (Datta et al., 2006., Lauer et al., 2008).  

Algumas estratégias têm sido sugeridas na construção de vacinas contra listeriose. 

Trabalhos avaliam vacinas constituídas de subunidades (Ito et al., 2004) associadas a 

adjuvantes (Calderon-Gonzalez et al., 2015; Calderon-Gonzalez et al., 2016) ou associada a 

células (Kono et al., 2012; Carrasco-Marín et al., 2012; Calderon-Gonzalez, 2014; Calderon-

Gonzalez, 2015), vacinas contendo microorganismos vetorais não patogênicos ou atenuados 

transportando peptídeos imunogênicos de Listeria selecionados através da bioinformática 

(Hess et al., 1996; Bahey-El-Din et al., 2010; Mohamed et al., 2012). Entre as principais 

falhas no desenvolvimento dessas vacinas, podemos citar: utilização de vias de aplicação não 

usuais (via endovenosa e intraperitoneal); a necessidade de realizar várias doses de reforço; 

complexidade (envolvendo células) e onerosidade da construção vacinal; falha dos adjuvantes 

em melhorar resposta vacinal e ausência de estudos que avaliem redução dos sintomas da 

doença. Contudo, essas pesquisas incentivam a busca de estratégias de vacinação envolvendo 

vacinas recombinantes. 

A seleção in silico de peptídeos sabidamente imunogênicos de patógenos 

intracelulares como L. monocytogenes, tem como objetivo melhorar a apresentação desses 

antígenos pelas células dendríticas, através das moléculas de MHC I e MHC II, para as células 

T como alternativa vacinal (Geginat et al., 2001; Skoberne e Geginat, 2002). As proteínas 

LLO e desidrogenase gliceraldeído-3-fosfato (GAPDH) de L. monocytogenes são 

consideradas imunogênicas e capazes de estimular a resposta de células T CD4+ e T CD8+ 

(Alvarez-Dominguez et al., 2008). Entretanto, a apresentação desses peptídeos não é 
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suficiente para conferir real proteção contra listeriose (Calderon-Gonzalez et al., 2015), 

necessitando da associação desses peptídeos a adjuvantes (Calderon-Gonzalez et al., 2015; 

Calderon-Gonzalez et al., 2016). 

A maior parte dos estudos envolvidos na prevenção da listeriose foi desenvolvida em 

modelo murino (sumarizado na Tabela 1), utilizando avaliação in vitro da resposta imune 

celular, recuperação bacteriana no baço e fígado e, avaliando sobrevivência. Nos estudos 

envolvendo modelos de listeriose materno-fetal em camundongos gravídicos, a vacina foi 

avaliada quanto ao aborto (Ito et al., 2004), tamanho de ninhada (Ito et al., 2004; Calderon-

Gonzalez et al., 2017), habilidade de locomoção, desenvolvimento de pelagem e contagem 

bacteriana (Calderon-Gonzalez et al., 2016; Calderon-Gonzalez et al., 2017). É relevante 

verificar se as vacinas reduzem a sintomatologia, incluindo os sinais de infecção materno-

fetal. Mesmo embora estudos envolvendo CpG e GNP sejam interessantes, é importante 

refletir quanto a aplicabilidade das vias de administração desses adjuvantes (endovenosa e 

intraperitoneal). 
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Tabela 1 – Estudos de vacinas contra listeriose em modelo murino. 

Antigeno vacinal  

 

Adjuvante 

vacinal  

via 

vacinal 

dose 

vacinal 
n° doses 

camundongo 

linhagem 
cepa desafio  

via 

desafio 

dose 

desafio 
Referência 

HKLM                    -                    i.p. ou s.c 1 x 108   1 C3H/HE Listeria EGD 1/2a i.v. 1 x 105 Koga et al., 1987 

Listeria viva - i.p. ou s.c 2 x 103 1 C3H/HE Listeria EGD 1/2a i.v. 1 x 105 Koga et al., 1987 

Listeria viva  -  i.v. 4,5 x 102 1 Balb/c Listeria 10403 1/2a   i.v. 4,5 x 104 Baldridge et al., 1990 

Listeria deleção gene 

Acta  
-  i.v. ou i.m. 1.5 x 107 1 C3H 

Listeria 

 LO28 1/2c 
i.v. 9.2 x 104 Goossens e Milon, 1992 

Listeria deleção gene 

hly 
- i.p. 1 x 105 1 Balb/c 

Listeria 

 LO28 1/2c 
i.p. 5 x 107 Gahan e Collins, 1995 

HKLM IL-12 i.p. 1 x 109 2 C3HeB/FeJ Listeria i.p. 5 x 105 Miller et all., 1996 

S. typhimurium 

expressão de genes p60 

e Hly   

-   v.o 5 x 105 3 C57BL/6 Listeria EGD 1/2a i.v. 1 x 106 Hess et al., 1996 

LLO e p60 CpG i.d. - 2 Balb/c Listeria EGD 1/2a i.v. 1 x 104 Joachim Fensterle, 1999 

Epítopos LLO CpG i.p. - 1 Balb/c gravídico Listeria EGD 1/2a i.p. 5 x 106 Ito et al., 2004 

Listeria viva  -  i.p. 1 x 104   1 C57BL/6 Listeria 10403s i.p. 2 x 106 Datta et al., 2006 

 Listeria Gamma 

irradiada 
 - s.c.  1 x 109 2 C57BL/6 Listeria 10403s 1/2a i.p. 2 x 106 Datta et al., 2006 

KBMA          -          i.v. ou i.m. 1 x 108    1  BALB/c Listeria 10403s 1/2a i.v. 2 x 105 Lauer et al., 2008 

Listeria prfA ou 

KBMA 
- i.v. ou i.m. 5 x 106 1 ou 2 C57BL/6  Listeria 10403s 1/2a i.v. 2 x 105 Lauer et al., 2008 

L. lactis expressando 

LLO e p60 
- i.p. 1 x 107 3 Balb/c Listeria EGDe 1/2a i.p. 4 x 105 

Bahey-El-Din et al., 

2010 

L. lactis expressando 

LLO e p60 
- v.o. 5 x 109 7 Balb/c Listeria EGDm 1/2a v.o. 6 x 109 

Bahey-El-Din et al., 

2010 
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Tabela 1 – Estudos de vacinas contra listeriose em modelo murino. 

Antigeno vacinal Adjuvante vacinal 
via 

vacinal 

dose 

vacinal 
n° doses 

camundongo 

linhagem 
cepa desafio 

via 

desafio 
dose desafio Referência 

HKLM  - s.c. 3 x 106  2 Balb/c Listeria 1298 4b i.p. 1 x 105 Jazani et al., 2010 

L. innocua inserção vgc - i.v. 1 x 107 1 Balb/c Listeria EGDe 1/2a i.v. 2 x 106 
Mohamed et al., 

2012 

Listeria viva - i.v. 1 x 103 1 Balb/c Listeria EGDe 1/2a i.v. 2 x 106 
Mohamed et al., 

2012 

vacina peptídeo (LLO) - 

células dendriticas 
- i.v. - 2 Balb/c Listeria EGD 1/2a i.v. 1 x 104 Kono et al., 2012 

vacina peptídeo (LLO) - 

células dendriticas 
- i.v. - 2 Balb/c Listeria EGD 1/2a i.v. 5 x 104 Kono et al., 2012 

vacina peptídeo (LLO) 

constituída de 

macrófagos (fagossomo) 

- i.p. - 1 CBA/J Listeria 10403 1/2a i.p. 
1 x 103 - 3 dias 

consecutivos 

Carrasco-Marín et 

al., 2012 

vacina peptídeo 

(GAPDH) e células 

dentriticas 

- i.p. - 7 C57BL/6 Listeria 10403s 1/2a i.p. 
5 x 103 - 3 dias 

consecutivos 

Calderon-Gonzalez, 

et al., 2014 

Advax  Advax i.p. / i.v. - 1 C57BL/6 Listeria 10403s 1/2a i.p. / i.v 5 x 103 Rio et al., 2015 

Peptídeos (GAPDH e 

LLO) – células 

dendríticas 

Advax i.p. - 1 Balb/c e C57BL/6 Listeria 10403s 1/2a i.p. 1 x 103 
Calderon-Gonzalez, 

2015 

Peptídeos (GAPDH e 

LLO) 
GNP - Advax i.v. - 1 

C57BL/6 

gravídico 
Listeria 10403s 1/2a i.v. 1 x 105 

Calderón-Gonzalez 

et al., 2016 

TLR 2/4  GNP - GAPDH i.v. - 1 
C57BL/6 

gravídico 
Listeria 10403s 1/2a i.v. 

1 × 104 CFU/mL 

por 3 dias 

consecutivos 

Calderón-Gonzalez 

et al., 2017 

Vias de inoculação – (i.p.) intraperitoneal; (i.v.) intravenoso; (s.c.) subcutâneo; (i.d.) intradérmico; 

LM – Listeria monocytogenes; HKLM – heat killed Listeria monocytogenes; KBMA - killed but metabolically active (inativação fotoquimica) 

GNP – glico-nanopartículas de ouro; CpG – oligodesoxinucleotídeos; 

(-) não mencionado no trabalho citado. 
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5.1. Adjuvantes em vacinas contra listeriose 

Adjuvantes são substâncias adicionadas as vacinas com objetivo de aumentar a 

imunogenicidade de antígenos (Pasquale et al., 2015). Diferentes tipos de adjuvantes já foram 

testados em modelo de listeriose murino. Incluindo adjuvantes que mimetizam agonistas de 

TLR (Ito et al., 2004; Calderón-Gonzalez et al., 2017), IL-12 recombinante (Miller et all., 

1996), glico-nanopartículas de ouro (GNP) (Calderón-Gonzalez et al., 2016; Calderón-

Gonzalez et al., 2017), drogas (naloxone) (Jazani et al., 2010), oligodesoxinucleotídeos (CpG) 

(Ito et al., 2004, Rio et al., 2015; Calderon-Gonzalez et al., 2017). 

A vacina constituída por L. monocytogenes morta pelo calor (HKLM) é incapaz de induzir 

imunidade celular protetora contra listeriose (Von Koenig et al., 1982; Miller et al., 1996), 

mesmo sendo capaz de aumentar os níveis de IFN-γ (Jazani et al., 2010).  Para melhorar essa 

resposta imunológica, Miller e colaboradores (1996) associaram IL-12 recombinante à 

HKLM. Nesse estudo, observou-se uma melhor resposta imune mediada por células com 

ativação de células T, produção de IFN-γ e redução bacteriana no baço e fígado em 

camundongos desafiados com L. monocytogenes. Entretanto, a proteção ocorreu apenas 

depois de aplicadas várias doses reforços, dificultando sua aplicabilidade. 

Jazani et al., 2010, avaliaram o efeito do adjuvante naloxone, um antagonista opióide, que 

possui efeito de melhorar a resposta celular tipo Th1 associado a HKLM. A vacina induziu 

aumento produção de IFN-γ em camundongos vacinados e desafiados, com menor carga 

bacteriana nos órgãos (baço e fígado) melhorando a taxa de sobrevivência de camundongos 

vacinados desafiados com L. monocytogenes, demostrando que adjuvantes podem melhorar a 

capacidade protetora de patógenos inativados. 

A associação de peptídeos imunogenicos de Listeria à gliconanopartícula de ouro 

(GNP), uma ferramenta multivalente que se assemelham a glicoesfingolipídeos da superfície 

celular muito utilizado como veículo de substâncias, demonstrou estimular resposta imune 

celular em camundongos desafiados com Listeria (Rio et al., 2015). Resposta semelhante 

também é observada quando peptídeos imunogênicos de L. monocytogenes estão associados à 

oligodesoxinucleotídeos (CpG), indutores do sistema imune inato através de TLR. Vacinas de 

subunidades associadas à GNP ou CpG são alternativas vacinais interessantes contra listeriose 

em modelo murino. Contudo, faltam avaliações quanto à capacidade protetora na infecção 

letal, manifestação da doença neurológica ou materno fetal. Além disso, o uso destes 

adjuvantes eleva o custo de produção da vacina. 
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O advax é um adjuvante polissacarídeo que tem demonstrado ser imunogênico em 

doenças virais (Layton et al., 2011; Honda-Okubo et al., 2014). Quando avaliado como 

adjuvante vacinal contra listeriose em camundongos, o índice de proteção foi bom apenas 

quando foi utilizado associado à GNP, contendo peptídeos de proteínas imunogênicas de L. 

monocytogenes (GAPDH e LLO) (Rio et al., 2015; Calderón-Gonzalez et al., 2016; Calderón-

Gonzalez et al., 2016). Tornando possível o uso de vacinas recombinantes no combate a 

listeriose. 

 

5.2. Vacinas inativadas de Listeria monocytogenes 

Vacinas mortas inativadas são seguras, contudo são pouco imunogênicas e necessitam 

de doses reforço para manter uma efetiva resposta imune (Datta et al., 2006). Von Koenig e 

colaboradores (1982) demonstraram que vacina constituída apenas por L. monocytogenes 

mortas por ação do calor (HKLM) não foi protetora em camundongos desafiados no sétimo 

dia após a vacina, provocando a morte dos animais em até cinco dias após desafio. A proteção 

por HKLM foi observada apenas quando associada a citocina IL-12 aplicada via 

intraperitoneal em camundongos, por estimulação de IFN-y, células NK e principalmente 

linfócitos T, mas a proteção só ocorreu após aplicação de duas a três doses reforço (Miller et 

al., 1996). 

É possível identificar em camundongos vacinados com HKLM uma resposta T CD8+ 

de memória, contudo considerada não efetora em camundongos desafiados com L. 

monocytogenes (Lauvau et al., 2001). Provavelmente, porque a resposta imune frente ao 

estímulo por HKLM fica restrita apenas a fagocitose pelos macrófagos, resultando menor 

ativação, diferenciação e função efetora de linfócitos T (Pamer, 2004; Lauvau et al., 2001). 

Uma alternativa de inativação bacteriana que tem sido explorada é a radiação tanto na 

forma de ondas (radiação ionizante) ou por partículas elétricas (radiação não ionizante) em 

vários ramos da indústria, seja alimentícia, na esterilização de materiais, no desenvolvimento 

de vacinas humanas e animais através da geração de microorganismos atenuados (Huhtanen et 

al., 1989; Farag et al., 1990; Seo, 2015). Diferentemente dos outros processos de inativação 

pelo calor ou química, a irradiação preserva estruturas antigênicas da bactéria que 

normalmente são destruídas pelos outros métodos (Rachmilewitz et al., 2004; Datta et al., 

2006). 

A vacina constituída por L. monocytogenes inativada por irradiação Gamma (KLM-γ) 

aplicada tanto por via subcutânea (sc) quanto via intraperitoneal (ip) em camundongos 
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C57BL/6, diferentemente da HKLM, estimula a resposta protetora contra L. monocytogenes, 

através da produção de linfócitos T efetores, e com menor carga bacteriana no baço e fígado e 

redução da letalidade em infecções letais. Essa resposta por células T de memória foi 

comprovada pela transferência de linfócitos em camundongos naive infectados por L. 

monocytogenes (Datta et al., 2006). 

5.3 Listeria monocytogenes como vetor vacinal 

Inicialmente HKLM foi avaliada com alternativa terapêutica para o controle de 

alergias alimentares em camundongos e cães e (Li et al., 2003; Frick et al., 2005) e asma em 

modelo murino (Hansen et al., 2000). Hansen e colaboradores (2000) observaram que com 

apenas uma aplicação da L. monocytogenes morta em camundongos, reverte-se a resposta Th2 

provocada pela asma, devido ao estímulo Th1 provodo pelo antígeno bacteriano, resultando 

na diminuição da hiperatividade das vias aéreas, redução da produção de IgE e IL-4, 

aumentando tanto o número de células T CD8+ como também na síntese de IFN-γ e IL-12 

(Hansen et al., 2000). 

Em consequência, L. monocytogenes vem sendo estudado nos últimos anos como 

vetor vacinal (Ikonomidis et al., 1997; Gunn et al., 2001; Jia et al., 2017; Yin et al., 2017) seu 

potencial vacinal é devido ao seu ciclo de vida intracelular permitindo maior apresentação de 

antígenos as células efetoras que controlam a infecção e por induzir uma resposta imune 

celular forte (Bruhn et al., 2007). Por se tratar de um patógeno responsável por causar 

mortalidade em indivíduos do grupo de risco (imunossuprimidos, idosos, gestantes e 

crianças), diferentes mutações no genoma bacteriano têm sido propostas para tornar a bactéria 

um vetor atenuado, contudo sem alterar a sua imunogenicidade (Brockstedt et al., 2004; Zhao 

et al., 2005; Lauer et al., 2008; Dowd et al., 2016; Sinha et al., 2017). Entre essas pesquisas, 

estão estudos de vacina para prevenção da gripe (Ikonomidis et al., 1997), infecção pelo 

papiloma vírus humano (Gunn et al., 2001), tuberculose (Jia et al., 2017; Yin et al., 2017), e 

de diferentes cânceres (Brockstedt et al., 2004; Starks et al., 2004; Yang et al., 2014), 

A utilização de L. monocytogenes atenuada como vetor expressando proteínas 

recombinantes torna a bactéria facilmente reconhecida pelo sistema imune estimulando 

eficientemente a resposta imune celular específica contra a doença alvo (Brockstedt et al., 

2004). Um exemplo é a deleção dupla de fatores de virulência de L. monocytogenes ActA e 

internalina B (ΔactA/ΔinlB), pela qual a bactéria fica impedida de invadir as células do 

hospedeiro, por falha na interação da proteína bacteriana InlB com os receptores celulares 

Met-C e também de invadir célula a célula por ausência da polimerização de actina do 
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citoplasma celular (Brockstedt et al., 2004; Lauer et al., 2008). A bactéria atenuada, não causa 

dano celular e nem a morte das células do hospedeiro (Leimeister-Wächter et al., 1990; Lauer 

et al., 2008), sendo reconhecida pelas células fagocíticas e eliminada pelo sistema imune inato 

do hospedeiro por ação de citocinas (IFN-y, IL-12 e IL-18) e de células T efetoras (Goossens 

e Milon, 1992; Gahan e Collins, 1995).   

A utilização da vacina vetorial de L. monocytogenes tem evoluído para fase de testes 

clínicos em seres humanos gerando boas expectativas (Angelakopoulos et al., 2002). 

Entretanto, relatos de alterações clínicas em pacientes humanos após aplicação da vacina 

(Sacco et al., 2016), mantém estudiosos receosos quanto a utilização de L. monocytogenes 

como vetor. 
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CAPÍTULO II 

 Eficácia vacinal de Listeria monocytogenes Gamma irradiada microencapsulada em 

alginato e quitosana contra listeriose em modelo murino 

RESUMO 

Listeria monocytogenes é responsável por causar uma doença infecciosa transmitida por 

alimentos em humanos, caracterizada por manifestações neurológicas, aborto e septicemia 

principalmente em neonatos. Indivíduos imunossuprimidos, gestantes, idosos e crianças são 

grupos de risco de maior susceptibilidade à doença. A listeriose é considerada zoonótica, 

sendo responsável por causar altas taxas de mortalidade humana e também animal (pequenos 

e grandes ruminantes). A bactéria possui ciclo de vida intracelular que dificulta a construção 

de vacinas inativadas capazes de induzir resposta imune de células efetoras. Adjuvantes 

capazes de estimular a resposta imune celular são ferramentas importantes na construção de 

vacinas contra bactérias intracelulares. Não existem vacinas comerciais disponíveis para o 

combate a listeriose. O objetivo desse estudo foi avaliar o potencial vacinal da bactéria L. 

monocytogenes inativada por irradiação Gamma (KLM-γ) encapsulada em microcapsulas de 

alginato associada ou não ao quitosana, contra listeriose em modelo murino. Neste estudo, foi 

possível observar no quarto dia após desafio a redução na recuperação bacteriana em 

camundongos vacinados com KLM-γ associado ao alginato ou alginato-quitosana, com 

menores cargas bacterianas no baço e fígado quando comparados aos grupos não vacinados 

ou vacinados KLM-γ associado ao hidróxido de alumínio, mas semelhante ao grupo vacinado 

com KLM-γ associado adjuvante Freund’s. Além disso, o estímulo in vitro de esplenócitos de 

camundongos vacinados com KLM-γ associado ao alginato ou alginato-quitosana favoreceu 

proliferação celular de linfócitos e a produção de IL-10 e IFN-. Curiosamente, o grupo 

vacinado com KLM-γ-alginato-quitosana apresentou lesões hepáticas de menor intensidade 

com redução de inflamação e necrose associadas à infecção por L. monocytogenes. Dessa 

forma, o encapsulamento de KLM-γ com alginato-quitosana, provou ser uma ferramenta 

interessante na construção de vacinas inativadas seguras contra listeriose. 

Palavras-chaves: vacina; listeriose; encapsulamento, bipolímero  
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ABSTRACT 

Listeria monocytogenes is responsible for causing an infectious foodborne disease in 

humans, characterized by neurological manifestations, abortion and septicemia mainly in 

neonates. Immunosuppressed individuals, pregnant women, the elderly and children are risk 

groups with higher susceptibility to the disease. Listeriosis is considered zoonotic disease, 

being responsible for causing high rates of human and also animal mortality (small and large 

ruminants). The bacterium has an intracellular life cycle which makes it difficult to concept 

inactivated vaccines capable of inducing an effector cell immune response. Adjuvants capable 

of stimulating cellular immune response are important tools in the construction of vaccines 

against intracellular bacteria. The aim of this study was to evaluate the vaccine potential of L. 

monocytogenes inactivated by Gamma irradiation (KLM-) encapsulated in alginate 

microcapsules associated or not with chitosan against listeriosis in murine model. It was 

observed on the fourth day after challenge the reduction in bacterial recovery in mice 

vaccinated with KLM- encapsulated with alginate or alginate-chitosan, with lower bacterial 

loads in the spleen and liver when compared to non-group vaccinated, vaccinated KLM- or 

KLM- associated with aluminum hydroxide, but similar bacterial colonization to the group 

vaccinated with KLM- associated with Freund's adjuvant. The in vitro stimulation of 

splenocytes of mice vaccinated with KLM- associated with alginate or alginate-chitosan 

favored lymphocyte proliferation and production of IL-10 and IFN-. Interestingly, the group 

vaccinated with KLM--alginate-chitosan had lower intensity liver lesions with reduced 

inflammation and necrosis associated to L. monocytogenes infection. Thus, KLM- 

encapsulation with alginato-chitosan proved to be an interesting tool in the construction of 

inactivated vaccines safe against listeriosis. 

Keywords: vaccine; listeriosis; encapsulation, biopolymer 
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INTRODUÇÃO 

Listeriose é uma doença de origem alimentar causada pela bactéria Listeria 

monocytogenes (Vázquez-Boland et al., 2001) normalmente encontrada no meio ambiente. Os 

produtos alimentícios mais comumente contaminados pela bactéria são: leite, queijos, saladas, 

carnes e produtos mecanicamente processados como patês e salsichas (Vázquez-Boland et al., 

2001; Posfay-Barbe e Wald, 2009; Hernandez-Milian and Payeras-Cifre, 2014). Listeriose 

humana é uma doença grave capaz de causar danos irreversíveis ou até mesmo a morte. 

Dependendo do status imunológico do indivíduo, as manifestações da listeriose podem ser 

bem distintas, apresentando-se como uma gastroenterite autolimitante em indivíduos 

imunocompotentes; provocar sinais neurológicos severos em idosos e imunossuprimidos 

principalmente; ser septicêmica em neonatos; ou causar perda fetal em gestantes (Hernandez-

Milian and Payeras-Cifre, 2014; (Todd and Notermans, 2011). A listeriose neurológica e 

materno-fetal, consideradas manifestações mais graves da doença em humanos, também são 

descritas em ruminantes domésticos (Oevermann et al., 2010; Brugère-Picoux, 2008). A 

silagem contaminada é a principal fonte de infecção do rebanho (Borucki et al., 2005) e a 

doença pode causar perdas econômicas por redução da produtividade do rebanho. 

Atualmente, listeriose é considerada a terceira enfermidade, entre as doenças de 

origem alimentar, responsável por causar alta letalidade (20%) (Swaminathan e Gerner-Smidt, 

2007). Na última década, são os vários relatos de surtos com morte em diferentes países 

(Noordhout et al. 2014; National Institute for Communicable Disease, NICD 2018, World 

Health Organization, WHO 2019). A listeriose em países que já sofreram grandes surtos é 

considerada notificação obrigatória, mas as medidas de prevenção de doenças são escassas, 

sem vacinas disponíveis no combate à listeriose humana ou animal. 

O desenvolvimento de vacinas contra bactérias intracelulares, como L. 

monocytogenes, é desafiador devido ao ciclo intracelular do patógeno e à imunidade protetora 

do hospedeiro ser dependente de linfócitos T (Griffiths e Khader, 2014). Geralmente vacinas 

atenuadas são consideradas mais eficazes contra bactérias intracelulares, a exemplo das 

vacinas comerciais utilizadas no combate a infecção por Mycobaterium tuberculosis em 

humanos (Sable et al., 2019) e contra a infecção por Brucella spp em ruminantes (Carvalho et 

al., 2016). Cepas atenuadas de Listeria sp. têm sido amplamente pequisadas como vacinas 

vetoriais, devido sua característica imunogênica com forte indução de resposta celular (Bruhn 

et al., 2007). No entanto, vacinas atenuadas não são consideradas seguras principalmente para 

indivíduos imunocomprometidos. Vacinas inativadas, como L. monocytogenes mortas pelo 
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calor (HKLM), são incapazes de estimular eficientemente a resposta imune celular efetiva do 

hospedeiro, não garantindo proteção contra a listeriose em camundongos desafiados com L. 

monocytogenes (Von Koenig et al., 1982; Lauvau et al., 2001). 

Considerando o uso de adjuvantes para melhorar a resposta vacinal contra bactérias 

intracelulares, as microcápsulas constituídas por biopolímeros podem ser consideradas uma 

ótima opção, pois aumentam a imunogenicidade da vacina devido à liberação lenta do 

antígeno. Microcápsulas de alginato são polímeros biodegradáveis e biocompatíveis 

amplamente utilizados como veículo de substâncias principalmente medicamentosas 

(Severino et al., 2019). Estudos tem associado o uso das microcápsulas de alginato como 

vacina viva atenuada de Brucella spp. em camundongos (Arenas-Gamboa et al., 2008; Silva 

et al., 2015a), veados (Arenas-Gamboa et al., 2009) e pequenos ruminantes (Silva et al., 

2015b). Utilizado também como vacinas portadoras de toxina diférica (Sarei et al., 2013) e de 

antígeno do vírus da hepatite B (Borges et al., 2008) em camundongos.  

A quitosana é um polissacarídeo natural encontrado na parede celular de fungos e 

exoesqueleto de artrópodes. Devido à sua característica imunogênica e de ser inócuo, tem sido 

utilizado como veículo para administração de medicamentos (Li et al., 2018), de antígenos 

vacinais contra Helycobacter pylori ([Gong et al., 2015) e Neisseria meningitidis (Baudner et 

al., 2004). A quitosana tem a capacidade de estimular a resposta imune celular Th1, ativar a 

via do inflamassoma com indução de IL-18 e IL-1 e estimular a maturação das células 

dendríticas em camundongos (Bueter et al., 2014; Carroll et al. 2016). Interessantemente, 

estudos mostram a interação química entre a quitosana ao alginato permite a formação de um 

complexo polieletrolítico (George e Abraham, 2006; Li et al., 2018) que resulta na redução 

dos poros das microcápsulas e diminuição da perda de antígeno encapsulado (Yu et al., 2009). 

Melhorando a eficiência do encapsulamento e a liberação da substância encapsulada (George 

e Abraham, 2006; Rahaiee et al., 2015).  

Este trabalho teve o objetivo de avaliar o potencial vacinal de candidatas a vacinas 

constituídas de L. monocytogenes gamma irradiada (KLM-γ) encapsuladas com alginato e 

encapsuladas com alginato e quitosana, na proteção contra infecção por L. monocytogenes em 

camundongos.  
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MATERIAL E MÉTODOS 

Cepa bacteriana e condições de cultivo 

 O cultivo e manipulação bacteriana foram realizados no Laboratório de Patologia 

Molecular de biossegurança nível 2 da Escola de Veterinária da UFMG. Amostras de L. 

monocytogenes sorotipo 4b (ATTC 19115) foram cultivadas em 10 mL de caldo BHI (Brain 

Heart Infusion, Kasvi, EUA) a temperatura de 37°C por 15 horas sob agitação a 200 rpm. O 

pré-inóculo bacteriano foi ajustado para uma concentração de 1 x 108 unidades formadoras de 

colônia (UFC)/mL, determinada por espectofotometria (SmartSpec Plus, Bio-Rad, EUA) em 

uma densidade óptica de 600 nm, e 50 µL adicionados em um novo meio de cultivo BHI de 

10 mL a temperatura de 37°C, por aproximadamente 3 horas, sob agitação a 200 rpm até 

atingir uma concentração de 1 x 109 UFC/mL. Em seguida, o inóculo foi ressuspendido em 

tampão fosfato salino estéril (PBS) para diluição seriada e confirmação do inóculo em placas 

contendo BHI ágar (Kasvi). 

Preparação de Listeria monocytogenes gamma irradiada 

 Uma suspensão bacteriana na concentração de 1 x 109 UFC/mL foi irradiada com 5 

kilograys (kGy) e condicionadas a temperatura de 4°C até o momento de utilização. A 

irradiação foi realizada no Centro de Desenvolvimento da Tecnologia Nuclear (CDTN) da 

UFMG. A suspensão de bactérias irradiadas foram plaqueadas em placas BHI ágar (Kasvi) a 

37°C por 48 horas para confirmação da inativação, onde não foi observado crescimento de 

colônias. 

Encapsulamento de Listeria monocytogenes gamma irradiada 

 Para o encapsulamento de KLM-γ, uma suspensão contendo 109 UFC/mL de KLM-γ 

em alginato de sódio a 1% (Sigma-Aldrich, EUA) foi adicionada por gotejamento lento a 10 

mL de uma solução de cloreto de cálcio (CaCl2) a 0,5%. Após gotejamento, as microcápsulas 

formadas foram homogeneizadas por 15 minutos e lavadas duas vezes em solução tampão 

MOPS (ácido 3- [N-morfolino] propanossulfônico), respectivamente. O procedimento para 

encapsular KLM-γ em alginato com quitosana (Sigma-Aldrich) seguiu o mesmo protocolo 

descrito acima com algumas alterações. Após a formação de microcápsulas por gotejamento 

em CaCl2, as microcápsulas contendo 1 x 108 KLM-γ foram homogeneizadas por 1 hora em 

solução de quitosana a 1% (pH de 4,5 - 5, dissolvido em ácido acético a 1%) e lavadas uma 
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vez em solução tampão MOPS por 5 minutos. A aparência das microcápsulas produzidas é 

mostrada na Figura 1A e B. 

Avaliação de liberação bacteriana encapsulada 

 Utilizamos uma suspensão contendo 109 UFC/mL de L. monocytogenes viáveis e 

realizamos o procedimento encapsulamento, conforme descrito anteriormente. Após a 

formação das cápsulas, alíquotas das soluções de lavagem em MOPS foram plaqueadas em 

BHI ágar para contagem de UFC. Cápsulas contendo as bactérias foram colocadas em solução 

despolimerizadora (solução contendo citrato de sódio, cloreto de sódio e MOPS), por 10 

minutos sob agitação, em seguida diluídas em PBS e plaqueadas em BHI. 

Animais utilizados no experimento 

Camundongos Balb/c fêmeas de sete semanas de idade, obtidos no Biotério Central da 

Universidade Federal de Minas Gerais, Brasil, foram utilizados neste estudo. Os 

camundongos foram mantidos em uma sala a 22ºC, 12 horas de luz/12 horas de ciclo escuro, 

com acesso livre a comida e água. Os experimentos com animais foram aprovados pelo 

Comitê de Ética Institucional em Experimentação Animal da Universidade Federal de Minas 

Gerais (protocolo CEUA 144/2017). O designer experimental com vacina KLM-γ 

encapsulada foi resumido na Figura 1 C. 

Escolha da dose infectante de L. monocytogenes 4b em camundongo Balb/c 

 Para definirmos a dose e fase de infecção utilizada nos experimentos, doze animais 

foram desafiados intraperitoneamente (i.p.) com L. monocytogens 4b utilizando duas doses 

distintas nas diferentes fases de crescimento bacteriano, sendo: 1 x 104/animal (n=3) e 105 

UFC/animal (n=3) nas fases logarítmica (n=3) e estacionária (n=3), observados por até sete 

dias. A contagem bacteriana recuperada no fígado foi utilizada como critério de seleção para 

definição da dose e fase de infecção utilizada nos experimentos seguintes. Justamente, por ser 

considerado órgão de predileção para multiplicação de L. monocytogenes. 
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Figura 1 – Imagem por microscopia óptica de microcápsulas KLM-γ-alginato com ou sem 

quitosana (400x). (A) alginato de KLM-γ medindo 500 - 550 µm (B) KLM-γ-alginato-quitosana 

medindo 500 - 615 µm. As microcápsulas contidas 1 x 108 KLM-γ foram inoculadas por via 

subcutânea em camundongos. (C) Desenho experimental da vacinação com microcápsulas de KLM-γ-

alginato. (i) Ensaio de proteção vacinal em camundongos vacinados com duas doses, intercaladas 

entre duas semanas, e desafiados com 1 x 105 UFC L. monocytogenes. Material para bacteriologia e 

histopatologia foram realizadas após 4 dias de infecção; (ii) Ensaio de sobrevivência de camundongos 

vacinados com duas doses intercaladas entre duas semanas e desafiados com 4 x 106 UFC de L. 

monocytogenes. Mortalidade foi avaliada diariamente por duas semanas; (iii) Ensaio de esplenócitos in 

vitro, os camundongos foram vacinados com duas doses intercaladas entre duas semanas e desafiados 

com 1 x 105 UFC de L. monocytogenes. Quatorze dias após segunda dose, os esplenócitos dos 

camundongos vacinados foram removidos para estÍmulo in vitro. 
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Imunização de camundongos e avaliação do índice de proteção contra listeriose 

Quarenta camundongos, fêmeas Balb/c, com sete semanas de idade foram distribuídas 

em sete grupos experimentais de acordo com o tipo de vacina utilizada, sendo: Controle não 

vacinado (PBS) (n=6); KLM-γ-Adjuvante de Freund’s (n=5); KLM-γ-hidróxido de alumínio 

(n=5); KLM-γ (n=6); Alginato-quitosana vazias (n=6); KLM-γ-alginato (n=6); KLM-γ-

alginato-quitosana (n=6). Os camundongos receberam duas doses vacinais, no intervalo de 

duas semanas por via subcutânea (s.c.), próximo à base da cauda. Cada dose vacinal continha 

1 x 107 UFC KLM-γ/camundongo. As microcápsulas de alginato e alginato-quitosana foram 

aplicadas em dois locais diferentes e com um volume final de 150 µL. As vacinas contendo 

adjuvante de Freund’s (FA) (Sigma-Aldrich) foram preparadas nas proporções de 1:1 

associada à KLM-γ como indicado pela empresa e as vacinas de hidróxido de alumínio 

(Sigma-Aldrich) preparadas na concentração de 0,5%. Quatorze dias após a última dose 

vacinal, os animais foram desafiados por via intraperitoneal com 1 x 105 UFC/animal de L. 

monocytogenes e sofreram eutanásia com sobredose de cloridrato de cetamina 10% (300 

mg/kg) e cloridrato de xilazina 2% (30 mg/kg), por via intraperitoneal (i.p.), quatro dias após 

o desafio. Baço e fígado foram pesados e fragmentos de baço e fígado foram coletados para 

contagem de UFC e histopatologia.  

Estimulação in vitro de esplenócito murino 

Vinte e cinco camundongos Balb/c fêmeas de sete semanas de idade foram 

distribuídas em quatro grupos experimentais: alginato (n=6); alginato-KLM-γ; KLM-γ- 

alginato-quitosana (n=6) e o grupo controle não vacinado (n=7). Foram realizadas duas doses 

de vacinação via s.c. com intervalo de quatorze dias, conforme descrito anteriormente. Duas 

semanas após a última dose vacinal os animais foram eutanasiados para a retirada asséptica do 

baço e isolamento de esplenócitos. O baço foi macerado em placa petri estéril contendo 1 mL 

de meio de cultivo RPMI 1640 (Sigma-Aldrich) enriquecido com soro fetal bovino (SFB, 

Sigma-Aldrich) a 10% e condicionado a 4°C. A suspensão celular foi centrifugada a 112 g, 

por 10 minutos a 4°C, o sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido em 5 mL de 

tampão de lise de hemácias (Ammonium Tris-Chloride, Sigma-Aldrich) por 5 minutos. A 

suspensão celular foi centrifugada novamente a 112 g, por 10 minutos a 4°C, e após descarte 

do sobrenadante, o sedimento foi lavado 4 vezes com 10 mL de PBS a 4°C. O sedimento 

celular então foi ressuspendido em 1 mL de meio de cultura RPMI 1640 contendo SFB 10% 

(Sigma-Aldrich) para contagem e avaliação de viabilidade dos esplenócitos. Foram 
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adicionados 10 µL da suspensão celular a 90 µL de azul de Tripan a 0,3% para realizar a 

contagem de células em câmera de Neubauer e 5 x 106 células/poço foram distribuídas em 

uma placa de 96 poços (Corning, EUA) para realização dos tratamentos em duplicata. Foram 

acrescentados 100 µL de volume de cada tratamento (RPMI ou suspensão de 1 x 109 de 

KLM-γ) e as placas são mantidas em estufa a 5% de CO2 a 37°C por 72 horas. Em seguida, as 

placas foram centrifugadas a 400 g por 10 minutos a temperatura ambiente e o sobrenadante 

retirado e armazenado a – 20°C para dosagem de citocinas por ELISA (ensaio de 

imunoabsorção enzimática). 

Ensaio de proliferação celular 

Após a retirada do sobrenadante, foram acrescentados aos poços contendo os 

esplenócitos 20 µL de MTT (3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium 

bromide) reagente (Invitrogen, EUA) a 5 mg/mL por poço e as placas novamente incubadas 

por 2 horas, a 5% de CO2 a 37°C, protegidas da luz e com umidade de 95%. Adicionamos na 

placa de 96 poços 30 µL de SDS por poço e novamente as placas mantidas a 5% de CO2 a 

37°C, overnight. Após esse período, as placas foram lidas a um comprimento de onda 595 nm 

no aparelho de ELISA (Thermo Fisher Scientific, EUA).  

Ensaios de citocinas 

Níveis de interferon gama (IFN-) e interleucina 10 (IL-10) foram mensurados nos 

sobrenadantes dessas culturas por Kits de ELISA de acordo com o fabricante (R&D systems, 

EUA) utilizando placas de 96 poços. As citocinas foram quantificadas por ensaio 

imunoenzimático no aparelho de ELISA (Thermo Fisher Scientific) no comprimento de onda 

de 490 nm. As concentrações de citocinas (pg/mL) foram determinadas colorimetricamente 

por comparação com a curva padrão. 

Ensaio de sobrevivência ao desafio por L. monocytogenes 

Cinquenta camundongos Balb/c fêmeas de sete semanas de idade foram distribuídas 

em cinco grupos experimentais, sendo: KLM--alginato (n=10); KLM--alginato-quitosana 

(n=10); KLM--adjuvante de Freund’s (n=10); Adjuvante de Freund’s (n=10) e o grupo 

controle não vacinado (n=10). Foram realizadas duas doses vacinais via s.c. com intervalo de 

quatorze dias conforme descrito acima e duas semanas após a última dose vacinal 
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camundongos foram desafiados i.p. com dose letal contendo 4 x 106 UFC/camundongo de L. 

monocytogenes. Os camundongos foram observados durante quatorze dias.  

Histopatologia e imuno-histoquímica 

Os fragmentos de fígado foram fixados por imersão em formaldeído tamponado a 10% 

por 24 horas, seguido de aumento da desidratação em álcool, diafinização em xilol e 

incorporação de parafina. Os fragmentos foram seccionados a 5 μm e corados por 

hematoxilina e eosina (HE). Foi atribuído um escore para lesões inflamatórias no fígado de 

camundongos, atribuindo valores de acordo com a intensidade das lesões: 0 para ausência de 

lesões, 1 para discreto, 2 para moderado e 3 para intenso. As áreas de necrose receberam 

escore 0 para ausência e 1 na presença dessa lesão. Para verificar a localização intralesional 

de L. monocytogenes, imuno-histoquímica foi realizada conforme descrito por Rocha et al. 

(2017) e colaboradores. Resumidamente, as seções foram desparafinizadas, hidratadas e 

incubadas duas vezes com peróxido de hidrogênio a 10% em PBS por 45 min, seguidas de 

incubação com leite desnatado (diluição 1:10) como uma solução bloqueadora por 60 min e 

depois incubadas com anticorpo primário policlonal anti-L. monocytogenes (Listeria O Poly 

Antiserum sorotypes 1,4, Difco, USA) na diluição 1: 500 em albumina sérica bovina a 1% por 

45 min, em câmara umidificada à temperatura ambiente. As lâminas foram lavadas em PBS e 

incubadas com anticorpo secundário biotinilado por 30 minutos à temperatura ambiente, 

lavadas novamente em PBS e, depois, incubadas com complexo estreptavidina-peroxidase (kit 

LSAB; Dako Corporation, EUA) por 30 minutos à temperatura ambiente. A reação foi 

revelada com solução de AEC (Dako) por 10 minutos e as seções foram contrastadas com a 

hematoxilina de Mayer. 

Análise Estatística  

 Os dados de análise de proliferação celular e dosagem de citocinas foram submetidos 

ao teste ANOVA e comparados por teste de Tukey. Para a análise da contagem de UFC foi 

realizada transformação logarítmica e submetidas ao teste ANOVA e comparados por teste de 

Tukey. Para índice vacinal a média do grupo controle foram comparados aos diferentes 

grupos por teste T student. Os dados de sobrevivência foram analisados pelo teste Log-Rank. 

Os dados foram comparados usando o software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Prisma 

software, Inc 5.0, EUA). 
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RESULTADOS 

A colonização bacteriana no fígado de camundongos não difere entre as diferentes fases 

de crescimento utilizando a mesma dose de infecção 

 Ao avaliarmos os camundongos desafiados com L. monocytogenes 1 x 104 

UFC/animal, os animais foram capazes de recuperar da infecção por um período de sete dias, 

sem haver diferença da carga bacteriana encontrada no fígado dos camundongos, 

independentemente da fase de crescimento de Listeria (logarítmica e estacionária). Entretanto, 

os grupos de camundongos desafiados com a dose de 1 x 105 UFC/animal covaleceram da 

doença, com morte acontecendo ao quinto dia de infecção. Utilizando a dose de 1 x 105 

UFC/animal observamos que a recuperação bacteriana no fígado tinha sido semelhante em 

ambas às fases de crescimento bacteriano. Dessa forma, a dose selecionada para os 

experimentos posteriores foi de 1 x 105 UFC/animal de L. monocytogenes em fase 

logarítimica durante cinco dias de infecção (Figura 2). 

 

Figura 2 - Escolha da dose infectante de L. monocytogenes 4b em camundongo Balb/c. 

Camundongos foram desafiados via i.p. utilizando 1 x 104/animal e 1 x 105 UFC/animal nas fases 

logarítmica e estacionária observados por até sete dias. A seleção da dose e fase de crescimento 

bacteriano dos experimentos seguintes foi determinada de acordo com a contagem bacteriana 

encontrada no fígado. (A) Carga bacteriana encontrada no baço e (B) fígado de camundongos 

desafiados com 1 x 104UFC/animal; (C) Carga bacteriana encontrada no baço e (D) fígado de 
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camundongos desafiados com 1 x 105UFC/animal; Os dados foram transformados em dados 

logarítmicos e submetidos a one-way ANOVA e as médias comparadas pelo teste de Tukey (* p 

<0,05). 

A vacina KLM- sem adjunvante não induz proteção em camundongos Balb/c 

desafiados com L. monocytogenes 

A fim de testarmos se a inativação de L. monocytogenes através da irradiação gamma 

seria capaz de proteger camundongos mais sensíveis à infecção por listeriose. Diferentes 

grupos de camundongos Balb/c foram vacinados utilizando KLM- associado ou não a 

adjuvantes normalmente utilizados em pesquisa vacinal laboratorial, como adjuvante de 

Freund’s (FA) (indutor de resposta Th1, importante contra patógenos intracelulares) e 

hidróxido de alumínio (Alum) (indutor de resposta Th2 e produção de anticorpos). A carga 

bacteriana encontrada no baço e fígado de camundongos vacinados apenas com KLM- foi 

semelhante aos grupos não vacinado e vacinado com KLM--Alum (Figura 3A and B). A 

redução da colonização bacteriana em camundongos Balb/c foi observada apenas no grupo 

vacinado com KLM--FA, demonstrando que a vacina inativada constituída por KLM- era 

eficaz só quando associada ao indutor adjuvante da resposta Th1. 

Vacinas de microcápsulas de alginato associado à KLM- são capazes de proteger contra 

a infecção por L. monocytogenes  

Microcápsulas de alginato são consideradas seguras e imunogênicas, utilizadas como 

adjuvante em estudos experimentais (Severino et al., 2019) e a combinação com quitosana 

melhora pode melhorar a resposta vacinal (George and Abraham, 2006). Assim avaliamos se 

vacina de KLM- encapsulada com alginato no modelo murino. Camundongos vacinados com 

KLM- associada ao alginato tiveram menor recuperação bacteriana no baço e fígado, 

semelhante ao que foi observado quando KLM- associada ao adjuvante de Freund’s (Figura 

3C e D). Interessantemente, camundongos vacinados com KLM- encapsulado com alginato-

quitosana também tiveram menor colonização de L. monocytogenes no baço e fígado dos 

animais comparado ao grupo não vacinado, mas tiveram recuperação bacteriana semelhante 

ao que foi observado nos animais vacinados com KLM--alginato e KLM--adjuvante de 

Freund’s (Figura 3C e D). O índice de proteção vacinal dos grupos vacinados com KLM--

adjuvante de Freund’s, KLM--alginato e KLM--alginato-quitosana também foram 

semelhantes (Tabela 2). 
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Figura 3 – Recuperação bacteriana no baço e fígado de camundongos vacinados e desafiados 

com dose subletal de L. monocytogenes. Camundongos vacinados com L. monocytogenes gama 

irradiada (KLM-); KLM- + hidróxido de alumínio (KLM- + Alum), KLM- + adjuvante de Freund 

(KLM- + FA), PBS (não vacinados), KLM--alginato (KLM- + Alg), KLM--alginato-quitosana 

(KLM-- + Alg + Qui) ou cápsulas vazias de alginato + quitosana (Alg + Qui). O baço e o fígado 

foram coletados no quarto dia após o desafio com 1 x 105 UFC L.monocytogenes/camundongo via i.p. 

Cada ponto representa um camundongo e as barras indicam desvio padrão. Os dados foram 

transformados em dados logarítmicos e submetidos a one-way ANOVA e as médias comparadas pelo 

teste de Tukey (* p <0,05). 
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Tabela 2 – Índice de proteção vacinal dos diferentes grupos vacinados. 

KLM- + Adjuvante Freund's * 1,27 

KLM- + Hidróxido Alumínio    0,01 

KLM-    0,60 

KLM- + Alginato * 0,98 

KLM- + Alginato + Quitosana * 1,14 

Alginato + Quitosana    0,49 

      (*) Diferença estatística comparada ao grupo controle (p<0,05). 

A vacina KLM-γ associada ao alginato-quitosana protege camundongos Balb/c contra 

listeriose com redução do insulto hepático 

Surpreendentemente, embora a vacina que consiste em KLM- associada ao alginato-

quitosana tenha apresentado taxas de proteção semelhantes às do KLM-- alginato (Figura 3 

C e D), o grupo de camundongos vacinados com KLM- encapsulado com alginato-quitosana 

foi o único grupo a apresentar menor intensidade de alterações histopatológicas no fígado 

após desafio com L. monocytogenes quando comparado ao grupo controle (Figura 4 E). O 

fígado do grupo não vacinado apresentou áreas de necrose multifocal associada a intenso 

infiltrado neutrofílico (Figura 4A) com bactérias intralesionais (Figura 4C). Enquanto fígado 

de camundongos vacinados com KLM-- alginato-quitosana foi observado infiltrado 

inflamatório histiocítico multifocal discreto com raras áreas de necrose e ausência de 

infiltrado neutrofílico (Figura 4B) e bactérias intralesionais raras (Figura 4D). 
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Figura 4 - Histopatologia hepática de camundongos vacinados e desafiados com dose subletal de 

L. monocytogenes. Camundongos (n = 5 ou 6) imunizados e desafiados com 1 x 105 L. 

monocytogenes/camundongo via intraperitoneal. No quarto dia após o desafio, o fígado de 

camundongos foi coletado e avaliado quanto à lesão inflamatória e necrose. O escore inflamatório foi 

dado de acordo com a intensidade das lesões: 0, ausência; 1, discreto; 2, moderado; 3, intenso. As 

áreas de necrose foram avaliadas com presença (1) ou ausência (0). (A) Necrose multifocal associada a 

intenso infiltrado neutrofílico em camundongos não vacinados infectados com L. monocytogenes (200 



62 
 

X); (B) Presença bacteriana de L. monocytogenes marcadas em vermelho no fígado de camundongos 

não vacinados infectados (200 X); (C) Pequenas áreas de necrose associado a infiltrado histiocítico 

multifocal discreto em camundongos vacinados com KLM--alginato (200 X); (D) L. monocytogenes 

marcadas discretamente em vermelho em camundongos vacinados com KLM--alginato; (200 X); (E) 

Avaliação de escore de fígado dos animais vacinados e desafiados com L. monocytogenes comparado 

com o grupo não vacinado. (* p<0,05). 

Vacina KLM-γ encapsulada alginato-quitosana melhora a sobrevida de camundongos 

desafiados com dose letal de L. monocytogenes 

Neste estudo, observamos que o tipo de adjuvante associado ao KLM- pode 

influenciar na colonização tecidual e na redução de lesões causadas pela infecção por L. 

monocytogenes. Assim, decidimos avaliar se as formulações vacinais de KLM- associadas a 

adjuvantes capazes em reduzir a carga bacteriana, também seriam capazes de proteger 

camundongos contra a dose letal de L. monocytogenes. Observamos que o adjuvante de 

Freund’s, apesar de ser conhecido como indutor de resposta Th1, não foi capaz de proteger 

camundongos quando desafiado com dose letal de L. monocytogenes, com mortalidade de 

100% dos camundongos no quarto dia de infecção. (Figura 5A). Por outro lado, camundongos 

vacinados com KLM- encapsulados com microcápsulas de alginato ou alginato-quitosana 

foram capazes de sobreviver, 30% e 60%, respectivamente, por até 14 dias. Além disso, os 

animais sobreviventes apresentaram recuperação de peso uma semana após o desafio, 

indicando recuperação clínica (Figura 5B). Estes resultados sugerem que o encapsulamento de 

L. monocytogenes gamma irradiada em alginato-quitosana protege contra a listeriose no 

modelo murino. 
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Figura 5 – Curva de sobrevivência e curva de ganho de peso de camundongos vacinados e 

desafiados com dose letal de L. monocytogenes. Dez camundongos Balb/c por grupo: não vacinados; 

vacinado com adjuvante de Freund (FA); KLM- com adjuvante de Freund (KLM- + FA); KLM- 

encapsulado com alginato (KLM- + Alg); O KLM- encapsulado com alginato-quitosana (KLM- + 

Alg + Qui) foram imunizados e desafiados com uma dose letal de 4 x 106 CFU/camundongo e 

observado por 14 dias. Os animais foram pesados com mortalidade registrada diariamente. (A) Curva 

de sobrevivência de camundongos vacinados e desafiados. Os dados são expressos como uma 

porcentagem de animais sobreviventes e foram submetidos ao teste Log-Rank (p <0,01); (B) Peso 

diário de camundongos desafiados com dose letal de L. monocytogenes. O dia "0" representa o dia do 

desafio. Cada ponto representa o peso médio por grupo por 14 dias. 

Ativação da resposta imune in vitro de esplenócitos de camundongos vacinados com 

KLM-γ associado às microcápsulas de alginato com ou sem quitosana. 

 Considerando o potencial vacinal do encapsulamento de KLM-, verificamos a 

resposta imune avaliando a proliferação celular e a produção de citocinas de esplenócitos de 

camundongos vacinados in vivo e estimulados in vitro (Figura 6). Observamos que após o 
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estímulo com KLM-, as células de memória de animais vacinados com microcápsulas de 

alginato e alginato-quitosana associadas foram capazes de responder a estímulos 

imunogênicos com aumento da proliferação celular (Figura 6A), além de produzir uma 

quantidade maior de IFN- e IL-10. (Figura 6B e C). A produção de citocinas foi 

significativamente maior nos grupos vacinados com KLM- associados às microcápsulas de 

alginato e alginato-quitosana em comparação ao grupo não vacinado ou vacinado apenas com 

microcápsulas vazias de alginato (Figura 6B e C). 
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Figura 6 – Resposta imune de esplenócitos de camundongos Balb/c vacinados e estimulados com 

KLM-. Quatorze dias após a vacinação, os baços de camundongos (n = 6 ou 7) foram retirados 

assepticamente e os esplenócitos (5 x 105 células/poço) foram estimulados com RPMI (Meio) ou 

KLM- (1 x 109 UFC/mL) por 72 horas em duplicatas. A resposta proliferativa foi avaliada pelo 
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ensaio MTT. (A) Proliferação de esplenócitos estimulados com RPMI ou KLM-; (B) Quantificação 

de IFN- e (C) IL-10 a partir de esplenócitos. O sobrenadante dos esplenócitos foi removido após 72 

horas e os níveis de citocinas foram avaliados por ELISA. Os dados representam as médias e o desvio 

padrão. Os dados foram submetidos à ANOVA One-Way e comparados pelo teste de Tukey. (* p 

<0,05; ** p <0,01; * p <0,001). 

DISCUSSÃO 

Este estudo demonstra, pela primeira vez, que microcápsulas de alginato-quitosana 

foram capazes de melhorar a imunogenicidade de L. monocytogenes inativadas pela radiação 

gama, protegendo camundongos contra listeriose experimental, reduzindo a colonização 

bacteriana, lesão hepática e mortalidade causada por infecção por L. monocytogenes. Além 

disso, o ensaio in vitro demonstrou que o KLM-γ foi capaz de induzir a proliferação celular e 

a produção de citocinas nos esplenócitos de camundongos vacinados, demonstrando a 

capacidade de induzir resposta imune. 

Pesquisas avaliaram vacinas de patógenos inativados por irradiação gama (Datta et al., 

2006; Sanakkayala et al., 2005; David et al; 2017). A irradiação gama, diferentemente de 

outros processos de inativação por calor ou química, preserva estruturas antigênicas da 

bactéria normalmente destruídas por outros métodos, tornando-a mais eficiente na indução de 

uma resposta imune protetora no modelo murino (Datta et al., 2006). Neste trabalho, a 

vacinação de camundongos apenas com KLM-γ não foi capaz de proteger camundongos 

desafiados por L. monocytogenes. 

Em um estudo anterior de Datta e colaboradores, a vacinação de camundongos 

C57BL/6 usando L. monocytogenes inativados pela radiação gama foi capaz de estimular o 

sistema imunológico de camundongos, com redução da colonização bacteriana e aumento da 

sobrevida, sem a necessidade de associação com adjuvantes. Camundongos da linhagem 

C57BL/6 são considerados mais resistentes à infecção por L. monocytogenes (Boyartchuk et 

al., 2001; D'Orazio et a., 2006). A escolha de modelos animais mais suscetíveis à infecção por 

L. monocytogenes é desejável, a fim de imitar as condições da doença humana, afetando 

principalmente indivíduos imunocomprometidos. Neste estudo, usamos a cepa Balb/c, 

considerada mais sensível à infecção por L. monocytogenes (Boyartchuk et al., 2001; 

D'Orazio et al., 2006). 

Estudos tem demonstrado interesse em vacinas baseadas em nanopartículas preparadas 

com polímeros biodegradáveis e biocompatíveis porque eles não apresentam efeitos colaterais 

e residuais (Zhao et al., 2014). Neste estudo, associamos o antígeno KLM-γ com um 



67 
 

biopolímero que tem sido usado como adjuvante da vacina em modelos experimentais 

(Arenas-Gamboa et al., 2008; Silva et al., 2015a; Silva et al., 2015b). As microcápsulas de 

alginato impedem a degradação do antígeno e permite maior captura e apresentação do 

antígeno para células apresentadoras de antígeno do hospedeiro, promovendo a maturação das 

células dendríticas (Sarei et al., 2013; Li et al., 2013). A eficiência de encapsulamento de 

alginato pode ser melhorada pela associação de microcápsulas à quitosana (George e 

Abraham, 2006; Yu et al., 2009). Adicionalmente, foi descrito que a quitosana tem uma ação 

imunoestimuladora com a produção de citocinas Th1 quando aplicadas subcutaneamente 

(Heffernan et al; 2011). Em nosso estudo, o KLM-γ associado às microcápsulas de alginato-

quitosana apresentou um índice protetor semelhante às microcápsulas de KLM-γ-alginato e 

também foi capaz de estimular a proliferação de esplenócitos e a produção de IFN-γ in vitro. 

Curiosamente, camundongos vacinados com KLM-γ-alginato-quitosana demonstraram maior 

sobrevida na dose letal de L. monocytogenes e mlehor índice de proteção vacinal (1,14). Além 

disso, o grupo apresentou menor intensidade de lesão hepática devido à infecção por L. 

monocytogenes. Estudos apontam para o efeito anti-inflamatório da quitosana quando 

utilizado em modelo experimental de fibrose hepática com redução das enzimas aspartato 

transaminase (AST), alanina transaminase (ALT) e fosfatase alcalina (ALP) (Wang et al., 

2018). Quando utilizado em modelo de carcinoma hepatocelular induzido em ratos, a 

quitosana demonstrou possuir ação antioxidante e propriedades antilipidêmicas (Subhapradha 

et al., 2017). 

Como esperado, a vacinação de camundongos com KLM-γ associado ao adjuvante de 

Freund’s, mas não com hidróxido de alumínio, reduz a carga bacteriana nos tecidos de 

camundongos infectados com L. monocytogenes. O hidróxido de alumínio é amplamente 

utilizado em vacinas virais humanas comerciais (hepatite A e B e tétano), sendo considerado 

um adjuvante indutor da resposta imune Th2 e anticorpos neutralizantes (He et al., 2015). No 

entanto, a resposta imune do hidróxido de alumínio não foi protetora contra bactérias 

intracelulares (Sun et al., 2008), como L. monocytogenes. O adjuvante de Freund’s, usado 

exclusivamente em estudos experimentais, é um adjuvante indutor de resposta imune celular 

tipo Th1 com produção de citocinas como IFN-γ (Shibaki e Katz, 2002), essencial para o 

controle de infecções por L. monocytogenes. (Calderon-Gonzalez, 2014). 

Surpreendentemente, apesar da vacinação com KLM-γ associada ao adjuvante de 

Freund’s ser eficaz na redução da carga bacteriana em camundongos infectados com L. 

monocytogenes, ela não foi capaz de reduzir os danos no fígado ou impedir a morte de 
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camundongos desafiados com a dose letal de L. monocytogenes, como observado em 

camundongos vacinados com KLM-γ encapsulado com alginato-quitosana. O estímulo 

exacerbado da resposta imune inflamatória pelo adjuvante de Freund’s prejudica clinicamente 

os camundongos vacinados. Trata-se de um adjuvante irritante, capaz de estimular a alta 

produção de IFN-γ pelas células natural killer (NK) (Victoratos et al., 1997). Além disso, a 

ativação exacerbada de células NK com superexpressão de IFN-γ, induzida pela dose letal de 

L. monocytogenes, impede a resposta antibacteriana do hospedeiro, limitando a mobilização 

de granulócitos aos locais de infecção, tornando-o suscetível a L monocytogenes (Viegas et 

al., 2013). 

 

CONCLUSÃO 

A imunização de camundongos com KLM-γ encapsulada com microcápsulas de 

alginato-quitosana são capazes de reduzir a colonização bacteriana com menor alteração 

hepática, estimulando a resposta imune e prevenindo a mortalidade por listeriose no modelo 

murino. Este estudo demonstrou que L. monocytogenes gama irradiada pode ser uma 

ferramenta importante para o desenvolvimento de vacinas seguras contra a listeriose e, que as 

microcápsulas de alginato-quitosana, funcionam como potenciais adjuvantes vacinais quando 

associados a bactérias gamma irradiadas.  
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CAPÍTULO III 

Construção de proteína quimérica constituída de epítopos preditos de L. monocytogenes 

candidata a vacina contra listeriose em modelo murino 

INTRODUÇÃO 

Listeriose é uma doença bacteriana provocada por Listeria monocytogenes e 

transmitida via alimento (“food borne disease”), que acomete principalmente indivíduos 

imunossuprimidos, idosos, mulheres gestantes, e crianças (Abram et al., 2002).  Nos Estados 

Unidos é a terceira doença de origem alimentar responsável por causar hospitalizações com 

altas taxas de letalidade (20%) das pessoas envolvidas (Cruz et al., 2008). As manifestações 

clínicas neurológicas e reprodutivas são as formas mais graves da doença, sintomas que 

também são observados nos pequenos e grandes ruminantes infectados (Vázquez-Boland et 

al, 2001).  

Atualmente, são reconhecidas 18 espécies do gênero Listeria: L. monocytogenes, L. 

seeligeri, L. ivanovii, L. welshimeri, L. marthii, L. innocua, L. grayi, L. fleischmannii, L. 

floridensis, L. aquatica, L. newyorkensis, L. cornellensis, L. rocourtiae, L. 

weihenstephanensis, L. grandensis, L. riparia, L. booriae (Orsi e Wiedmann, 2016) e L. 

costaricensis (Núñez-Montero et al., 2018). A espécie mais patogênica e a principal 

responsável por causar doença em humanos e animais é L. monocytogenes (Vázquez-Boland 

et al, 2001). Embora, Listeria ivanovii seja também capaz de causar doença em ruminantes 

(Chand e Sadana, 1999; Hofer et al., 2000) com alguns relatos da doença em humanos (Snapir 

et al. 2006; Guillet et al. 2010). 

De acordo Ivanek e colaboradores (2004), apesar do aumento de surtos de listeriose 

em todo o mundo e do impacto na saúde pública e economia considerável para a indústria de 

alimentos provocada pela doença, às medidas preventivas de controle bacteriano são voltadas 

apenas para os alimentos, com notificação obrigatória ocorrendo apenas em alguns países do 

continente Europeu, Africano e da América do Norte. 

A dificuldade da produção de vacinas contra patógenos intracelulares se baseia no 

estilo de vida intracelular do microorganismo com a imunidade protetora dependente de 

resposta mediada por linfócitos T seja CD4+ ou CD8+ (Griffiths e Khader, 2014). Assim, um 

dos maiores desafios é a geração de uma resposta de células T de memória apropriada, 

localizadas no local de predileção do patógeno, garantindo a eliminação do agente de forma 

segura para o hospedeiro (Griffiths e Khader, 2014).  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=N%C3%BA%C3%B1ez-Montero%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29458479
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Vacinas consideradas seguras são as vacinas inativadas, ou constituídas de DNA do 

patógeno, ou de peptídeos, ou de proteínas recombinantes. Algumas vacinas contendo 

peptídeos imunogênicos específicos de L. monocytogenes têm sido descritas contra listeriose, 

incluído de listeriolisina O (LLO) (Kono et al., 2012; Calderon-Gonzalez, 2015; Calderón-

Gonzalez et al, 2016) e Gliceraldeído 3-fosfato desidrogenase (GAPDH) (Calderon-Gonzalez, 

2014; Calderon-Gonzalez, 2015; Calderón-Gonzalez et al, 2016; Calderón-Gonzalez et al, 

2017).  Por se tratar de vacinas proteicas, o uso de adjuvantes é fundamental para estímulo da 

resposta Th1.  

A utilização de ferramentas de bioinformática analisando múltiplos genomas associado 

à tecnologia sequencial deu origem a um novo conceito de construção de vacinas constituídas 

de DNA recombinante. A predição in silico calcula, por afinidade, quais epítopos de um 

antígeno se ligam as moléculas do complexo de histocompatibilidade (MHC) do hospedeiro. 

Analisando e organizando as informações de dados computacionais e matemáticos, os dados 

imunológicos em larga escala, para serem interpretadas de maneira imunologicamente 

significativas (Soria-Guerra et al., 2015). 

A construção da proteína quimérica é formada por peptídeos preditos considerados 

imunogênicos, potencialmente imunoprotetores, que serão fundidos em uma única molécula, a 

ser processada e reconhecida pelos receptores de células TCD4+ e TCD8+ (Soria-Guerra et al., 

2015). 

Desta forma, propomos a construção de uma proteína quimérica formada apenas por 

peptídeos imunogênicos preditos de L. monocytogenes para uso vacinal. A proteína quimérica 

associada a um forte adjuvante indutor de resposta Th1 poderá resultar em uma candidata 

vacinal, eficaz e segura. Inicialmente, testada em camundongo, considerado modelo de 

escolha para o estudo de resposta imune contra listeriose (Drevets e Bronze, 2008; Hoelzer et 

al., 2012, D’Orazio et al., 2014). Como prova de conceito, para testar esta hipótese, 

produzimos uma proteína quimérica formada por uma sequência de 22 peptídeos oriundos de 

proteínas de L. monocytogenes preditos in silico como epítopos de célula T de camundongos. 

  



76 
 

MATERIAL E MÉTODOS 

Cepas bacterianas, plasmídeos e condições de cultivo 

O cultivo e manipulação bacteriana foram realizados no Laboratório de Patologia 

Molecular de biossegurança nível 2 da Escola de Veterinária da UFMG.  

Cepas bacterianas utilizadas neste estudo incluem Escherichia coli XL-1Blue 

(Phoneutria, Brasil) e E. coli BL21 Star [F- ompT hsdSB (rB- mB-) gal dcm rne131 (DE3)] 

(Phoneutria, Brasil). E. coli cepa XL-1Blue foi usada para clonagem do plasmídeo pPRQ e E. 

coli BL21 (DE3) utilizada para a expressão da proteína. Cepas de E. coli foram cultivadas à 

37ºC em ágar ou caldo Luria-Bertani (LB) (triptona 1%, extrato de levedura 0,5% e NaCl 1%) 

suplementado quando requerido com canamicina (100 μg/mL, Gibco, EUA).  

O plasmídeo utilizado neste estudo foi o pET28a (+) (EMD Bioscience, EUA) 

contendo um gene artifical codificador de uma proteína quimérica recombinante de L. 

monocytogenes LM22QR ligada a sequência de 6 histidinas (6xHis) na sua porção carboxi-

terminal, denominado de PRQLM (Genscript, EUA). O plasmídeo contém o gene de 

resistência a canamicina.  

Amostras da cepa de L. monocytogenes sorotipo 4b (ATTC 19115), utilizada no 

experimento de proteção em camundongos, foram cultivadas em 10 mL de caldo BHI (Brain 

Heart Infusion, Kasvi, EUA) à 37°C por 15 horas sob agitação a 200 rpm. O pré-inóculo 

bacteriano foi ajustado para uma concentração de 1 x 108 UFC/mL, determinada por 

espectofotometria (SmartSpec Plus, Bio-Rad, EUA) em uma densidade óptica de 600 nm, e 

500 µL do pré inóculo foi adicionado a um novo meio de cultivo BHI de 10 mL a 37°C, por 

aproximadamente 3 horas, sob agitação a 200 rpm até atingir uma concentração de 1 x 109 

UFC/mL.  

Predição in silico de epítopos para células T de proteínas de Listeria spp. 

Sequências do genoma completo de Listeria spp. foram selecionadas de acordo com as 

espécies capazes de causar doença em humanos e/ou animais obtidas no GenBank e NCBI 

(National Center for Biotechnology Information - https://www.ncbi.nlm.nih.gov) (Tabela 3). 

A predição ocorreu por meio da análise completa dos genomas e também de proteínas 

imunogênicas de Listeria sp. com sequência de aminoácidos obtidas no GenBank (Tabela 4). 
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As sequências foram disponibilizadas para um servidor no Laboratório de Imunologia 

e Genômica de Parasitos (LIGP) no Departamento de Parasitologia do Instituto de ciências 

Biológicas da Universidade Federal de Minas Gerais (ICB/UFMG). 

Tabela 3 – Referências das cepas de Listeria depositadas no NCBI selecionadas para predição 

imunogênica. 

Bactéria Referência da sequência 

Listeria monocytogenes EGD-e cromossomo NC_003210.1 

Listeria monocytogenes EGD NC_022568.1 

Listeria monocytogenes Clip80459 sorotipo 4b NC_012488.1 

Listeria monocytogenes sorotipo 1/2a str. 08-6569 NZ_CP006858.1 

Listeria ivanovii WSLC3009 NZ_CP007172.1 

Tabela 4 – Proteínas imunogênicas selecionadas para predição in silico. 

Proteína GenBank 

Proteína p60 ABI51620.1 

Gliceraldeído 3-fosfato desidrogenase (GAPDH) CWW15582.1  

Listeriolisina O (LLO) KKO43736.1 

Internalina A  CAC20628.1 

ActA 

Ivanolisina 

AAS84786.1 

CAA42995.2 

 

Análise in silico para predição para epítopos específicos para receptor MHC 

(moléculas do complexo principal de histocompatibilidade) de classe I de linfocitos T CD8+ 

de camundongo foram realizados pelo programa netMHC (3.4), por triagem manual, levando 

em consideração os epítopos a serem preditos para os seis alelos de camundongos Balb/c (H-

2-Kd, H-2-Dd, H-2-Db, H-2-Ld, H-2-Kk, H-2-Kb).  

A análise in silico para a predição de epítopos para receptor MCH de classe II de 

linfócito T CD4+ foi realizada usando o programa netMHCII 2.2 server (Nielsen et al., 2009), 

também por uma triagem manual, avaliando dois alelos de camundongos (H-2-IAb, H-2-IAd) 

Construção do plasmídeo para expressão da proteína quimérica recombinante  

Os peptídeos preditos como epítopos de MHC I e de MHC II oriundos de proteínas 

sabidamente imunogênicas e extraídos do genoma completo de Listeria sp. que apresentaram 

escore de afinidade de ligação, foram selecionados para a construção da proteína. 

Após uma análise de sobreposição dos peptídeos selecionados, na qual se compara 

peptídeos com regiões em comum, foram fusionados, criando-se peptídeos únicos. Peptídeos 



78 
 

repetidos para MHC I e MHC II foram excluídos, com a sequência da proteína recombinante 

construída com 22 peptídeos únicos preditos e contendo 331 aminoácidos unidos por uma 

sequência ligante de glicina (3xGli) entre cada epítopo, e iniciada com um metionina. A 

sequência de nucleotídeos da proteína recombinante foi analisada para otimização dos códons 

disponível em: http://www.ebi.ac.uk/Tools/st/emboss_backtranseq/. A sequência otimizada 

para expressão em E. coli, denominada LM22QR, foi sintetizada comercialmente (Genscript). 

A sequência foi clonadano vetor PET28a (+) gerando o plasmídeo PRQLM (Genscript). Na 

construção deste plasmídeo, após análise de sítios de restrição (Neb cutter nc2.neb.com), a 

inserção do gene sintético codificador da proteína quimérica recombinante LM22QR ocorreu 

entre os sítios das enzimas NcoI e XhoI, fusionado a cauda de histidina c-terminal e ao um 

códon finalizador TAG. Dois nucleotídeos GG foram acicionados ao início da sequência da 

LM22QR para manter o frame com o códon ATG do plasmídeo localizado no sítio de 

restrição NcoI A sequência correta da construção foi confirmada pela empresa (Genscript). 

Transformação em Escherichia coli  

O plasmídeo PRQLM contendo a sequência de nucleotídeos da proteína LM22QR foi 

clonado em E. coli eletrocompetentes da linhagem XL-1Blue e BL21 (DE3) para clonagem 

do plasmídeo e expressão de proteína recombinante, respectivamente. 

Para transformação 40 μL de E. coli eletrocompetente foram adicionados a 1 μL de 

plasmídeo e homogeinizados gentilmente. Em seguida as amostras foram transferidas para 

cubetas de eletroporação de 0,1 cm (Bio-Rad, USA), e submetidas a um pulso de 1,8 kV. 

Após a eletroporação, foi adicionado 1 mL de SOC (2% de triptona, 0.5% de extrato de 

levedura, 10 mM NaCl, 2.5 mM KCl, 10 mM MgCl2, 10 mM MgSO4 e 20 mM glicose) e 

transferido para um microtubo, seguido por incubação 37ºC sob agitação a 200 rpm por 1 

hora. Após a incubação, a amostra foi plaqueada em meio sólido LB (10 g/L de triptona, 5 g/L 

de extrato de levedura, 10 g/L de NaCl, 15 g/L de ágar bacteriológico), contendo 100 μg/mL 

de canamicina (Gibco, EUA), e incubada a 37ºC por 24 horas. Colônias cultivadas em ágar 

LB contendo canamicina foram selecionadas e armazenadas -80ºC. 

Expressão da proteína LM22QR em Escherichia coli 

E. coli BL21 (DE3) contendo o plasmídeo PRQLM congelada foi semeada em meio 

ágar LB com canamicina (100 μg/mL), e incubada a 37ºC com 5% de CO2 por 24 horas. Uma 

colônia isolada de bactéria foi inoculada em 50 mL de meio de cultura LB contendo 
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canamicina (100 μg/mL) e incubada a 37ºC sob agitação de 180 rpm por 16 horas. Após esse 

período, o inóculo foi diluído na proporção de 1:20 em 1.000 mL de LB com canamicina (100 

μg/mL) e incubada a 37ºC, 220 rpm até atingir a densidade óptica 6000 (0,6-0,8), mensurada 

por espectofotômetro (SmartSpec, Bio-Rad, EUA). Para indução da expressão da proteína, 

após atingir densidade óptica desejada, foram adicionados 1mM de isopropyl β-D-1-

thiogalactopyranoside (IPTG, Invitrogen, EUA) a 30ºC sob agitação a 220 rpm por 4 horas 

Após as 4 horas de indução, a cultura foi centrifugada a 4.000 g por 30 minutos a 4ºC na 

centrífuga 5810R (Eppendorf, Alemanha) e, em seguida, armazenada a -80ºC. Alíquotas da 

cultura antes da adição de IPTG, e após o período de indução foram coletadas e congeladas 

para utilização como controle de expressão. Amostras de E. coli BL21 vazia (sem o 

plasmídeo) não induzida e induzida foram também adicionadas como controles. Todas as 

alíquotas foram analisadas por eletroforese de gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato 

de sódio (SDS/PAGE). Alíquota de E. coli BL21 induzida também foi coletada para realizar o 

teste de solubilidade da proteína LM22QR.  

Teste de solubilidade proteína quimérica LM22QR 

Após a indução, foi coletado 1 mL da cultura para o teste de solubilidade e adicionada 

Lisozima (Sigma, EUA) a 100 μg/mL. A suspensão foi submetida a 10 ciclos de 

congelamento em nitrogênio líquido e descongelamento em banho-maria à 37ºC e 10 

passagens em seringa de insulina (1 mL, 26G, 0,45x13 mm, BD, Bélgica). A amostra foi 

centrifugada por 10 minutos a 11.000 g, para a separação da fração solúvel (sobrenadante) e 

insolúvel (sedimento). A fração insolúvel da amostra foi ressuspendida em 150 µL de água 

Milli-Q. As frações obtidas da amostra foram analisadas em SDS/PAGE objetivando avaliar 

em qual fração se encontrava a proteína recombinante. 

Eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sódio (SDS/PAGE) 

Vinte μL de suspensões bacterianas induzidas e não induzidas ou lisadas e 

fraccionadas foram adicionados a 5 μL de tampão de amostra SDS (dodecil sulfato de sódio) 

(25% de solução a 0,5 M Tris-HCl - Invitrogen, EUA, pH 6,8; 20% de glicerol; 4% de 

betamercaptoetanol; 0,2% de azul de bromofenol; 4% de SDS). As amostras foram aquecidas 

a 100ºC por 5 minutos e submetidas em seguida ao SDS-PAGE. Foram utilizados 20 μL de 

marcador de peso molecular para proteína (SeeBlueTM Plus2, Invitrogen). Para o SDS-PAGE, 

inicialmente, preparou-se o gel de separação a 12% utilizando acrilamida 30% (29% de 
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acrilamida - Invitrogen, 1% N,Nmetileno-bis-acrilamida - Invitrogen) 1,5 M Tris-HCl pH 8,8 

(Invitrogen), SDS 10%, persulfato de amônio 10% e 0,05% de Tetrametiletilenediamine 

UltraPure (TEMED) (Invitrogen). Em seguida, o gel de concentração a 4% foi preparado de 

modo semelhante ao gel de separação, porém utilizando o tampão Tris-HCl 1,0 M com pH de 

6,8. 

A eletroforese ocorreu em tampão de corrida Tris-glicina pH 8,0 (Tris 25 mM, Glicina 

0,25 mM, SDS 0,1%) sob à voltagem de 80 V por 40 minutos e, em seguida, a voltagem era 

alterada para 115 V por aproximadamente 2 horas a uma tensão constante de 110V. Após a 

corrida, o gel foi corado por solução de azul de Coomassie (Coomassie Brilhant Blue G-250 

0,25%, metanol 50% e ácido acético 10%) por 16 horas e descorado em solução de etanol 

10% e ácido acético 5%. 

Purificação de proteína quimerica LM22QR  

 

A proteína recombinante contendo cauda de 6xHis foi purificada usando 

cromatografia de afinidade por íons de Níquel (Ni2+) conjugados com quelante de Sepharose e 

solubilizada em 8 M de ureia. O sedimento da suspensão bacteriana obtido após a etapa da 

indução de expressão foi ressuspendido em 50 mL (para cada 1.000 mL de cultura) de tampão 

de lise [PBS contendo 30 mM de imidazol (Sigma-Aldrich), 8 M de ureia, lisozima 100 

μg/mL (Sigma-Aldrich)]. Em seguida, o extrato foi lisado no sonicador (Sonics Vibra-Cell 

VC130, American Laboratory Trading, EUA), realizando 10 ciclos (40% de potência) de 1 

minuto intercalando com banho de gelo por 1 minuto. O lisado foi centrifugado a 4.000 g a 

4ºC por 30 minutos e o sobrenadante (fração solúvel) foi coletado e filtrado com filtro de 

seringa 0,45 μm. O lisado filtrado foi então purificado por cromatografia de afinidade no 

sistema AKTAprime (GE Healthcare, EUA), utilizando coluna de afinidade His Trap HP (5 

mL, GE Healthcare). A coluna foi previamente lavada com solução de tampão A (PBS 

contendo 30 mM de imidazol) e a eluição foi feita com tampão B (PBS contendo imidazol 

500 mM). As frações obtidas em toda a extensão do pico de absorbância, observadas na 

eluição, foram mantidas a uma temperatura de 4ºC e analisadas quanto à integridade e pureza 

da proteína por SDS-PAGE. 

Após purificação, a proteína eluida em solução tampão, contendo 8 M de uréia, é 

lavada com tampão PBS através do sistema AKTAprime (GE Healthcare) utilizando a coluna 

Hiprep Desalting 53 mL (GE Healthcare). Alíquotas das frações obtidas neste processo foram 

também avaliadas por SDS-PAGE.  Ao final de todo o procedimento as proteínas foram 
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mantidas a 4ºC, até o mometo de uso. As concentrações proteicas das amostras purificadas 

foram dosadas pelo método colorimétrico do ácido Bicinconínico (BCA) utilizando o kit BCA 

Protein Assay (Thermo Scientific, EUA) seguindo as instruções do fabricante. 

Western blot da proteína recombinante quimérica  

A confirmação da expressão da proteína recombinante foi feita através do Western blot 

utilizando o anticorpo anti-cauda 6xHis. Alíquotas de lisado bruto de E. coli BL21: vazia não 

induzida (V-NI); vazia induzida (V-I); contendo o plasmídeo PRQLM não induzida (P-NI); 

contendo o PRQLM induzida (P-I) e amostra de proteína recombinante purificada foram 

adicionadas ao tampão de amostra SDS e submetidas ao SDS-PAGE.  

As amostras foram transferidas para membranas de polyvinylidene difluoride (PVDF) 

com microporos de 45 μc (Immobilon®-P, Millipore, EUA), a 115 V, 350 mA por 1 hora a 

4ºC, utilizando o sistema Mini Trans-Blot (BioRad), imersas em tampão de transferência 

contendo 48 mM de Tris base, 39 mM de glicina, 20% v/v de álcool metílico. A membrana 

foi incubada por 1 hora, sob agitação em solução de bloqueio, contendo: Tris tampão salina 

(TBS) (50 mM tris, 150 mM NaCl e pH 7,5) adiconado 0,1% de Tween-20 (solução TBS-T), 

contendo 5% de leite desnatado em pó (Molico, Brasil). Após o bloqueio, realizou-se três 

lavagens da membrana com TBS-T por 5 minutos e, em seguida, a membrana foi incubada 

com anticorpo primário monoclonal 6xHis epitope tag Antibody (Thermo Scientific, EUA) na 

diluição 1:3.000 em solução de TBS-T contendo 2% de leite desnatado em pó, por 18 horas a 

4ºC, sob agitação. A membrana foi lavada três vezes com TBS-T e incubada com anticorpo 

secundário anti-mouse IgG (Sigma-Aldrich) na diluição 1:2.000 por 1 hora a temperatura 

ambiente sob agitação. Após três novas lavagens da membrana com solução TBS-T, realizou-

se a revelação com DAB (3,3'-diaminobenzidine, Dako, EUA), seguida pela parada da 

revelação, adicionando água destilada. 

Vacinação de camundongos Balb/c com LM22QR  

Para realizar uma avaliação preliminar do potencial de proteção contra listeriose da 

proteína quimérica LM22QR foram utilizados 20 camundongos, fêmeas Balb/c, com sete 

semanas de idade distribuídas em dois grupos vacinais, sendo: Proteína LM22QR (PQR) 

(n=10); Proteína LM22QR-adjuvante de Freund’s (PQR + FA) (n=10) realizados em dois 

experimentos independentes. Os camundongos receberam duas doses vacinais, no intervalo de 

duas semanas por via subcutânea (s.c), aplicadas em dois locais diferentes, próximo à base da 
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cauda e na região dorsal do pescoço, totalizando um volume final de 150 µL. Cada 

camundongo vacinado recebeu 30 µg de proteína LM22QR por dose. As vacinas contendo 

adjuvante de Freund’s (Sigma-Aldrich) foram preparadas nas proporções de 1:1 

(proteína:adjuvante), conforme recomendado pela empresa. Quatorze dias após a última dose 

vacinal, os animais foram desafiados por via intraperitoneal com 1 x 105 UFC/animal de L. 

monocytogenes e foram submetidos a eutanásia com dose letal de cloridrato de xilazina 2% 

(30 mg/kg) e cloridrato de cetamina 1% (300 mg/kg) por via intraperitoneal (i.p.), quatro dias 

após o desafio. Os animais eram observados diariamente para avaliação de mortalidade após 

desafio. Baço e fígado foram pesados e fragmentos de baço e fígado foram coletados para 

contagem de UFC.  

Todos os procedimentos experimentais com animais foram aprovados pelo Comitê de 

Ética Institucional em Experimentação Animal da Universidade Federal de Minas Gerais 

(protocolo CEUA 144/2017). Camundongos foram distribuídos aleatoriamente e 

aclimatizados, uma semana antes do início da vacinação, em uma sala a 22ºC, 12 horas de 

luz/12 horas de ciclo escuro, com acesso livre a comida e água. 

Análise Estatística  

Para a análise da contagem de UFC foi realizada transformação logarítmica e 

submetidas ao teste ANOVA. As médias foram comparadas através de T Student com auxílio 

do software GraphPad Prisma 5.0 (GraphPad Prisma software, Inc 5.0, EUA). 
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RESULTADOS 

Predição de epítopos para construção da proteína LM22QR 

Após predição in silico de epítopos de células T foram observados um total de 27 

peptídeos para alelos de MHC I (H-2-Kd, H-2-Dd, H-2-Db,  H-2-Ld, H-2-Kk, H-2-Kb) e 22 

peptídeos para alelos de MHC II (H-2-IAb, H-2-IAd), totalizando 49 peptídeos preditos para 

imunização de camundongos (Tabela 5 e 6). Entretanto, após análise de sobreposição, houve 

redução da quantidade de peptídeos, sendo selecionados 15 preditos para MHC I, 3 preditos 

apenas para MHC II, mais 3 preditos para ambos os receptores e uma fusão de dois peptídeos 

(Tabela 7). 

Tabela 5 – Total de epítopos preditos in silico para MHC I de células T. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Peptídeos Sequência Alelo 

AFKAVNNSL CAA42995_2_Ivan H-2-Kd 
AGPNTNGSQ P84343_1_NcCyP H-2-Dd 
AYISSVAYG CAA42995_2_Ivan H-2-Kd 
EYIETTSKA CAA42995_2_Ivan H-2-Kd 
FSGTVTQPL CAC20628_1_Inte H-2-Db 
GPNTNGSQF P84343_1_NcCyP H-2-Ld 
GTLASLTNL CAC20628_1_Inte H-2-Ld, H-2-Kd 
GVPIAYTTN CAA42995_2_Ivan H-2-Dd 
KAVNNSLNV CAA42995_2_Ivan H-2-Db 
KEGYTFKGW CAC20628_1_Inte H-2-Kk 
KMPANDITL CAC20628_1_Inte H-2-Dd, H-2-Db 
LAWEWWRTV KKO43736_1_List H-2-Kb 
NGFGRIGRL CWW15582_1_Glic H-2-Dd 
NPPAYISSV CAA42995_2_Ivan H-2-Ld 
NQISDLTPL CAC20628_1_Inte H-2-Kd, H-2-Db 
NQLEDISPI CAC20628_1_Inte H-2-Db 
PTIASASTV ABI51620_1_Prot H-2-Kd 
SGAGVDNSI ABI51620_1_Prot H-2-Dd, H-2-Kd 
SINQNNADI KKO43736_1_List H-2-Db 
SLNVNFGAI KKO43736_1_List H-2-Db 
SYTNEVSYT CAC20628_1_Inte H-2-Kd 
TIASASTVV ABI51620_1_Prot H-2-Kd 
TPLGILTNL CAC20628_1_Inte H-2-Ld 
VPIAYTTNF CAA42995_2_Ivan H-2-Kb, H-2-Ld 
WNNLSSSSI ABI51620_1_Prot H-2-Kd 
YLPGNARNI KKO43736_1_List H-2-Dd 
YTFKGWYDA CAC20628_1_Inte H-2-Ld 
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Tabela 6 – Total de epítopos preditos in silico para MHC II de células T. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 7 – Epítopos preditos selecionados para construção da proteína LM22QR 

Peptideo Receptor de afinidade Proteína Afinidade 

SGAGVDNSI MHCI Proteina p60 Fraca 
WNNLSSSSI MHCI Proteina p60 Forte 
GVPIAYTTNF MHCI Ivanolisina Forte 
AFKAVNNSLNV MHCI Ivanolisina Forte 
NPPAYISSVAYG MHCI Ivanolisina Fraca 
EYIETTSKA MHCI Ivanolisina Fraca 
YTFKGWYDA MHCI e II Internalina A Fraca 
NQISDLTPLGILTNL MHCI Internalina A Forte 
GTLASLTNL MHCI Internalina A Fraca 
KMPANDITL MHCI Internalina A Forte 
NQLEDISPI MHCI Internalina A Forte 
NGFGRIGRL MHCI GAPDH Fraca 
LAWEWWRTV MHCI Listeriolisina O Fraca 
SINQNNADI MHCI Listeriolisina O Fraca 
SLNVNFGAI MHCI Listeriolisina O Forte 
YLPGNARNI MHCI Listeriolisina O Fraca 
MKKATIAATAGIAVTAFAAPTIASASTVVVEA MHCI e II Proteina p60 Forte 
SLTYPGALVKANSELVE MHCII Ivanolisina Fraca 
PDITWNLPSYTNEVS MHCII Internalina A Fraca 
TFSGTVTQPLKAIFN MHCI e II Internalina A Fraca 
LTYPGALVKANSELV MHCII Listeriolisina O Fraca 
SMANAGPNTNGSQFF MHCI e II Peptidil-prolil 

isomerase 
Fraca 

Peptídeo em negrito refere-se a dois peptídeos preditos próximos fundindos. 

Peptídeos em vermelho indicam região de fusão. 

 

Peptídeos Sequências Alelo 

AAPTIASASTVVVEA ABI51620.1 H-2-IAb 
AFAAPTIASASTVVV ABI51620.1 H-2-IAb 
AGIAVTAFAAPTIAS ABI51620.1 H-2-IAb 
ATAGIAVTAFAAPTI ABI51620.1 H-2-IAb 
ATIAATAGIAVTAFA ABI51620.1 H-2-IAb 
AVTAFAAPTIASAST ABI51620.1 H-2-IAb 
FAAPTIASASTVVVE ABI51620.1 H-2-IAb 
GIAVTAFAAPTIASA ABI51620.1 H-2-IAb 
IAVTAFAAPTIASAS ABI51620.1 H-2-IAb 
KATIAATAGIAVTAF ABI51620.1 H-2-IAb 
KKATIAATAGIAVTA ABI51620.1 H-2-IAb 
TYPGALVKANSELV KKO43736.1 H-2-IAb 
MKKATIAATAGIAVT ABI51620.1 H-2-IAd, H-2-IAb 
PDITWNLPSYTNEVS CAC20628.1 H-2-IAb 
SLTYPGALVKANSEL CAA42995.2 H-2-IAb 
SMANAGPNTNGSQFF P84343.1 H-2-IAb 
TAFAAPTIASASTVV ABI51620.1 H-2-IAb 
TAGIAVTAFAAPTIA ABI51620.1 H-2-IAb 
TFSGTVTQPLKAIFN CAC20628.1 H-2-IAb 
TIAATAGIAVTAFAA ABI51620.1 H-2-IAd, H-2-IAb 
TYPGALVKANSELVE CAA42995.2 H-2-IAb 
VTAFAAPTIASASTV ABI51620.1 H-2-IAb 
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Construção proteína quimérica LM22QR 

 A proteína quimérica LM22QR foi construída utilizando metionina inicial, 22 epítopos 

de células T preditos selecionados ordenados com epítopos MHC II seguidos de epítopos de 

MHC I conectados por uma sequência ligante de 3xGli (GGG). De acordo com análise 

realizada no sequence manipulation suite 

(https://www.bioinformatics.org/sms2/protein_mw.html) a proteína quimérica final gerada 

tem 1.023 pares de base, 341 aminoácidos e peso molecular de 33,3 kilodaltons (kDa), ponto 

isoelétrico pH 6,23. A sequência de nucleotídeos e de aminoácidos da proteína quimérica 

recombinante final expressa no plasmídeo PRQLM estão representadas na Figura 7. 
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A 

MKKATIAATAGIAVTAFAAPTIASASTVVVEAGGGSLTYPGALVKANSELVEGGGPD

ITWNLPSYTNEVSGGGTFSGTVTQPLKAIFNGGGLTYPGALVKANSELVGGGSMANA

GPNTNGSQFFGGGSGAGVDNSIGGGWNNLSSSSIGGGGVPIAYTTNFGGGAFKAVNN

SLNVGGGNPPAYISSVAYGGGGEYIETTSKAGGGKEGYTFKGWYDAGGGNQISDLTP

LGILTNLGGGGTLASLTNLGGGKMPANDITLGGGNQLEDISPIGGGNGFGRIGRLGGG

LAWEWWRTVGGGSINQNNADIGGGSLNVNFGAIGGGYLPGNARNI 

B 

ccatggggatgaaaaaagcgaccattgcggcgaccgcgggcattgcggtgaccgcgtttgcggcgccgaccattgcgagcgcgag

caccgtggtggtggaagcgggcggcggcagcctgacctatccgggcgcgctggtgaaagcgaacagcgaactggtggaaggcgg

cggcccggatattacctggaacctgccgagctataccaacgaagtgagcggcggcggcacctttagcggcaccgtgacccagccgc

tgaaagcgatttttaacggcggcggcctgacctatccgggcgcgctggtgaaagcgaacagcgaactggtgggcggcggcagcatg

gcgaacgcgggcccgaacaccaacggcagccagttttttggcggcggcagcggcgcgggcgtggataacagcattggcggcggc

tggaacaacctgagcagcagcagcattggcggcggcggcgtgccgattgcgtataccaccaactttggcggcggcgcgtttaaagc

ggtgaacaacagcctgaacgtgggcggcggcaacccgccggcgtatattagcagcgtggcgtatggcggcggcggcgaatatattg

aaaccaccagcaaagcgggcggcggcaaagaaggctatacctttaaaggctggtatgatgcgggcggcggcaaccagattagcgat

ctgaccccgctgggcattctgaccaacctgggcggcggcggcaccctggcgagcctgaccaacctgggcggcggcaaaatgccgg

cgaacgatattaccctgggcggcggcaaccagctggaagatattagcccgattggcggcggcaacggctttggccgcattggccgcc

tgggcggcggcctggcgtgggaatggtggcgcaccgtgggcggcggcagcattaaccagaacaacgcggatattggcggcggca

gcctgaacgtgaactttggcgcgattggcggcggctatctgccgggcaacgcgcgcaacattctcgagcatcatcatcatcatcatt

ag 

C 

MGMKKATIAATAGIAVTAFAAPTIASASTVVVEAGGGSLTYPGALVKANSELVEGG

GPDITWNLPSYTNEVSGGGTFSGTVTQPLKAIFNGGGLTYPGALVKANSELVGGGSM

ANAGPNTNGSQFFGGGSGAGVDNSIGGGWNNLSSSSIGGGGVPIAYTTNFGGGAFKA

VNNSLNVGGGNPPAYISSVAYGGGGEYIETTSKAGGGKEGYTFKGWYDAGGGNQIS

DLTPLGILTNLGGGGTLASLTNLGGGKMPANDITLGGGNQLEDISPIGGGNGFGRIGR

LGGGLAWEWWRTVGGGSINQNNADIGGGSLNVNFGAIGGGYLPGNARNILEHHHH

HH 

Figura 7 – Construção da proteína quimérica recombinante LM22QR (A) Sequência da proteína 

quimérica proposta iniciada com metionina e com 22 epítopos preditos selecionados separados por 

sequência linker de 3xGli. (B) Sequência de nucleotídeos clonados em pET28a (+) nos sítios NcoI e 

XhoI gerando o plasmídeo PRQLM. (C) Proteina quimérica recombinante final no plasmídeo de 

PRQLM. Metionina (negrito), epítopos (preto), sequência 3xGli (vermelho) e 6xHis (azul), sítio de 

enzima de restrição (sublinhado), códon finalizador (laranja), nucleotídeo adicionados para ajuste de 

frame (verde).  
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Expressão de proteína quimérica LM22QR 

E. coli BL21 contendo o plasmídeo PRQLM após indução com IPTG expressou 

fortemente uma proteína com peso molecular de aproximadamente 33 kDa, reconhecida como 

a proteína quimérica LM22QR. A análise do sedimento e sobrenadante do lisado bacteriano 

por SDS-PAGE demonstrou que a expressão da LM22QR ocorreu na fração insolúvel 

(sedimento) do lisado bacteriano (Figura 8A). Após a purificação por cromatografia de 

afinidade da proteína fortemente expressa, ela apresentava o peso molecular esperado de 33 

kDa (Figura 8B). Análise por Western blot confirmou a presença da proteína quimérica 

LM22QR em lisado bruto ou purificado de BL21 plasmídeo PRQLM (Figura 8C). Mesmo 

sem indução com IPTG foi possível observar expressão, em menor intensidade, da LM22QR 

tanto no gel de SDS quanto o Western blot. 

 

 

Figura 8 – Análise da expressão, solubilidade e purificação da proteína recombinante quimérica 

LM22QR em SDS/PAGE. O plasmídeo PRQLM foi clonado em E. coli BL21, e a bactéria 

transformada foi induzida com IPTG. (A) Gel SDS com expressão forte da proteína LM22QR com 33 
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kda em E. coli BL21 transformada e induzida com IPTG, presente na fração insolúvel do extrato 

bruto. Identificação das canaletas: (1) peso molecular); (2) E. coli BL21 vazia não induzida; (3) E. coli 

BL21 vazia induzida; (4) E. coli BL21 com transformada não induzida; (5) E. coli BL21 transformada 

induzida; (6) Fração solúvel do lisado bruto de E. coli BL21 transformada induzida; (7) Fração 

insolúvel lisado bruto de E. coli BL21 transformada induzida. (B) Gel SDS da proteína LM22QR com 

33 kDa após purificação por coluna de cromatografia de afinidade (1) Peso Molecular e (2) proteína 

LM22QR; (C) Western blot com marcação anti-6xHIS da proteína LM22QR. Ordem das caneletas 

representa: (1) proteína LM22QR purificada; (2) E. coli BL21 transformada induzida; (3) E. coli BL21 

transformada não induzida. 

Estudo preliminar de camundongos vacinados com proteína LM22QR 

A fim de avaliar o possível efeito imunogênico da proteína LM22QR, realizamos um 

ensaio preliminar in vivo avaliando dois protocolos vacinais, sendo: Grupo vacinado somente 

com a proteína LM22QR e outro grupo vacinado com a proteína LM22QR associada ao 

adjuvante de Freund’s.  Observamos que houve redução da contagem bacteriana recuperada 

no baço e fígado de animais vacinados com proteína quimérica LM22QR associada ao 

adjuvante de Freund’s (Figura 9). Além disso, observamos que dois animais não resistiram à 

infecção quando vacinados apenas com a proteína LM22QR e desafiados com L. 

monocytogenes. 

 

Figura 9 – Carga bacteriana encontrada no baço e fígado de camundongos vacinados com 

proteína quimérica LM22QR. Camundongos foram vacinados com proteína LM22QR (PrQ) e com 

a proteína LM22QR associada ao adjuvante de Freund’s (PrQ + FA);  (A) Recuperação bacteriana de 

baço (B) Recuperação bacteriana de fígado; (+) óbito de camundongos antes do dia da eutanásia (Test 

T de student * p < 0,005). 
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DISCUSSÃO 

O desenvolvimento vacinal contra listeriose é pertinente considerando a importância 

da doença como zoonose e também por não haver vacina comercial disponível contra 

listeriose humana ou animal. A predição in silico é uma ferramenta que integra informações 

computacionais e sequências de genomas de interesse, identificando fatores de patogenicidade 

e proteínas de interesse para o reconhecimento e desenvolvimento de uma resposta pelo 

sistema imune, confirmado posteriormente por experimentos biológicos (de Macedo Junior et 

al., 2019). A construção de uma proteína quimérica com epítopos imunogênicos de L. 

monocytogenes otimizaria o reconhecimento dos antígenos para a construção de uma resposta 

imunológica potencializada pela presença do adjuvante. Semelhante ao apresentado nos 

estudos envolvendo proteína quimérica contra outros patógenos como leptospirose (Santos et 

al., 2018) e E. coli (Nazarian et al., 2012). 

Nesse estudo, a proteína quimérica LM22QR associada ao adjuvante de Freund’s, 

demonstrou reduzir a infecção bacteriana em baço e fígado de camundongos contra listeriose. 

Vacinas recombinantes constituídas por proteínas ou peptídeos imunogênicos são seguras e 

rapidamente reconhecidas pelo sistema imune do hospedeiro. Com auxílio de adjuvantes, 

essas vacinas recombinantes estimulam fortemente a resposta imune celular do hospedeiro 

com capacidade de protegê-lo contra o patógeno. Embora tenham estudos explorando vacinas 

de subunidades ou proteínas recombinates contra listeriose (Ito et al., 2004; Rio et al., 2015; 

Calderon-Gonzalez et al., 2015), este é primeiro trabalho que propõe avaliar o potencial 

vacinal de uma proteína quimérica recombinante construída a partir de peptídeos preditos.  

A utilização da vacinologia reversa, desenvolvida através de sequenciamento 

genômico e proteômico de microorganismos, utilizando a bioinformática, tem sido um grande 

aliado nas pesquisas de vacinas seguras, mais específicas com mínimo de efeitos adversos 

(Soria-Guerra et al., 2015).   

Estudos vacinais contra listeriose demonstram que a vacina constituída apenas por 

adjuvante de Freund’s sozinho (Okamoto et al., 2001; Rolph e Kaufmann, 2000) ou associado 

à HKLM (Okamoto et al., 2001) são incapazes de induzir proteção em animais imunizados 

desafiados, provocando a mortalidade dos camundongos vacinados e desafiados (Koga et al., 

1987) como demonstrado no capítulo II deste trabalho. 

Por não ter um grupo de camundongos não vacinados ou vacinados somente com 

adjuvante de Freund’s, a capacidade imunogênica da proteína quimérica LM22QR deverá ser 

melhor investigada. Mas parece promissor o potencial vacinal da proteína quimérica 
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LM22QR na proteção contra listeriose sistêmica, em modelo murino. Reforçando o conceito 

de que análise in silico pode promover o desenvolvimento de melhores candidatos à vacina.  

CONCLUSÃO  

De acordo com os resultados obtidos, é possível concluir que a predição in silico de 

epítopos de células T é uma ferramenta importante a ser explorada para o reconhecimento 

específico de imunógenos pelo sistema imune do hospedeiro. A predição in silico permitiu a 

construção da proteína quimérica LM22QR a fim de facilitar o reconhecimento de L. 

monocytogenes pelas células de camundongos vacinados com a possibilidade de construção 

de vacinas seguras contra listeriose. 
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