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RESUMO 

O uso de bactérias não patogênicas, como as bactérias lácticas (BL), constitui uma 

alternativa atrativa e segura para a entrega de vacinas de DNA pela via oral. 

Lactococcus lactis, uma BL modelo, é considerada GRAS (Generally Recognized As 

Safe) e, portanto, tem sido amplamente utilizada para a produção e entrega de antígenos 

e citocinas ao nível de mucosas. Desta forma, L. lactis surge como uma alternativa 

atrativa para a veiculação de vacinas de DNA. Assim, acredita-se que o uso da linhagem 

invasiva de L. lactis, expressando o gene FnBPA (Fibronectin binding protein A) de 

Staphyloccocus aureus, contendo o vector pValac, para a expressão eucariótica do 

antigénio ESAT-6 (6-kDa early secreted antigenic target) de Mycobacterium 

tuberculosis, pode representar uma nova estratégia para o controle da tuberculose; uma 

doença infecciosa que afeta, na sua forma latente, 1/3 da população mundial. Neste 

contexto, este trabalho teve como objetivo a utilização de L. lactis 

FnBPA(pValac:ESAT-6) para a imunização de camundongos e avaliação da resposta 

imunológica gerada por esta nova estratégia vacinal. Para isto, a linhagem L. lactis 

FnBPA(pValac:ESAT-6) foi utilizada para a realização de experimentos de imunização 

oral em camundongos BALB/c, a fim de caracterizar o perfil da resposta imune gerada. 

Após a imunização, os níveis de citocinas e imunoglobulinas foram medidos por Ensaio 

Imunoenzimático (ELISA), onde foi verificado uma elevada produção de IFN-γ pelos 

esplenócitos murinos imunizados com a linhagem L. lactis FnBPA(pValac:ESAT-6), 

demonstrando uma resposta imune do tipo Th1, necessária na imunização contra a 

infecção por M. tuberculosis. Além disto, foi possível detectar a presença de sIgA anti-

ESAT-6 no extrato das fezes e cólon dos animais, evidenciando uma resposta imune de 

mucosas após imunização com a linhagem L. lactis FnBPA(pValac:ESAT-6). Sendo 

assim, este trabalho constitui o primeiro passo rumo à validação desta nova vacina de 

DNA baseada em BL geneticamente modificadas. 
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ABSTRACT  

The use of non-pathogenic bacteria, such as lactic acid bacteria (LAB), constitutes an 

attractive and safer alternative for plasmid DNA vaccine deliver by oral route. 

Lactococcus lactis, the model BL, is considered GRAS (Generally Recognized As Safe) 

and, therefore, has been extensively used for the production and delivery of antigens 

and cytokines at the mucosal level. Now, L. lactis arises as an attractive alternative for 

the delivery of plasmid DNA vaccines. Thus, it is believed that the use of the invasive 

L. lactis FnBPA (Fibronectin Binding Protein A) strain, containing the pValac vector, 

for eukaryotic expression of the ESAT-6 antigen (6-kDa Early Secreted Antigenic 

Target) of Mycobacterium tuberculosis, could represent a new strategy for controlling 

Tuberculosis; an infectious disease that affects, in its latent form, 1/3 of the world’s 

population. Thus, this study aimed to use L. lactis FnBPA (pValac:ESAT-6) to 

immunize mice and evaluation of immune response generated by this vaccine strategy. 

Thus, the strain L. lactis FnBPA (pValac:ESAT-6) was used for conducting an oral 

experiment immunization in BALB/c mice in order to know the profile of the immune 

response generated. Thus, following immunization, the levels of cytokines and 

immunoglobulins were measured by Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA), 

where was high IFN-γ production by spleen mice immunizated by the strain L. lactis 

FnBPA(pValac:ESAT-6), statistically different from controls, denoting a Th1 type 

immune response, needed for immunization against M. tuberculosis infection. 

Moreover, it was possible to detect the presence of anti-ESAT-6 sIgA in the extract of 

colon and faeces of the animals, demonstrating a mucosal immune response after 

immunization with L. lactis FnBPA (pValac: ESAT-6). Thus, this work constitutes the 

first step towards validation of this new DNA vaccine based on genetically modified 

LAB. 
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I. APRESENTAÇÃO 

I.1 Colaborações  

O presente trabalho foi desenvolvido no âmbito de uma colaboração entre o 

Laboratório de Genética Celular e Molecular (LGCM) e o Laboratório de 

Imunobiologia (LIB), ambos do Instituto de Ciências Biológicas da Universidade 

Federal de Minas Gerais (UFMG). Esta colaboração ocorreu devido ao interesse mútuo 

dos laboratórios, acima citados, em promover o desenvolvimento de novas aplicações 

biotecnológicas, terapêuticas e profiláticas para as bactérias lácticas. Este trabalho foi 

desenvolvido sob a orientação do Professor Doutor Anderson Miyoshi (LGCM – 

UFMG) e contou com o apoio financeiro do Conselho Nacional de Desenvolvimento 

Científico e Tecnológico (CNPq), a Fundação de Amparo a Pesquisa de Minas Gerais 

(FAPEMIG) e a Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior 

(CAPES). 

 

I.2 Introdução Geral 

Diversos agentes infecciosos invadem o hospedeiro através da superfície de 

mucosas, sendo a microbiota intestinal o estímulo primário para a ativação do sistema 

imune de mucosas (Deplancke e Gaskins, 2002; Macfarlane e Cummings, 2002). Sendo 

assim, o uso de bactérias como veículo para a entrega de plasmídeos vacinais pela rota 

oral constitui uma estratégia de vacinação promissora contra um largo espectro de 

doenças infecciosas (Schoen et al., 2004). Bactérias patogênicas atenuadas tais como 

Shigella flexneri, Yersinia enterocolitica, Listeria monocytogenesis e Salmonella 

enterica sorovar Typhimurium têm sido utilizadas para a entrega de vetores 

(plasmídeos) de expressão eucariótica em células de mamíferos (Daudel et al., 2007). 

Após essas bactérias serem internalizadas por células epiteliais e serem fagocitadas, o 

plasmídeo consegue escapar da vesícula fagolisossomal, podendo alcançar o núcleo da 

célula hospedeira, resultando na expressão da ORF (Open Read Frame) de interesse e 

posterior apresentação antigênica (Grillot-Courvalin et al., 1999). Contudo, esses 

organismos apresentam riscos de reversão ao seu fenótipo selvagem, ou seja, podem 

voltar a ser patogênicos, não sendo, assim, totalmente seguros para uso humano, 

especialmente em crianças e pacientes imunocomprometidos (Dunham, 2002). Tal 

situação poderia ser contornada pela utilização de bactérias não patogênicas.  
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Neste contexto, o uso de Bactérias Lácticas (BL) como veículo para a entrega de 

plasmídeos vacinais representaria uma alternativa atrativa em relação a patógenos 

atenuados (Wells e Mercenier, 2008). As BL constituem um grupo diverso de 

microrganismos Gram-positivos capazes de converter açúcares em ácido lático. Dentre 

os representantes deste grupo de bactérias, Lactococcus lactis é a espécie mais bem 

caracterizada e figura como um microrganismo modelo no estudo das mesmas; não só 

pela sua importância econômica, como na indústria de laticínios, mas também devido ao 

fato de ser um microrganismo de fácil manipulação, ser geralmente reconhecidas como 

seguras (Generally Recognized As Safe, GRAS), ter o seu genoma completamente 

seqüenciado e possuir um grande número de ferramentas genéticas já desenvolvidas 

(Azevedo e Miyoshi, 2004; Bahey-El-Din e Gahan, 2010a). Além disso, moléculas 

heterólogas, de interesse biotecnológico, vêm sendo intensamente produzidas em L. 

lactis (Wells e Mercenier, 2008). Dessa maneira, o uso de L. lactis como um veículo 

para a entrega de plasmídeos vacinais é bastante promissor. 

Para isto, uma linhagem recombinante de L. lactis, expressando a proteína A de 

ligação à Fibronectina (FnBPA) de Staphyloccocus aureus (Que et al., 2001), foi 

construída e posteriormente testada com o objetivo de melhorar e facilitar a entrega do 

DNA plasmideano à células de mamíferos (Innocentin et al., 2009). FnBPA medeia a 

adesão da bactéria ao tecido hospedeiro e sua entrada em células não fagocíticas (Sinha 

et al., 2000). Foi demonstrado que L. lactis, expressando FnBPA, foi capaz de entregar 

um plasmídeo de expressão eucariótica funcional à linhagem celular Caco-2 (Innocentin 

et al., 2009). Além disso, um novo plasmídeo, chamado pValac (Vaccination using 

Lactic acid bacteria), de 3.742 pb foi construído. O pValac foi formado pela fusão do 

(i) promotor do citomegalovirus (pCMV) que permite a expressão do antígeno em 

células eucarióticas, (ii) sítio de clonagem múltipla, (iii) seqüência sinal de 

poliadenilação (poli-A) do Hormônio Bovino de Crescimento (BGH, 

Bovine growth hormone) para estabilizar o transcrito de RNA mensageiro, (iii) origens 

de replicação que permitem a propagação do plasmídeo tanto em Escherichia coli 

quanto em L. lactis, e (iv) um gene de resistência ao cloranfenicol para a seleção das 

linhagens recombinantes (Guimarães et al., 2009).  

Desta forma, a utilização de linhagens invasivas de L. lactis para a entrega do 

vetor (plasmídeo vacinal) de expressão eucariótica, pValac, expressando um antígeno de 
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interesse, poderia representar uma nova estratégia para o controle de doenças 

infecciosas, como, por exemplo, a tuberculose. 

A Tuberculose (TB), causada por Mycobacterium tuberculosis, é uma doença 

infecto-contagiosa que atinge um terço da população mundial na sua forma latente, fato 

que torna esta doença um dos principais problemas sociais, econômicos e de saúde 

pública do mundo (Lugo e Bewley, 2008). O tratamento da TB consiste na 

administração de múltiplos antibióticos durante um período de tempo prolongado que, 

geralmente, não é seguido pelos pacientes; o que contribui para o surgimento de 

linhagens multidroga resistentes, tornando esta medida pouco eficaz. Além da 

quimioterapia convencional, a doença pode ser controlada utilizando-se a BCG 

(Bacillus Calmette-Guérin), única vacina disponível para uso clínico. Verificou-se que 

esta vacina é capaz de proteger crianças contra as formas mais severas da TB (Trunz et 

al., 2006; Liu et al., 2009). Entretanto, ainda que a BCG venha sendo amplamente 

utilizada no Brasil e em outros países, a eficácia da mesma permanece controversa. A 

eficácia da vacina contra a TB pulmonar em pacientes adolescentes e adultos varia de 0 

a 80%, dependendo da população estudada (Brewer, 2000; Britton e Palendira, 2003; 

Liu et al., 2009). Dessa maneira, estratégias para o desenvolvimento de novas vacinas 

mais eficazes e economicamente viáveis têm sido alvo de intensa investigação.  

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

são consideradas alvos para a obtenção de antígenos candidatos a vacinas, pois, 

presumivelmente, elas são as primeiras a estabelecerem um contato com o sistema 

imunológico do hospedeiro. A família ESAT-6 (6-kDa Early Secreted Antigenic Target) 

agrupa pequenas proteínas secretadas por M. tuberculosis, sobretudo na fase inicial do 

crescimento (Renshaw et al., 2002). ESAT-6 é um fator de virulência codificado na 

região genômica chamada RD-1, região esta, ausente em Mycobacterium bovis 

atenuado, ou seja, na BCG (Gey van Pittius et al., 2001). Contudo, este região está 

presente em todas as linhagens virulentas de M. tuberculosis (Harboe et al., 1996). Mais 

ainda, trabalhos prévios (Andersen et al., 1995; Sorensen et al., 1995) demonstraram 

que ESAT-6, seja como uma vacina de subunidade ou como uma vacina de DNA 

(Kamath et al., 1999; Brandt et al., 2000), é capaz de induzir a produção de IFN-γ por 

células T em camundongos infectados, resultando em proteção. 

Sendo assim, tendo em mãos a construção do plasmídeo vacinal pValac:ESAT-6 

e a linhagem invasiva L. lactis FnBPA(pValac:ESAT-6) (Pereira, V. B – dissertação de 
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Mestrado), este trabalho teve como objetivo a utilização desta linhagem para a entrega 

da vacina de DNA pValac:ESAT-6, in vivo, pela via de mucosas, utilizando-se de 

camundongos BALB/c como modelo murino.  

Enfim, o trabalho aqui apresentado visou, principalmente, validar o sistema de 

entrega vacinal L. lactis FnBPA e é parte integrante de uma grande linha de pesquisa 

cuja meta é implementar e testar a eficácia e a efetividade de novas vacinas gênicas 

baseadas em BL geneticamente modificadas. 

 

I.3 Estrutura da tese  

Este manuscrito apresenta, em sua primeira seção, uma revisão de literatura 

dividida em cinco pontos principais: (i) as vacinas de DNA, seu mecanismo de ação e as 

principais vias de entrega, destacando-se a via de mucosas e seus mecanismos de 

ativação da resposta imune; (ii) as BL como veículos para entrega de plasmídeos 

vacinais, especialmente no que concerne ao uso de linhagens invasivas de L. lactis; (iii) 

as características do bacilo M. tuberculosis e da Tuberculose como sendo uma doença 

reemergente no mundo e (iv) a proteína ESAT-6 de M. tuberculosis como um antígeno 

vacinal e sua utilização como vacina de DNA. Em seguida, encontram-se a justificativa, 

os objetivos deste trabalho e a metodologia utilizada para o desenvolvimento do mesmo. 

Os resultados serão apresentados e discutidos em quatro partes: (i) obtenção das 

linhagens de L. lactis para os experimentos de imunização; (ii) obtenção da proteína 

recombinante ESAT-6; (iii) avaliação da imunogenicidade das linhagens de L. lactis, 

em especial L. lactis FnBPA(pValac:ESAT-6), em cocultura de macrófagos e (iv) 

experimentos de imunização com as linhagens de L. lactis,  em especial L. lactis 

FnBPA(pValac:ESAT-6), em camundongos BALB/c. Por fim, as conclusões e as 

perspectivas do presente trabalho serão demonstradas, seguindo-se as Referências 

Bibliográficas e os Anexos, onde se encontram: (i) um capítulo de livro, (ii) uma 

revisão sobre vacinas de DNA, (iii) artigo científico com os resultados obtidos e aqui 

apresentados e (iv) Soluções e meios. 
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II. INTRODUÇÃO  

II.1 Vacinas de DNA  

 As “vacinas de DNA” são as mais recentes formas de vacina e representam uma 

interessante alternativa para a apresentação de moléculas antigênicas ao sistema imune. 

Elas consistem na administração de um vetor (plasmídeo vacinal) contendo um cassete 

de expressão eucariótico, responsável por codificar o antígeno de interesse no 

hospedeiro, possibilitando a geração de antígenos, in vivo (Gurunathan et al., 2000a). 

Uma das primeiras evidências do uso imunológico de uma molécula de DNA foi 

em 1992 por Tang et al. (Tang, DeVit e Johnston, 1992). Seus estudos mostram que a 

injeção da sequência codificadora do hormônio do crescimento humano, na pele de 

camundongos, foi capaz de aumentar a produção de anticorpos específicos contra este 

hormônio, sugerindo que o DNA poderia ser utilizado para induzir resposta imune 

contra infecções patogênicas. Logo após, inicia-se uma nova era de vacinas com a 

demonstração de que as vacinas de DNA eram capazes de gerar uma resposta imune 

específica contra o vírus influenza, o vírus da imunodeficiência humana 1 (HIV-1, 

Human immunodeficiency virus), o vírus herpes bovino I e o vírus da raiva (Ulmer et 

al., 1993; Wang et al., 1993; Cox et al., 1993; Xiang et al., 1994). 

 Hoje, as vacinas de DNA constituem uma nova geração de produtos 

biotecnológicos, utilizados tanto como vacinas quanto como terapia gênica, que estão 

apenas começando a entrar no mercado. Quatro vacinas de DNA foram licenciadas e 

estão sendo comercializadas para uso veterinário. Duas destas vacinas são para doenças 

infecciosas [vacina contra o vírus do Nilo Ocidental em cavalos (Center for Disease 

Control and Prevention and Fort Dodge Laboratories - USA) e vacinas contra o vírus da 

necrose hematopoética infecciosa em salmão (Novartis - Canadá)]. As outras duas 

vacinas são contra o câncer maligno melanoma em cães (Merial - USA) e para a 

liberação hormonal do fator de crescimento em suínos (VGX Animal Health - Austrália) 

(Kutzler e Weiner, 2008). Além disto, diversos ensaios clínicos, profiláticos e 

terapêuticos vêm sendo realizados (www.clinicaltrials.gov) com vacinas de DNA contra 

vários tipos de câncer como câncer de próstata, cervical, cérebral, colorretal, de ovário, 

rim, fígado, melanoma, leucemia, linfoma, além de ensaios clínicos com vacinas de 

DNA contra a malária, influenza, hepatite B e C, tuberculose, tétano, adenovírus e HIV-

1 (Tacket et al., 1999; Mincheff et al., 2000; Le et al., 2000; Liu e Ulmer, 2005; Ulmer, 

Wahren e Liu, 2006). Estes testes demonstraram que as vacina de DNA são bem 
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toleradas e seguras, uma vez que não foram relatados eventos adversos em todos os 

estudos já concluídos. 

Enfim, as vacinas de DNA apresentam inúmeras vantagens sobre as vacinas 

tradicionais em termos de segurança, facilidade de fabricação e estabilidade. As vacinas 

de DNA podem induzir tanto a resposta imune humoral quanto a resposta imune celular 

(Cattamanchi et al., 2008), porém, diferentemente das vacinas vivas e de subunidade, 

são altamente seguras, estáveis e não requerem refrigeração, sendo mais práticas para o 

uso em países em desenvolvimento. Além disto, devido a sua estrutura simples, 

modificações na construção do plasmídeo vacinal podem ser feitas em um curto período 

de tempo, sendo  rapidamente replicados em bactérias (Kutzler e Weiner, 2008).  

 

II.1.1 Estrutura do plasmídeo para uso como vacina de DNA  

Basicamente, a vacina de DNA é composta por um plasmídeo formado por duas 

regiões: uma região de propagação procariótica e outra região de expressão eucariótica, 

responsável por codificar um, ou mais, antígeno vacinal.  

A região de propagação procariótica contém uma origem de replicação 

bacteriana, geralmente ColE1 de Escherichia coli (Williams et al., 2009), a qual permite 

a propagação dos plasmídeos em bactérias. Além disto, marcadores de seleção 

(geralmente genes cujos produtos conferem resistência a antibióticos) são responsáveis 

pela estabilidade e manutenção do plasmídeo na célula bacteriana; como o gene que 

confere resistência à canamicina, o mais utilizado (Ingolotti et al., 2010). 

Já a região de expressão eucariótica contém a unidade de transcrição, geralmente 

composta por um promotor viral constitutivo que confere um alto nível de expressão à 

ORF de interesse, em células eucarióticas. O promotor do Citomegalovírus (pCMV) é o 

mais usado atualmente por promover um bom nível expressão constitutiva do antígeno 

de interesse (Kutzler e Weiner, 2008) (Figura 1).  
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Figura 1: Representação esquemática de um plasmídeo para uso como vacina de 

DNA. Na parte superior da figura encontra-se a região de expressão eucariótica. Esta 

região é composta pelo promotor, a seqüência de Kozak, o códon de parada e a 

seqüência sinal de poliadenilação (Poli-A). Na parte inferior da figura encontra-se a 

região de propagação procariótica, a qual é responsável pela propagação e manutenção 

do plasmídeo vacinal na célula bacteriana. Esta região contém uma origem de 

replicação procariótica e um marcador de seleção (Adaptado de Kutzler e Weiner, 

2008). 

 

A presença de uma sequência consenso específica, denominada seqüência de 

Kozak (ACCATGG), também é necessária no plasmídeo para uso como vacina de 

DNA, sendo esta presente no mRNA eucarioto para iniciação da síntese protéica. Além 

disto, para garantir o término correto da sequência polipeptídica, também é importante a 

inserção de um ou mais stop codons e a presença da seqüência sinal de poliadenilação 

(AAUAAA; Poli-A). O sinal de poliadenilação é necessário para a correta finalização 

da transcrição, adição da cauda poli-A e exportação do mRNA do núcleo para o 

citoplasma; o que, por sua vez, confere estabilidade ao mRNA. A maioria dos vetores 

contém o sinal de poliadenilação de SV40 ou do BGH, sendo, esta última, a sequência 

mais comumente utilizada (Kutzler e Weiner, 2008; Xu et al., 2002). 

 



12 

 

II.1.1.1 Otimização do plasmídeo e do inserto para uso como vacina de DNA 

Diversos estudos estão sendo feitos visando a otimização da estrutura do 

plasmídeo e do inserto a ser utilizado como vacina de DNA. Seqüências 

imunoestimulatórias, chamadas motivos citosina-fosfato-guanina (motivos CpG), 

desempenham um papel fundamental na imunidade inata e adaptativa pela estimulação 

de linfócitos B, células dendríticas, macrófagos e células Natural Killer (Células NK) 

(Li e Zhu, 2006; Kumagai et al., 2008), apresentando propriedade adjuvante nos 

plasmídeos utilizados como vacinas de DNA (Angel et al., 2008). Além disto, pesquisas 

vêm demonstrando que a co-injeção de plasmídeos imunomoduladores, codificando 

citocinas, constitui uma estratégia promissora para melhorar a eficácia das vacinas de 

DNA (Chong et al., 2007).  

A otimização dos códons (codon usage) também tem sido utilizada para 

maximizar a expressão da ORF de interesse na célula hospedeira; o que, por sua vez, 

envolve alteração específica da sequência codificadora de acordo com os níveis de 

tRNA, geralmente, disponíveis naquela célula, resultando em maiores taxas de tradução 

da proteína (Tokuoka et al., 2008; Li et al., 2008; Muthumani et al., 2008). A adição de 

seqüências líder ou região 5’ não-traduzida (5’-UTR, 5’- Untranslated Region) antes da 

ORF de interesse podem aumentar a estabilidade do mRNA e também contribuir para 

uma maior eficiência de tradução (Xu et al., 2001). Além disto, a ORF de interesse 

também pode ser modificada para produção de proteínas secretadas, ligadas à 

membrana, citoplasmáticas ou associada a uma organela, sendo que a alteração da 

localização celular pode influenciar na resposta imunológica (Becker et al., 2008).  

Outra estratégia bastante utilizada atualmente é a utilização de uma vacina mista, 

onde a primeira dose da vacina tem uma formulação e o reforço tem uma formulação 

diferente, denominado prime-boost (dose-reforço) (Wang et al., 2004). A estratégia 

prime-boost têm sido aplicada a um grande número de vacinas de DNA, incluindo para 

o vírus da imunodeficiência humana (HIV, Human immunodeficiency virus) (Dale et 

al., 2006; Kent et al., 2007; Patterson e Robert-Guroff, 2008), vírus da gripe aviária 

(Pan et al., 2009), tuberculose (Wang et al., 2009) e malária (Moore e Hill, 2004), 

demonstrando, assim, que esta técnica pode produzir melhores resultados imunológicos 

que os normalmente alcançados pelas formulações convencionais de vacinas de DNA. 
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II.1.2 Barreiras para a entrega das vacinas de DNA 

 O sucesso na vacinação com DNA depende do plasmídeo atingir o núcleo para 

que a transcrição da ORF de interesse ocorra. Contudo, para que isso venha a ocorrer, é 

necessário que o plasmídeo supere uma série de barreiras que impedem a transferência 

de DNA exógeno para seu tecido alvo. Inicialmente, enquanto os plasmídeos estão no 

meio extracelular, estes podem ser degradados por nucleases do soro/tecido ou ainda 

serem detectados por linfócitos/macrófagos, sendo degradados em poucos minutos; o 

que ilustra a necessidade de atravessar rapidamente a membrana plasmática das células-

alvo (Lechardeur et al., 1999). No entanto, atravessar a membrana plasmática não é uma 

tarefa fácil devido à densa barreira da matriz extracelular e à repulsão elétrica da 

membrana lipídica ao DNA (Miller e Dean, 2009). 

Neste contexto, com o objetivo de otimizar a entrega de vacinas de DNA 

diretamente dentro das células, diversos métodos de transfecção celular vêm sendo 

testados. Dentre os métodos de transfecção celular destacam-se a biobalística 

(bombardeio de partículas de ouro revestidas com os plasmídeos de DNA), a 

eletroporação (geração de poros na membrana celular pela aplicação de pulsos de alta 

voltagem, permitindo a entrada dos plasmídeos de DNA), a utilização de lipossomas 

(um sistema vesicular que protege e auxilia a entrada do DNA na célula) (Zaharoff et 

al., 2002; Fuller et al., 2006; Xu, Ding e Yang, 2008b), os vetores virais [capazes de 

invadir a célula e transferir o DNA para o núcleo, como o adenovírus (Benihoud et al., 

1999), Retrovírus (Hu e Pathak, 2000) e Vaccinia virus (Moorthy et al., 2003)] e as 

bactérias [capazes de invadir ou serem fagocitadas, entregando o plasmídeo diretamente 

dentro da célula hospedeira (Guimarães et al., 2009)]. 

Outro obstáculo à transferência gênica são as barreiras intracelulares. O 

envelope nuclear representa um grande obstáculo ao plasmídeo. Muitos métodos de 

transferência gênica requerem células em constante divisão, pois a desintegração do 

envelope nuclear resulta em maior acesso do plasmídeo vacinal ao núcleo (Fasbender et 

al., 1997). Foi verificado que a importação nuclear de DNA é um processo que pode ser 

otimizado pelo uso de seqüências virais específicas. Em SV40, uma sequência 

nucleotídica, conhecida como seqüência de endereçamento nuclear, de 72 pb, é capaz de 

conduzir a importação do plasmídeo ao compartimento nuclear (Dean et al., 1999). Esta 

sequência contém sítios de ligação para vários fatores de transcrição que apresentam 

sinais de localização nuclear. Assim, o complexo proteína-plasmídeo é transportado 
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através do poro nuclear pela maquinaria de importação da célula hospedeira (Dean, 

1997; Wilson et al., 1999); o que, consequentemente, aumenta as taxas de transcrição da 

ORF de interesse.  

 

II.1.3 Vias de administração para as Vacinas de DNA 

As vacinas de DNA podem ser administradas por vias invasivas como 

intradérmica, intraperitonial, subcutânea e intramuscular (Doria-Rose e Haigwood, 

2003; Cherif et al., 2011), ou por vias não invasivas, como a via de mucosa (Guimarães 

et al., 2009).   

A via invasiva é a mais utilizada em estudos com vacinas de DNA, devido a 

facilidade e simplicidade de administração, sendo a injeção intramuscular comumente 

utilizada (Kutzler e Weiner, 2008). Muitas vezes, as vacinas administradas por esta via 

utilizam DNA nu; o que requer múltiplas doses de grandes quantidades de plasmídeo, 

haja vista que o plasmídeo administrado é pobremente distribuído, sendo rapidamente 

degradado pelo organismo, inviabilizando o processo (Le et al., 2000; Babiuk et al., 

2003; Wang et al., 2008).  

Assim, a utilização da via de mucosas para a entrega de vacinas de DNA 

representa uma estratégia vacinal promissora. Diversas vacinas de mucosas são 

utilizadas em humanos com sucesso, como as vacinas orais contra poliovírus (Modlin, 

2004), Salmonella typhi, Vibrio cholerae (Levine, 2000), rotavírus (Kapikian et al., 

1996) e influenza vírus (Belshe et al., 1998), sendo, esta última, intranasal. 

A principal razão da utilização da via de mucosas para vacinação é devido ao 

fato de que a maioria das infecções iniciam-se a partir de uma superfície mucosa e na 

maioria das vezes a resposta imune local é necessária para a indução da proteção. Sendo 

assim, o objetivo destas vacinas é primeiramente a indução de imunidade protetora local 

e depois sistêmica, para impedir que o agente infeccioso colonize o epitélio da mucosa 

(bactérias não-invasivas), penetre e se replique no mesmo (vírus e bactérias invasivas), 

ou ainda que toxinas microbianas atinjam suas células alvo (Holmgren et al., 2005). 

Diante do exposto, faz-se necessário uma melhor compreensão da imunologia das 

mucosas, principalmente a associada ao trato gastrointestinal. 
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II.1.3.1 A imunidade associada à mucosa intestinal 

As superfícies de mucosas, como as mucosas oral/gastrointestinal, urogenital e 

respiratória, são consideradas os principais sítios de interação entre o organismo e o 

ambiente. As mucosas estão envolvidas por uma grande e frágil barreira epitelial que as 

separam do ambiente externo, representando o maior portal de entrada para patógenos 

no organismo. Sendo assim, as mucosas são protegidas por um importante e 

especializado sistema imune inato e adaptativo, o sistema imune de mucosas (Holmgren 

et al., 2005). Porém, no caso do sistema imune intestinal, o mesmo deve ser capaz de 

discriminar entre antígenos prejudiciais à saúde, como patógenos e toxinas, de antígenos 

inofensivos como proteínas presentes nos alimentos e bactérias comensais (Mowad, 

2003). Para lidar com esta situação, o sistema imune intestinal apresenta um complexo 

mecanismo regulatório capaz de manter a homeostase local.   

As principais vias de mucosas que vem sendo testadas para fins de imunização 

com vacinas de DNA são a vaginal (Kanazawa et al., 2008), a intranasal (Dou et al., 

2012) e a oral (Guimarães et al., 2009). Dentre estas, a via mais comumente utilizada é 

a oral, haja vista que o trato gastrointestinal está envolvido pela maior área superficial 

de todo o corpo, com mais de 200 m
2
 de mucosa somando-se o intestino delgado e 

intestino grosso (Pillai, S. et al. 2012). Assim, o tecido linfóide associado ao trato 

intestinal constitui o maior compartimento imune do organismo, sendo estimado que, 

somente este, produza de 70 a 85% das células imunes do corpo humano (Furness,  

Kunze e Clerc, 1999; Schroeter e Klaenhammer, 2009) e que a mucosa intestinal 

humana contenha aproximadamente 50 x 10
9
 linfócitos (Pillai, S. et al. 2012). 

O sistema imune gastrointestinal apresenta uma organização anatômica que 

consiste basicamente de: (i) uma barreira epitelial mais externa, denominada lâmina 

própria, que previne a invasão microbiana; (ii) um tecido conjuntivo subjacente à 

barreira epitelial contendo células de diversos tipos, distribuídas de forma difusa, que 

são importantes para as respostas imunes inatas e adaptativas contra microrganismos 

locais e (iii) linfonodos drenantes, onde as respostas imunes adaptativas aos 

microrganismos invasores são iniciadas e amplificadas (Pillai, S. et al. 2012) (Figura 2). 

 O tecido linfóide associado ao trato gastrointestinal (Gut-associated lymphoid 

tissue, GALT), apresenta duas estruturas não encapsuladas proeminentes: os tecidos 

organizados em sítios de indução da resposta imune, também conhecidos como Placas 

de Peyer (PP), e os agregados menores de folículos linfóides ou folículos isolados 
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presentes no apêndice e no cólon (Pillai, S. et al. 2012). Além disto,  há o sítio efetor, 

composto por linfócitos, células dendríticas (Dendrític cells, DCs) e macrófagos, que 

está disperso por toda a camada epitelial e tecido conjuntivo frouxo (Hamada et al., 

2002; Pillai, et al. 2012) (Figura 2). 

 As PP são folículos linfoides macroscópicos que se encontram abaixo da mucosa 

intestinal do intestino delgado (íleo distal). As PP maduras são compostas por centros 

germinativos contendo linfócitos B, células T auxiliares foliculares, DCs foliculares e 

macrófagos e, entre os folículos, existem áreas ricas em células T. Estes folículos não 

encapsulados são separados do lúmem intestinal por uma única camada colunar de 

células epiteliais associadas (Follicle-associated epithelium, FAE) e, abaixo desta, 

encontra-se uma área difusa chamada de cúpula subepitelial (Subepithelial domme, 

SED). O FAE apresenta baixos níveis de enzimas digestivas e vilosidades menos 

pronunciadas, além de ser infiltrado por um grande número de células B, células T, 

macrófagos e células dendríticas. A característica mais notável do FAE é a presença de 

enterócitos ou células epiteliais especializadas chamadas de células micropregas ou 

células M (Microfold cells). Estas células não apresentam vilosidades e nem a espessa 

camada de muco em sua superfície e estão presentes na cúpula de estruturas 

especializadas sobrepostas aos tecidos linfóides. Drenando todos estes sítios estão os 

linfonodos mesentéricos (LM), capazes de serem uma ponte entre o sistema imune de 

mucosas e o sistêmico (Debard et al., 2001; Mowat, 2003; Wells, 2011) (Figura 2). 
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Figura 2: Representação esquemática dos elementos linfoides do sistema imune 

intestinal. Organização da Placa de Peyer e Linfonodo Mesentérico envolvido na 

indução de imunidade e tolerância, e do sitio efetor disperso pela Lâmina própria e 

epitélio. Ambos os sítios são drenados por vasos linfáticos que vão para o Linfonodo 

Mesentérico. (Adaptado de Mowat, 2003). 

 

Resposta Inata associada às superfícies de mucosas 

 A superfície da mucosa intestinal está separada do ambiente externo por uma 

única camada de células epiteliais conectadas por fortes junções através das zonas de 

oclusão (Tight junctions) que protegem o organismo da presença de uma diversidade de 

microrganismos presentes no lúmem intestinal. Células epiteliais caliciformes 

especializadas, chamadas de células de Goblet, são capazes de produzir o muco 

intestinal, composto por glicoproteínas de mucina, um gel hidratado capaz de impedir o 

contato dos microrganismos com as células epiteliais (Neutra e Kraehenbuhl, 2005; 

Pillai, S. et al., 2012).  

 Além disto, para ajudar na eliminação de bactérias que penetram a camada de 

muco, células epiteliais, denominadas de células de Paneth, secretam peptídeos 

antimicrobianos tais como α-defensinas, β-defensina, catelicidinas e lectinas do tipo C 

(Hooper e Macpherson, 2010). Todos estes tipos celulares contribuem para a função de 

barreira da mucosa, mas, mesmo assim, microrganismos e antígenos exógenos podem 

ser capazes de ultrapassar esta barreira.  
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 As células epiteliais do intestino também são capazes de agirem como sensores 

que detectam a presença de “sinais de perigo” como, por exemplo, microrganismos 

patogênicos, através do reconhecimento de padrões por receptores do tipo Toll-like 

(TLR, Toll-Like Receptor). Estes receptores são expressos de forma regulada e se 

localizam em regiões específicas da célula como, por exemplo, na superfíficie 

basolateral ou até, exclusivamente, no citoplasma das mesmas. Estas células são capazes 

de responder ou aumentar a resistência das junções de oclusão entre as células ou, a 

partir de um limiar mais alto de ativação, sinalizar a invasão para macrófagos e DCs. 

Por sua vez, estas células desencadeiam uma resposta anti-inflamatória e antiviral não 

específica, que posteriormente auxilia na ativação de uma resposta imune adaptativa 

(Izapanah et al., 2001; Neutra e Kraehenbuhl, 2005. Pillai, S. et al., 2012).  

 

Resposta Adaptativa associada à superfície de mucosas 

 Diversas estratégias imuno-efetoras são necessárias para a proteção das 

superfícies de mucosas (Neutra e Kozlowski, 2006). A produção de imunoglobulina A 

(IgA) é importantíssima na imunidade de mucosas. Esta Ig é produzida diretamente nos 

tecidos linfóides de mucosas por plasmócitos locais, e sua secreção é mediada pelo 

receptor poli-Ig que está presente nas células epiteliais intestinais, capaz de transportar 

ativamente a IgA por vesículas até o lúmem intestinal (Pillai, S. et al., 2012). Em 

humanos, é produzido mais Imunoglobulina A (IgA) que todos os outros isotipos de 

imunoglobulinas combinados (van Egmond et al., 2001). Diferentemente dos outros 

anticorpos, a IgA secretória (sIgA) é resistente à degradação por proteases, presentes na 

mucosa intestinal, como um resultado de sua dimerização e alto grau de glicosilação 

(Mestecky et al., 2005) (Figura 3). 

 A sIgA apresenta inúmeros papeis na defesa do epitélio de mucosas. Ela é capaz 

de aprisionar antígenos e microrganismos no muco, impedindo o contato direto do 

patógeno com o epitélio, além de ser capaz de bloquear moléculas específicas de 

superfície celular de patógenos que medeiam a invasão das células epiteliais (Hutchings 

et al., 2004). As IgA também se encontram abaixo do tecido epitelial de mucosas, sendo 

capazes de transportar, de volta ao lúmem, os patógenos que atravessaram a barreira 

epitelial ou mediar a destruição do patógeno por células citotóxicas dependentes de 

anticorpos (Antibory-dependent cell-mediated citotoxity, ADCC) (Black, Cummins e 

Jackson, 1996; van Egmond et al., 2001) (Figura 3).  
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 A síntese de IgG local também pode ocorrer após a administração de antígenos e 

vacinas à superfície de mucosas (Mestecky et al., 2005). A  IgG presente nos tecidos de 

mucosas, assim como a IgM, pode neutralizar patógenos, prevenindo sua entrada nas 

mucosas e a sua circulação sistêmica (Neutra e Kozlowski, 2006). 

 Acredita-se que a abundância de linfócitos e células apresentadoras de antígenos 

(Antigen-presenting cells, APCs) seja tão grande na mucosa intestinal que esta 

apresente mais APCs que o baço e linfonodos juntos (Brandtzaeg et al., 1999; van 

Egmond et al., 2001). Assim, abaixo das “tight junctions” que unem o epitélio intestinal 

e acima da membrana basal do epitélio, estão presentes linfócitos T especializados, 

chamados de linfócitos T intraepiteliais. Em humanos, estes linfócitos expressam, 

predominantemente, a glicoproteína CD8, que se liga a MHC de classe I para a 

atividade de citotoxicidade (van Wijk e Cheroutre, 2009). Em resposta à injuria 

intestinal ou presença de bactérias nocivas, estes linfócitos intraepiteliais produzem 

citocinas proinflamatórias e quimiocinas, recrutando neutrófilos, eosinófilos e outras 

células T, além de promover a produção de fatores de crescimento para a proliferação e 

restauração do epitélio intestinal (Yang et al., 2004).  
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Figura 3: Representação esquemática dos mecanismos envolvidos na proteção da 

superfície de mucosas. Células B e T antígeno específicas presentes na circulação 

penetram nas mucosas. Células B se diferenciam em plasmócitos para a secreção de IgA 

dimérica que é exportada juntamente com o muco para interceptação de antígenos e 

microrganismos, prevenindo a invasão do epitélio de mucosas. IgG neutralizantes, 

derivadas de plasmócitos locais ou de capilares por difusão, também estão presentes. 

Células infectadas são mortas por linfócitos citotóxicos ou por células mediadoras de 

citotoxidade dependentes de anticorpos; uma colaboração entre células Natural Killer 

(NK) e anticorpos. Patógenos também podem ser capturados por células dendríticas 

(DC) e macrófagos e transpostados até o linfonodo (Adaptado de Neutra e Kozlowski, 

2006). 

 

 Abaixo da única camada epitelial, encontra-se a região da lâmina própria da 

mucosa, onde se encontram linfócitos T, principalmente do tipo CD4 e capazes de se 

ligarem à MHC de classe II. Estes linfócitos apresentam uma diversa coleção de 

subtipos, chamados de T auxiliares (T helper, Th), capazes de produzir citocinas e 

quimiocinas específicas para a ativação de linfócitos T CD8+ e diferenciação de 

linfócitos B (Smith e Garrett, 2011).  

 Os linfócitos se diferenciam no tipo Th1 pela presença de interleucina (IL) 12 e 

interferon-gama (IFN-γ) e produzem, principalmente, IFN-γ. Estas células Th1 
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participam da defesa contra microrganismos intracelulares e vírus, estimulando 

macrófagos e linfócitos, como na diferenciação de linfócitos T citotóxicos (CTL, 

Citolytic T Lymphocyte) (Andrew et al., 2012) 

 Linfócitos Th2 são diferenciados pela presença de IL-4, produzindo IL-4, IL-5 e 

IL-13, atuando na defesa contra helmintos e alérgenos. Já os linfócitos Th17 se 

diferenciam na presença do fator de transformação do crescimento-beta (TGF-β), IL-1 e 

IL-6 e são capazes de produzir principalmente IL-17 e IL-22, protegendo contra 

bactérias e parasitas extracelulares; sendo este último subtipo, o Th17, o dominante no 

trato gastrointestinal (Smith e Garrett, 2011). Além disso, existem outras populações de 

células T reguladoras (Treg) que produzem as citocinas IL-10 e TGF-β (Transforming 

growth factor beta), capazes de regular tanto a resposta Th1 quanto Th2 (Biedermann, 

Röcken e Carballido, 2013). Assim, a interação destas células T CD4+ presentes na 

lâmina própria com a microbiota intestinal e com células epiteliais e APCs, como as 

células dendríticas, é crucial para a modelagem de uma resposta adaptativa intestinal 

(Smith e Garrett, 2011). 

 

Indução da resposta imune intestinal 

 Nas PPs, as células M representam o principal caminho pelo qual os complexos 

antigênicos podem atingir o sistema imune. Estas células promovem a endocitose de 

vesículas contendo várias substâncias do lúmem intestinal, como bactérias inteiras, 

vírus e produtos microbianos solúveis, até as APCs presentes entre e abaixo do epitélio. 

As DCs são as principais APCs envolvidas neste processo que, ao entrar em contato 

com os antígenos, se movem até a região de células T e folículos de células B, onde 

interagem com os linfócitos imaturos. Nas PPs, células B sofrem a mudança de classe 

de IgM para IgA sobre a influência de muitos fatores locais, como a presença de TGF-β, 

IL-10 e sinais celulares de DCs e células T (McIntyre e Strober, 1999).  

 Além disto, antígenos e patógenos podem ser capturados da superfície de 

mucosas diretamente por DCs epiteliais que obtem amostras do compartimento luminal 

(Niess et al., 2005). Estas DCs são chamadas efetoras, pois interagem com células T e B 

virgens no GALT ou migram, através dos vasos linfáticos aferentes, para apresentação 

de antígenos nos LMs, promovendo uma resposta de células T efetoras produtoras de 

IFN-γ e IL-17 e também de memória (MacPherson e Liu, 1999; Fagarasan e Honjo, 
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2003; Pillai, S. et al., 2012). Já as DCs reguladoras não fazem amostragem diretamente 

do conteúdo luminal, mas são importantes na diferenciação de células Treg pela 

secreção de TGF-β e ácido retinóico, tendo estas células um importante papel na 

tolerância a microrganismos comensais e dieta, principalmente, através da produção de 

IL-10 (Mayer e Shao, 2004; Pillai, S. et al., 2012). 

 Os linfócitos ativados pelas DCs nas PPs e nos LMs, alí residem até sua 

diferenciação, voltando para a mucosa através vasos linfáticos eferentes. A saída destes 

linfócitos das PPs ocorre pela ligação da sua integrina α4β7 ao seu ligante MadCAM-1, 

presente em altos níveis nos vasos da mucosa (Berlin et al., 1993; Butcher et al., 1999). 

Durante a ativação de linfócitos T e B primados em tecidos linfoides de mucosas, ocorre 

a ativação de moléculas de adesão e receptores de quimiocinas (CCR), tecidos 

específicos, que guiam os linfócitos de volta às mucosas através do reconhecimento de 

moléculas presentes somente no endotélio vascular de mucosas (Kunkel e Butcher, 

2003; Mora et al., 2003). 

 Assim, os linfócitos T derivados do intestino são induzidos a expressar CCR9 

que é atraída à mucosa devido à quimiocina CCL25 expressa, seletivamente, por células 

epiteliais do intestino delgado (Bowman et al., 2002; Campbell e Butcher, 2002). As 

células T primadas nas mucosas são distintas de células T primadas em órgãos linfoides 

periféricos (Campbell e Butcher, 2002). Esta é a explicação molecular do porquê da 

imunização de mucosas ser importante para a proteção contra patógenos que infectam o 

hospedeiro por esta via (Mowat, 2003). 

 Da mesma forma, linfócitos B ativados nos tecidos linfoides associados às 

mucosas também expressam CCR9, além de CCR10, este último, receptor da 

quimiocina CCL28 que também é secretada por células epiteliais do intestino delgado e 

grosso (Kunkel e Butcher, 2003). Assim, células B CCR10 são atraídas por estes 

tecidos, explicando por que a imunização de mucosas em um determinado sítio pode 

resultar na secreção de IgA em outros tecidos de mucosas como, por exemplo, o 

pulmonar, havendo, portanto, um sistema imune de mucosas comum (Mestecky, 1987; 

Pillai, S. et al., 2012). 

 Assim, os linfócitos efetores de volta à mucosa podem efetivar seu papel, como 

as células B amadurecidas em plasmócitos produzindo a IgA, as células T CD4+ 

atuando, principalmente, na regulação imune e as células T CD8+ migrando 

preferencialmente para o epitélio, onde podem ter uma potente ação citotóxica 
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(Lefrançois, Olson e Masopust, 1999). Além disto, estas células podem atuar como 

células efetoras de memória, sendo que, resultados de pesquisas, tem mostrado que 

células de memória T CD8+ e CD4+, antígeno específicas, se acumulam, 

preferencialmente, em tecidos não linfoides, em particular, na mucosa intestinal 

(Sallusto et al., 1999).  

 Em última análise, a consequência imunológica da administração oral de um 

antígeno depende de onde e como o antígeno é capturado e apresentado às células T. O 

antígeno é diluído nas secreções, capturado pelo muco, atacado por proteases e 

nucleases, além de ser excluído pela barreira epitelial. Assim, altas doses do antígeno 

são necessárias e ainda existe o problema da indução de tolerância oral, ao invés da 

imunização (Neutra e Kozlowski, 2006). Neste contexto, a formulação vacinal e a 

estratégia de entrega são fatores importantes para superação destes desafios e para a 

indução de uma resposta imune efetiva (Ryan, Daly, e Mills, 2001). 

  Em geral, vacinas de mucosas tem se mostrado mais efetivas quando há a 

mimetização de patógenos intestinais em certas características, como a aderência à 

superfície da mucosa ou até, especificamente, às células M, sua adaptação à 

sobrevivência no ambiente luminal e a estimulação do sistema imune inato e adaptativo 

(Neutra e Kozlowski, 2006). Nesse contexto, as bactérias representam uma alternativa 

promissora para a entrega de plasmídeos vacinais diretamente à superfície de mucosas. 

 

II.1.3.2 Utilização de bactérias para a entrega de vacinas de DNA  

A transferência de genes de bactérias para as células de mamíferos foi 

observada, in vitro, por Schaffner (1980), quando as cópias, em tandem, do genoma do 

vírus SV40, carreadas por E. coli, foram transferidas, em cocultura, para células de 

mamíferos. Quinze anos depois, Sizemore et al. (1995) desenvolveram um sistema 

similar utilizando Shigella flexneri atenuada para transferência do DNA plasmideano 

(Courvalin et al., 1995; Sizemore et al., 1995).  

Nestes mecanismos de transferência, a bactéria invade a célula eucariótica em 

uma vesícula primária que, logo após, é fundida a um compartimento lisossômico, 

ocorrendo a lise bacteriana. Em seguida, o DNA plasmideano pode, então, escapar da 

vesícula para o citoplasma e, por fim, ser translocado para o núcleo da célula; local onde 
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ocorre a expressão da ORF de interesse para posterior apresentação ao sistema imune 

(Figura 4) (Pontes et al., 2011; Schoen et al., 2004). 

 

 

Figura 4: Representação esquemática da transferência de plasmídeos de vacinas de 

DNA por bactérias às células mamíferas. 1) Célula eucariótica próxima a uma 

bacteria carreando um plasmídeo de expressão eucariótica; 2) entrada da bactéria na 

célula; 3) escape das bactérias do fagolisossomo; 4) lise bacteriana; 5) liberação do 

plasmídeo no citoplasma; 6) transferencia dos plasmídeo para o núcleo da célula; 7) 

expressão da ORF de interesse no núcleo da célula e 8) síntese do antígeno de interesse 

e apresentação do mesmo ao sitema imune (Adaptado de Pontes et al., 2011). 

 

 Neste sistema de entrega, as bactérias atravessam a membrana plasmática da 

célula alvo, entregando o plasmídeo vacinal diretamente no interior da célula, além de 

proteger o DNA plasmideano de degradação por nucleases. 

Comparado à maioria dos vírus que são utilizados como carreadores de vacinas 

de DNA, o uso de bactérias é vantajoso pela facilidade de cultivo e à manutenção dos 

plasmídeos devido a sua elevada capacidade de multiplicação. Além disso, em contraste 

com a imunização utilizando DNA nu, as etapas de purificação do plasmídeo não são 

necessárias, reduzindo os custos de produção e estocagem. Por fim, as bactérias 

apresentam um tropismo natural pela indução do sistema imunológico, por gerar “sinais 

de perigo” ao hospedeiro; o que leva a uma ativação mais eficiente do sistema 

imunológico, em relação à imunização com DNA nu (Schoen et al., 2004).  
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Aspectos imunológicos 

Embora o mecanismo de indução da imunidade por vacinas de DNA ainda 

permaneça incerto, o aumento lento da resposta imune após a vacinação com DNA 

sugere que este siga um caminho complexo que pode mimetizar a infecção viral natural. 

Acredita-se que uma vez que o DNA plasmideano se encontre internalizado pela célula, 

estes utilizam a rede de microtúbulos e suas proteínas motoras associadas para o tráfego 

através do citoplasma para o núcleo (Vaughan e Dean, 2006) e a transcrição é iniciada 

utilizando o maquinário celular do hospedeiro (Kutzler e Weiner, 2008). Diferentemente 

das vacinas inativadas ou de subunidade, as vacinas de DNA resultam em uma exibição 

antigênica via moléculas de MHC I e MHC II, assim como uma infecção natural, 

ativando linfócitos T CD8+, T CD4+ e a produção de anticorpos. 

Com poucas exceções, a maioria das linhagens bacterianas utilizadas no 

transporte e entrega de plasmídeos vacinais são patógenos intestinais humanos 

atenuados. O uso de bactérias entéricas humanas é particularmente vantajoso devido a 

sua capacidade de infectar a mucosa intestinal após a administração oral. Além disto, 

estas bactérias também são transportadas por células M até as APCs nos tecidos 

linfoides intestinais, as quais se propagam para linfonodos, baço e fígado (Schoen et al., 

2004). Assim, as bactérias utilizadas para imunização com DNA são capazes de agir 

como adjuvantes naturais após entrarem em contato com a célula hospedeira, devido à 

presença de padrões moleculares associados à patógenos (Pathogen-associated 

molecular patterns, PAMPs), capazes de modular a resposta imune inata e promover 

uma resposta adaptativa robusta e duradoura (Hoebe et al., 2004). 

As DCs, consideradas as principais células alvo para o processamento 

antigênico, desempenham um papel central na captação e defesa contra patógenos 

entéricos. Além de residirem como células imaturas nas PP, as DCs são capazes de 

ultrapassar as junções entre as células epiteliais, engolfando diretamente as bactérias 

fora do epitélio, controlando o conteúdo do lúmen intestinal (Rescigno et al., 2001). 

Neste caso, após a ingestão da bactéria, o DNA plasmideano, liberado no citoplasma da 

DC, pode atingir o núcleo, onde é então expresso. Assim, o antígeno é reconhecido 

como endógeno e é, então, apresentado ao sistema imunológico via moléculas MHC I, 

com a ativação de linfócitos T CD8+. Portanto, bactérias entéricas são altamente 

capazes de entregar vacinas de DNA às DCs (Paglia et al., 1998). 
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Desta forma, o antígeno codificado pelo plasmídeo vacinal é produzido tanto por 

células infectadas como, por exemplo, enterócitos, quanto por APCs. O peptídeo 

antigênico apresentado por células infectadas nucleadas via MHC I são então capturadas 

por outras APCs para posterior processamento e apresentação via MHC II, para ativação 

de linfócitos T CD4+ e linfócitos B (Schoen et al., 2004).  

A ativação inicial de células T e B é pequena, mas, uma vez que essas células 

migram de volta para o tecido transfectado, elas podem sofrer re-estimulação. Neste 

ponto, as células T CD8+ podem lisar as células transfectadas que apresentam o 

peptídeo antigênico, levando a liberação de mais antígenos, repetindo o ciclo de 

ativação (Reyes-Sandoval e Ertl, 2001). 

Neste contexto, os diferentes tipos de resposta imune induzida pela imunização 

genética justificam sua aplicação nos campos das doenças infecciosas, das alergias e dos 

tumores. Tanto uma resposta tipo Th1 quanto Th2 podem ser induzidas, dependendo da 

via de entrega da vacina de DNA, do antígeno utilizado e da formulação, podendo ser 

empregada para controle de infecções intracelulares, como leishmaniose, tuberculose, 

toxoplasmose, brucelose e listeriose, assim como direcionado ao controle de infecções 

extracelulares, como esquistossomose e outras doenças (Azevedo e Oliveira, 2003). 

 

II.1.3.3 Bactérias patogênicas utilizadas para a entrega de vacinas de DNA 

Atualmente, bactérias patogênicas intracelulares atenuadas têm sido utilizadas 

para a entrega de vetores de expressão eucariótica em células de mamíferos (Daudel et 

al., 2007). Dentre estas, podemos citar Salmonella typhi, Listeria monocytogenes, 

Shigella flexneri, Yersinia enterocolitica e Escherichia coli (Schoen et al, 2004). 

Contudo, esses organismos apresentam riscos de reversão da patogenicidade, não sendo 

totalmente seguros para uso humano, especialmente em crianças e pacientes 

imunocomprometidos (Dunham, 2002). Neste contexto, o uso de bactérias não 

patogênicas, assim como diversos representantes do grupo das Bactérias Lácticas, como 

um veículo para a entrega de plasmídeos vacinais, representa uma alternativa atrativa 

em relação aos patógenos atenuados (Wells e Mercenier, 2008). 
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II.2 Bactérias Lácticas  

II.2.1 Características das Bactérias Lácticas  

 As Bactérias Lácticas (BL) constituem um grupo de microrganismos Gram-

positivos, microaerófilos, não formadores de esporos e não móveis, capazes de 

converterem açúcares (hexoses) em ácido lático (Makarova e Koonin, 2007). 

Atualmente, onze gêneros bacterianos entre cocos e bastonetes que possuem uma 

porcentagem G+C no genoma inferior a 54%, compõem o grupo das BL: 

Carnobacterium spp., Enterococcus spp., Lactobacillus spp., Lactococcus spp., 

Leuconostoc spp., Oenococcus spp., Pediococcus spp., Streptococcus spp., 

Tetragenococcus spp., Vagococcus spp. e Weissella spp. (Stiles e Holzapfel, 1997). 

 As BL são um dos mais importantes grupos de bactérias utilizadas 

industrialmente. Estes organismos são usados em uma variedade de processos, 

incluindo produção de alimentos fermentados, como iogurtes, queijos, leites acidófilos, 

pães, manteiga, vinhos, carnes, embutidos, picles e silagem (Carr, Chill e Maida 2002), 

atuando na formação do sabor (Urbach, 1995), na preservação (Stiles, 1996) e na 

produção de suplementos ou aditivos (Hugenholtz et al., 2002), na produção de 

bacteriocinas (De Vuyst e Leroy, 2007) e exopolissacarídeos (Welman e Maddox, 

2003). Estas também são utilizadas para a produção de consideráveis volumes de 

químicos, como o próprio ácido láctico (Kwon et al., 2001) e vitamina B (Burgess et 

al., 2004). 

A estes microrganismos ainda é dado um importante papel na manutenção da 

saúde e da prevenção de infecções (Reid et al., 2003; Klaenhammer et al., 2005), 

referidos como probióticos, ou seja, “microrganismos vivos que, quando administrados 

em quantidades adequadas, conferem um benefício à saúde do hospedeiro” (Sanders, 

2003). Alguns dos efeitos benéficos dos probióticos incluem exclusão de agentes 

patogênicos e redução de agentes cancerígenos (Reid et al., 2003). Outros efeitos bem 

estabelecidos destas bactérias é a propriedade imunoestimulatória, com efeitos anti-

inflamatórios capazes de prevenir e tratar certas doenças inflamatórias intestinais e 

alérgicas (LeBlanc et al., 2008). Atualmente, uma série de produtos lácteos, contendo 

probióticos, está disponível no mercado, sendo os leites fermentados os produtos mais 

difundidos (Miyoshi et al., 2010). 
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Recentemente, o potencial para as novas aplicações das BL, tais como vacinas 

orais (Steidler et al., 2000), produção de proteínas heterólogas e metabólitos, vem sendo 

explorado por vários grupos de pesquisa. Neste contexto, estas bactérias são utilizadas 

como “usinas celulares” para a produção de moléculas de interesse biotecnológico, 

como citocinas, enzimas, alérgenos e antígenos (Nouaille et al., 2003; Bermúdez-

Humarán et al., 2004) e também utilizadas como veículo para a apresentação de 

antígenos exógenos na superfície de mucosas (Mercenier et al., 2000). 

 

II.2.2 Lactococcus lactis: a bactéria láctica modelo 

Dentre todas as BL, Lactococcus lactis é a espécie mais bem caracterizada e 

figura como organismo modelo no estudo das mesmas; não só pela sua importância 

econômica, mas também devido ao fato de: (i) ser um microrganismo de fácil 

manipulação; (ii) ser um microrganismo seguro, possuindo o status GRAS (Generally 

Recognized As Safe); (iii) ter sido a primeira BL cujo genoma foi seqüenciado e (iv) 

possuir um grande número de ferramentas genéticas já desenvolvidas (Duwat et al., 

2000; Bolotin et al., 2001; Nouaille et al., 2003; Mills et al., 2006), como protocolos de 

transformação, vetores de clonagem e expressão (Poquet et al., 1998; Ravn et al., 2000). 

Existem duas subespécies de L. lactis, L. lactis ssp. lactis e L. lactis ssp. 

cremoris (Schleifer et al., 1985). As duas subespécies têm sido intensamente estudadas, 

principalmente devido ao interesse industrial e por serem excelentes modelos para o 

estudo do metabolismo, fisiologia, genética e biologia molecular das BL (Bolotin et al., 

2001). Além disto, durante as duas últimas décadas, avanços significativos na área da 

genética e sistemas de expressão de proteínas em L. lactis (Nouaille et al, 2003; Mills et 

al, 2006) possibilitaram o aparecimento de novas áreas de aplicação desta bactéria 

(Braat et al, 2006; Hanniffy et al, 2007; Bahey-El-Din et al, 2010b).  

  

II.2.3 Utilizações biotecnológicas de Lactococccus lactis   

Dentre as aplicações extras alimentares vislumbradas para L. lactis, pode-se 

citar: (i) a produção de proteínas heterólogas de interesse biotecnológico em 

fermentadores ou diretamente nos alimentos e (ii) a construção de vacinas vivas de 

mucosas, seja como produtoras de proteínas diretamente no hospedeiro (Miyoshi et al., 
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2004) ou (iii) como um carreador para entrega de vacinas gênicas (Guimarães et al., 

2006).  

  

II.2.3.1 Produção de proteínas em Lactococcus lactis 

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

desenvolvimento do conhecimento genético quanto pelo desenvolvimento de técnicas 

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

controlados de produção, vários vetores contendo promotores constitutivos ou indutivos 

foram desenvolvidos e, hoje, constituem a base de todos os sistemas de expressão 

voltados para L. lactis (Nouaille et al., 2003). 

Muitos sistemas de expressão vêm sendo desenvolvidos para a produção de 

proteínas recombinantes, sendo que dentre os sistemas procariotos, os mais altos níveis 

protéicos são obtidos utilizando E. coli (Jana e Deb, 2005). Entretanto, a estratégia de 

produção mais comumente utilizada neste microrganismo é a intracelular (periplasma 

ou citoplasma); o que envolve processos caros de purificação e, muitas vezes, 

problemáticos. Além disso, endotoxinas como, por exemplo, o lipopolissacarídeo 

(LPS), ainda devem ser retiradas das amostras protéicas a serem administradas a 

mamíferos (Morello et al., 2008). 

Neste sentido, L. lactis se destaca como um microrganismo alternativo para a 

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

E. coli. Inúmeras proteínas de origem eucariótica, bacteriana e viral já foram produzidas 

utilizando L. lactis (Nouaille et al., 2003; Le Loir et al., 2005). 

Além disto, L. lactis apresenta propriedades interessantes que a torna ideal para 

a produção de moléculas exógenas. L. lactis, além de não produzir LPS, não apresenta 

qualquer outro produto metabólico tóxico (Bolotin et al., 2001; Bahey-El-Din e Gahan, 

2010a). Ainda apresenta poucas proteínas secretadas, sendo que, apenas uma, a Usp45 

(Unknown Secreted Protein of 45 kDa) é secretada em quantidades suficientes para ser 

detectada em gel de poliacrilamida desnaturante (Sodium dodecyl sulfate 

polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE) corado pela técnica “azul de 

Coomassie” (van Asseldonk et al., 1990); característica esta que facilita a análise e a 

purificação das proteínas de interesse. Mais ainda, as linhagens utilizadas não possuem 



30 

 

a protease extracelular PrtP (Gasson, 1983a) e são desprovidas de plasmídeos selvagens 

(linhagens IL1403 e MG1363) (Gasson, 1983b; Chopin et al., 1984). 

Vários sistemas de expressão e de endereçamento celular de proteínas 

heterólogas já foram desenvolvidos, não só para uso em L. lactis, mas também em 

outras BL (Norton et al., 1995; Piard et al., 1997; Dieye et al., 2001; Le Loir et al., 

2001). Dentre os sistemas de expressão, pode-se destacar o sistema NICE (Nisin 

Controlled Expression System) e o sistema XIES (Xylose-Inducible Expression System) 

(de Vos e Gasson, 1989; Wells et al., 1993a; de Vos, 1999; Miyoshi et al., 2004). 

  

II.2.3.2 Lactococcus lactis como vacinas vivas de mucosas  

Recentemente, as BL, destacando-se, novamente, L. lactis, vêm sendo utilizadas 

como veículo para a apresentação de antígenos e para entrega de DNA na superfície de 

mucosas. As BL, ao contrário dos microrganismos patogênicos, podem ser 

continuamente utilizadas em programas de imunização. Além disto, são capazes de 

resistir ao ambiente ácido do estômago, alcançando o trato gastrointestinal, onde ocorre 

a estimulação temporária do sistema imune. Já que é uma bactéria transiente, a mesma 

não é capaz de colonizar a mucosa intestinal (Mercenier et al., 2000), não gerando, 

assim, tolerância oral. 

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

para a mucosa, gerando respostas imunes específicas (Chatel et al., 2001). A maioria 

dos estudos sobre L. lactis, como uma vacina viva, foram feitos utilizando o fragmento 

C da toxina tetânica (TTFC, Tetanus Toxic Fragment C), um antígeno altamente 

imunogênico, sendo verificado um aumento significativo nos níveis de IgA, após a 

imunização oral dos camundongos com as linhagens recombinantes de L. lactis 

produtoras deste antígeno (Norton et al., 1995). Outros trabalhos mostraram que os 

animais vacinados com L. lactis produtora da forma intracelular do TTFC 

desenvolveram altos níveis de IgG e IgA específicos. Posteriormente, esses animais 

tornaram-se resistentes ao desafio com a toxina tetânica (Wells et al., 1993b; Robinson 

et al., 1997). 

Contudo, o maior desafio consiste, principalmente, na expressão de genes 

eucarióticos nesta bactéria. O processamento pós-traducional em L. lactis, algumas 

vezes, não é correto, pois modificações tais como glicosilações e formação de pontes 
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dissulfeto são limitadas devido à falta da enzima dissulfeto isomerase. Isto resulta em 

uma quantidade muito baixa da forma ativa da proteína de interesse. Esse fato foi 

observado tanto para a IL-12 (Bermúdez-Humarán et al., 2003a) quanto para o 

interferon omega ovino (Bermúdez-Humarán et al., 2003b). 

Assim, uma estratégia alternativa para contornar este problema poderia se basear 

no uso destas bactérias para a entrega de plasmídeos vacinais a células eucarióticas; o 

que representaria um novo passo rumo ao desenvolvimento de novas formulações para 

as vacinas gênicas.  

 

II.2.3.3 Lactococcus lactis como carreador de vacinas gênicas  

Guimarães et al. (2006) utilizaram L. lactis nativas para entregar, a células de 

mamíferos, um cassete de expressão eucariótico da proteína antigênica β-lactoglobulina 

bovina (BLG; a mais abundante proteína do soro do leite de vaca e considerada um 

alérgeno dominante). O cocultura da linhagem celular humana epitelial Caco-2 e L. 

lactis, contendo um plasmídeo com o cassete de expressão para BLG, confirmou a 

capacidade de microrganismo em entregar o DNA às células de mamíferos, levando à 

expressão e secreção da proteína BLG pelas mesmas. L. lactis nativas foram ainda 

capazes de entregar este cassete de expressão eucariótica a camundongos, in vivo, sendo 

a proteína BLG detectada na membrana epitelial do intestino delgado de 53% dos 

camundongos testados (Chatel et al., 2008). 

Com o objetivo de aumentar a eficiência de entrega do cassete de expressão 

eucariótico às células, uma nova estratégia foi desenvolvida. Esta estratégia consistiu na 

utilização de linhagens recombinantes de L. lactis capazes de invadir e entregar 

plasmídeos vacinais às células epiteliais humanas. Após a invasão celular, L. lactis, 

provavelmente, é internalizado por vesículas fagolisossomais e sofre lise, liberado o 

DNA plasmideano que é, então, transferido para o núcleo, resultando na expressão da 

ORF de interesse (Guimarães et al., 2005). A proteína antigênica ou peptídeo de 

interesse expresso na célula infectada é apresentado ao sistema imune, ativando células 

T e B nos linfonodos (Reyes-Sandoval e Ertl, 2001).  

Para tanto, Guimarães et al., 2005 construíram uma linhagem de L. lactis 

invasiva, expressando o gene da internalina A (InlA) de Listeria monocytogenes. InlA 

codifica uma proteína de 84 kDa que fica ancorada à parede celular, mediando a entrada 
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deste patógeno em células epiteliais de mamíferos por se ligar à E-caderinas presentes 

nas mesmas (Gaillard et al., 1991; Lebrun et al., 1996). Foi demonstrado que a proteína 

InlA foi eficientemente ancorada ao envelope celular em L. lactis, promovendo, assim, 

sua internalização por células humanas epiteliais (Caco-2), in vitro, e por enterócitos, in 

vivo, após administração oral em porcos-da-índia. Além disso, essa internalização 

promoveu a entrega do plasmídeo e expressão da ORF da Proteína Verde Fluorescente 

(GFP, Green fluorescent protein) em cerca de 1,3% das células Caco-2, tendo sido esta 

proporção verificada por citometria de fluxo (Guimarães et al., 2005). 

Além disto, um novo plasmídeo chamado pValac (Vaccination using Lactic acid 

bactéria), com peso molecular de 3.742 pb, foi construído. O pValac foi formado pela 

fusão do (i) promotor do citomegalovirus (pCMV) que permite a expressão do antígeno 

em células eucarióticas, (ii) sítio de clonagem múltipla, (iii) seqüência sinal de 

poliadenilação do Hormônio Bovino de Crescimento (BGH poli-A), para estabilizar o 

transcrito de RNA mensageiro, (iii) origens de replicação que permitem a propagação 

do plasmídeo tanto em E. coli (RepC) quanto em L. lactis (RepA) e (iv) um gene de 

resistência ao cloranfenicol para a seleção das linhagens recombinantes (Guimarães et 

al., 2009).  

Contudo, embora atraente, a utilização experimental de L. lactis expressando 

InlA em camundongos tem uma grande limitação: InlA não interage com a E-caderina 

murina. Assim, a estratégia de se utilizar L. lactis InlA como um veículo para a entrega 

de DNA só pode ser testado em cobaias que expressem a E-caderina humana, como 

porcos da índia, ou em camundongos transgênicos (Lecuit et al., 2001); o que dificulta, 

em muito, os testes in vivo. 

Neste contexto, outra linhagem recombinante de L. lactis, expressando a 

Proteína de Ligação Fibronectina A (FnBPA) de Staphyloccocus aureus (Que et al., 

2001), foi testada com o objetivo de melhorar e facilitar a entrega do DNA a células de 

mamíferos (Innocentin et al., 2009). FnBPA medeia a adesão da bactéria ao tecido 

hospedeiro e sua entrada em células não fagocíticas, sendo L. lactis FnBPA capaz de 

invadir células in vitro a níveis comparáveis a S. aureus (Sinha et al., 2000). Além 

disto, foi demonstrado que a capacidade invasiva de L. lactis expressando FnBPA é 

comparável à observada em L. lactis expressando InlA, utilizando a linhagem celular 

humana epitelial Caco-2 (Innocentin et al., 2009). A linhagem invasiva foi ainda 

transformada com o plasmídeo pValac:gfp para avaliação de sua capacidade de entrega, 
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in vitro, do plasmídeo de expressão eucariótica funcional. Assim, foi observada a 

presença da GFP em aproximadamente 1% das células Caco-2 co-incubadas com a 

linhagem invasiva, versus 0,02% de células produtoras de GFP co-incubadas com a 

linhagem não invasiva de L. lactis (Innocentin et al., 2009).  

 Posteriormente, foi novamente confirmada sua maior capacidade de entrega, in 

vitro, utilizando-se para isto o pValac:BLG. Foi verificado que após a cocultura de 

células Caco-2 com a linhagem L. lactis FnBPA e L. lactis selvagem, a invasiva 

mostrou-se cerca de 10x mais internalização, além de L. lactis FnBPA(pValac:BLG) 

levar a 30x mais produção da proteína BLG comparada à cocultura com L. lactis 

(pValac:BLG) (Pontes et al., 2012). Em adição, utilizando-se a linhagem L. lactis 

FnBPA(pValac:gfp) para gavagem oral de camundongos, foi confirmado por 

microscopia de fluorescência que a ORF gfp foi expressa em algumas células do 

intestino delgado (Pontes et al., 2012) e também do intestino grosso (Del Carmen et al., 

2013); o que confirma o potencial uso de L. lactis invasiva como veículo para a entrega 

de DNA, in vivo.  

 Além disto, foi comparado o perfil de resposta imune gerado, in vivo, após 

imunização utilizando as linhagens selvagem e invasiva de L. lactis (FnBPA), todas 

carreando pValac:BLG; sendo estas capazes de gerar uma resposta imune específica  

após administração oral e intranasal das bactérias (Pontes et al. 2014). 

Assim, estas estratégias combinam as vantagens da imunidade de mucosas com 

a simplicidade da técnica e o baixo custo da vacina de DNA, além da segurança de 

utilização destas bactérias que são consideradas não patogênicas (Guimarães et al., 

2005).  

Nesse contexto, a utilização de uma linhagem invasiva de L. lactis para a entrega 

de um plasmídeo de expressão eucariótica, expressando um antígeno de interesse, 

poderia representar uma nova estratégia para o desenvolvimento de vacinas de DNA, 

mais seguras e econômicas, para o controle de diversas doenças infecciosas como, por 

exemplo, a tuberculose. 
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II.3 Mycobaterium tuberculosis e a Tuberculose  

II.3.1 Mycobacterium tuberculosis 

O agente causador da Tuberculose (TB), Mycobacterium tuberculosis, foi 

isolado pela primeira vez em 1882, por um bacteriologista alemão chamado Robert 

Koch. Porém, cento e trinta anos após esta descoberta, um terço da população mundial 

(aproximadamente 2 bilhões de pessoas) ainda se encontra infectada com o bacilo, em 

estado latente, sendo que, 10% destas, desenvolvem a TB ativa durante a vida (Pieters, 

2008). Este fato torna esta doença um dos principais problemas sociais, econômicos e 

de saúde pública no mundo (Lugo e Bewley, 2008).  

M. tuberculosis, pertence à família Mycobacteriaceae e ao grupo dos 

actinomicetos, sendo que as características típicas deste bacilo Gram-positivo incluem o 

alto conteúdo C+G (61-71%), crescimento lento, dormência, patógeno intracelular, 

homogeneidade genética e complexo envelope celular, composto principalmente de 

peptideoglicanos, arabinogalactano e ácidos micólicos (Wheeler e Ratledge, 1994), 

além de imóvel, aeróbio estrito que não esporular (Dorella et al., 2006). É necessário 

recorrer à técnica de coloração especial (Ziehl-Neelsen) para a visualização das células 

de M. tuberculosis, pois a coloração pela técnica de Gram é ineficaz devido aos ácidos 

micólicos presentes na parede celular desse bacilo. Bioquimicamente, o bacilo é 

classificado como catalase positivo, arilsulfatase positivo e resistente à lisozima (Holt et 

al., 1994). 

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

pequena parte encontrada em animais, como patógenos intracelulares. M. tuberculosis, 

juntamente com Mycobacterium bovis, Mycobacterium africanum, Mycobacterium 

avium, Mycobacterium microti e Mycobacterium canettii, podem causar a TB, sendo M. 

tuberculosis o principal agente etiológico da TB humana (Pfyffer et al., 1998; Barrera, 

2007). 

Desde o seu isolamento em 1905, a linhagem M. tuberculosis H37Rv tem sido 

mundialmente utilizada em pesquisas, pelo fato desta manter plena virulência em 

modelos animais, ser suscetível a drogas e ser propícia à manipulação genética, além de 

ter seu genoma sequênciado (4.411.529 pb), com a anotação publicada em 1998 (Cole et 

al., 1998) e a re-anotação em 2002 (Camus et al., 2002). 
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II.3.2 Patologia e imunologia da doença  

 A TB é uma doença transmitida através do ar por meio de gotículas de secreção 

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

de uma pessoa que contém a doença ativa. Quando estas gotículas são inaladas por 

pessoas sadias, provocam a infecção tuberculosa e o risco de desenvolver a doença. Os 

bacilos multiplicam-se nos alvéolos e um pequeno número entra na circulação 

sanguínea disseminando-se por todo o corpo. Dentro de 2 a 10 semanas, no entanto, o 

sistema imune, usualmente, impede que os bacilos continuem a se multiplicar pela 

formação de uma barreira, o granuloma, que mantém os bacilos sob controle (Brasil, 

2002).  

 A TB acomete mais comumente o trato respiratório inferior, sendo os pulmões 

os sítios primários da infecção. Mais raramente, M. tuberculosis também infecta outras 

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

al., 2009), rins (Gurski e Baker, 2008), trato geniturinário (Vilasaró et al., 2008), 

laringe, articulações, pele (Lúpus Vulgaris), glânglios linfáticos (Escrófulo), olho, 

pleura e trato gastrointestinal (Brasil, 2002b). A tuberculose miliar consiste no 

alastramento da infeção para diversas partes do organismo, por via sanguínea. Este tipo 

de TB pode atingir as meninges (membranas que revestem a medula espinal e o 

encéfalo) causando infecções graves denominadas de “meningite tuberculosa” 

(Palomino et al., 2007). O desenvolvimento da infecção depende de vários fatores 

como, por exemplo, a virulência da linhagem, as condições imunológicas e 

características genéticas do indivíduo exposto (Dannenberg, 1989). 

A TB pulmonar ativa se caracteriza por tosse, expectoração, falta de apetite, 

emagrecimento, cansaço e febre baixa vespertina seguida de suores noturnos. 

Dificuldade na respiração (dispneia), eliminação de sangue (hemoptise) e acúmulo de 

pus na pleura pulmonar são característicos em casos mais graves (Brasil, 2005). 

 A infecção pelo M. tuberculosis ocorre através de APCs presentes nos pulmões, 

geralmente macrófagos alveolares, responsáveis por capturar o bacilo e transporta-lo 

através do epitélio alveolar (Wolf et al., 2007; Kang et al., 2011). A resposta imune 

inata inicial leva ao recrutamento progressivo de neutrófilos, monócitos inflamatórios, 

macrófagos intersticias e DCs no pulmão, formando-se o granuloma (Davis e 

Ramakrishnan, 2009).  
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 No interior dos macrófagos, M. tuberculosis apresenta múltiplos mecanismos de 

virulência, sendo capaz de parar o fagossomo nos estágios iniciais de maturação, 

impedindo a fusão com o lisossomo (Harth e Horwitz, 1999; Ferrari et al., 1999). Além 

disto, M. tuberculosis é capaz de inibir apoptose das células infectadas, acumulando-se 

um grande número de bactérias antes de promover a necrose celular através de proteínas 

secretadas nos estágios iniciais da infecção. Assim, células fagocíticas são recrutadas, 

mas acabam sendo infectadas, contribuindo para expansão da infecção bacteriana 

(Davis e Ramakrishnan, 2009; Miller et al., 2010; Blomgran et al., 2012). Desta forma, 

M. tuberculosis explora os primeiros estágios da formação do granuloma para 

proliferação e disseminação no hospedeiro, se espalhando de célula a célula; o que, 

consequentemente, resulta na ativação da resposta adaptativa (Ramakrishnan, 2012; 

Ernst, 2012). 

 A resposta adaptativa é ativada tardiamente após a infecção, pois M. tuberculosis 

é capaz de inibir a migração de DCs até os linfonodos (Wolf  et al., 2008; Blomgran e 

Ernst, 2011). Além disto, a inibição da apoptose neutrofílica também contribui para o 

atraso na ativação da resposta imune adaptativa contra o bacilo (Blomgran et al., 2012). 

Porém, esta resposta é limitada, pois, na maioria das vezes, a bactéria entra em um 

estado de latência que dificulta a sua eliminação do organismo pelo sistema 

imunológico (Lillebaek et al., 2003; Ernst, 2012) 

 As APCs podem apresentar os antígenos de M. tuberculosis pela via exógena 

(MHC II) e, devido aos processos de resistência do bacilo, também pela via endógena 

(MHC I), ambas levando a ativação de linfócitos (Kaufmann, 1999), sendo as DCs 

infectadas as principais responsáveis pela ativação de células T, centrais para o controle 

da TB.  

 Diferentes populações de células T atuam na resposta à infecção por M. 

tuberculosis (Kaufmann, 2000). As células T CD4+ (auxiliares) ativas migram para o 

local da infecção e, de acordo com as citocinas presentes no ambiente, são capazes de se 

diferenciar em efetores do tipo Th1 ou Th2. A citocina IL-12, secretada pelas células 

dendriticas infectadas pelo bacilo, diferencia as células T CD4+ em células efetoras do 

tipo Th1. Além disso, IL-12 participa do processo de ativação das células NK. As 

células T CD4+ do tipo Th1 e as células NK ativadas passam, então, a produzir IFN-γ, 

responsável pela ativação das funções microbicidas dos macrófagos (Kaufmann, 2004; 

Flynn, 2004; Salgame, 2005) através da produção de intermediários reativos de 
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oxigênio (ROI, Reactive Oxigen Intermediates) e intermediários reativos de nitrogênio 

(RNI, Reactive Nitrogen Intermediates) (Schaible, Collins e Kaufmann, 1999; Schaible 

et al., 1998). Além disto, as citocinas fator de necrose tumoral alfa (TNF-α, Tumor 

Necrosis Factor alpha), linfotoxina-α (LT-α) e IL-17 também participam do controle da 

infecção por M. tuberculosis (Kaufmann, 2001; Cooper, 2009). Por outro lado, as 

citocinas IL-4 e IL-10 são escassas, mas não totalmente ausentes, na resposta 

imunológica contra o M. tuberculosis (Lin et al., 1996). 

Células que também participam da resposta imune celular adaptativa são os 

linfócitos T CD8+ (citotóxicos). Esses linfócitos podem produzir IFN-γ, mas sua 

principal função é a liberação de granulações  líticas  (granzimas),  através  de  canais de  

perforina,  ativando  as  caspases  e,  assim,  eliminando  as  células  infectadas  pelo M. 

tuberculosis por indução apoptótica (Canaday et al., 2001; Kaufmann, 2002; Nicod, 

2007).  

 Além das células T CD4+ e T CD8+, células T não convencionais como células 

T restritas a CD1 e as células T γδ também participam da resposta imune protetora, 

estimuladas por antígenos não protéicos, como glicolipídeos (ácidos micólicos, por 

exemplo) e fosfoligantes, abundantes na parede celular micobacteriana (Kaufmann, 

2000). Estas células T produzem IFN-γ após a estimulação por estas moléculas, mas sua 

principal função é a atividade citolítica (Stenger, Niazi e Modlin, 1998; Behr-Perst et 

al., 1999). 

Como foi constatado, a resposta imune mediada por células possui um papel 

central para o controle da infecção. Como M. tuberculosis é um patógeno intracelular, 

pode-se pensar que a imunidade humoral não contribui para a proteção. Entretanto, 

quando a doença é disseminada para outros órgãos, anticorpos específicos contra os 

bacilos, localizados no meio extracelular, podem ser detectados. Os anticorpos se ligam 

às micobactérias e a fagocitose desses bacilos opsonizados (envolvidos pelos 

anticorpos) aumenta a capacidade microbicida de células fagocíticas e estimula a 

resposta imune celular (Hoft, 2008). 

Em pessoas com imunidade celular intacta, a infecção micobacteriana é 

caracterizada pela formação de granulomas, formados por uma área central de necrose 

circundada por macrófagos infectados, linfócitos T CD4+, em maior quantidade, e T 

CD8+, em menor quantidade, e um pequeno influxo de linfócitos B distribuídos 

perifericamente. Os bacilos, uma vez delimitados, permanecem em estado quiescente ou 
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dormente, conservando ainda a capacidade de replicação e disseminação. Quando o 

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

90% das pessoas infectadas apresentam o bacilo em sua forma latente no organismo 

dentro dos granulomas  (Figura 5) (Russel, 2007). 

 

 

Figura 5: Representação esquemética dos processos envolvidos na infecção, no 

curso da doença e nos mecanismos imunes ativados durante a infecção pelo M. 

tuberculosis. Existem três potenciais destinos da infecção por M. tuberculosis em 

humanos: a) A infecção pode ser controlada e haver cura espontânea, b) A infecção 

pode levar à doença ativa em indivíduos imunocomprometidos, c) Na maioria dos 

casos, a infecção é inicialmente contida, mas posteriormente pode ser retivada. O 

granuloma é o sitio de infecção, persistência, patologia e proteção. Células T efetoras, 

como as convencionais CD4 e CD8, além das células T γδ e das células T restritas a 

CD1 e macrófagos participam do controle da TB. Interferon-γ (IFN γ) e o fator de 

necrose tumoral-α (TNF-α), produzidos por células T, são importantes na ativação de 

macrófagos. A ativação de macrófagos permite a maturação fagossomal e a produção de 

moléculas antimicrobianas como intermediários reativos de oxigênio (RNI) e 

intermediários reativos de oxigênio (ROI). LT-α3, linfotoxina-α3 (Adaptado de 

Kaufmann, 2001). 
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A contenção do bacilo geralmente falha quando a resposta imune do hospedeiro 

está comprometida, como em pacientes onde a população de células T CD4+ está 

diminuída (Silva et al., 2001; Russel, 2007) ou em casos de terapia de neutralização de 

TNF-α (Harris e Keane, 2010). Desse modo, o granuloma é rompido, espalhando os 

bacilos para os diversos tecidos. A doença é, então, reativada e o paciente torna-se 

contagioso (Wallis, 2007). Isto pode ocorrer logo após a infecção (TB primária, 5% dos 

casos) ou vários anos após a infecção (reativação da doença ou bacilo dormente, 5% dos 

casos) (Brasil, 2005). A importancia de linfócitos T CD4+ na modulação do granuloma 

pode ser visualizada no fato de que, em pacientes com AIDS, frequentemente, não se 

observa a formação do granuloma no foco da infecção e, consequentemente, esses 

pacientes podem desenvolver a TB na forma disseminada que é muito grave (Beck, 

2005; Clay, Volkman e Ramakrishnan, 2008). 

 

II.3.3 Epidemiologia da Tuberculose  

A estimativa da Organização Mundial de Saúde (World Health Organization, 

WHO) é que mais de oito milhões de pessoas contraiam TB, por ano, e que, 

aproximadamente, dois milhões morram, anualmente, em todo o mudo em decorrência 

desta doença (Dye et al., 1999; Zumla et al., 2000; Frieden et al., 2003; WHO, 2006). 

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

pobreza, sendo que, 95% de todos os casos e 99% das mortes, ocorrem em países em 

desenvolvimento (Dye, 2006; WHO, 2006a) (Figura 5). As razões para a permanência 

da epidemia incluem a precariedade dos sistemas de saúde nos países pobres, 

inadequadas ferramentas de diagnóstico, aumentos dramáticos no surgimento de 

linhagens multidrogas resistentes e uma vacina com eficácia limitada (Derrick e Morris, 

2007). Além disso, a epidemia da TB tem sido exacerbada, desde os anos 80, pela 

epidemia do HIV, sendo a causa principal de morbidade e mortalidade por adultos 

infectados com o vírus (McShane, 2005).  
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Figura 6: Incidência estimada da tuberculose no mundo. Taxa estimada de novos 

casos de tuberculose no mundo, para cada 100.000 habitantes, no ano de 2012. Fonte: 

Global Tuberculosis Report 2013. WHO, 2013. Disponível em 

(http://gamapserver.who.int/mapLibrary/app/searchResults.aspx) 

 

No Brasil várias instituições estiveram envolvidas na luta contra a TB, como a 

Liga Brasileira Contra a Tuberculose, atual Fundação Ataulpho de Paiva. Apesar das 

tentativas para controlar a doença, o Brasil ainda continua com altos índices de pessoas 

infectadas (Hijjar et al., 2007). Assim, uma maior compreensão dos mecanismos de 

patogenicidade da bactéria é claramente necessária para o desenvolvimento de novas 

vacinas e medicamentos mais eficazes para o controle desta doença (Derrick e Morris, 

2007). 

 

II.3.4 Diagnóstico e tratamento 

Um dos melhores prognósticos para a TB vem com o diagnóstico precoce da 

infecção e da aplicação imediata do tratamento adequado. Nos países em 

desenvolvimento, a maioria dos casos de diagnóstico da TB ativa depende de técnicas 

de coloração ou culturas positivas de M. tuberculosis, em conjunto com a avaliação dos 

sintomas clínicos e a evidência radiográfica (Bock et al., 1996; Murphy et al., 1995; 
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Tattevin et al., 1999). No entanto, estas avaliações são, geralmente, caras, cansativas e 

demandam muito tempo.  

 O método mais comum empregado para a detecção da infecção latente por M. 

tuberculosis é o teste intradérmico da Tuberculina (TST, Tuberculin Skin Test) 

utilizando o derivado protéico purificado (PPD, Purified Protein derivative). O PPD é 

baseado em uma mistura de antígenos de M. tuberculosis, muitos dos quais são 

compartilhados com as proteínas de outras micobactérias ambientais não patogênicas 

(Harboe, 1991; Huebner et al., 1993). Portanto, pessoas que tiveram contato com outras 

espécies de micobactérias podem ter resultados falso-positivos (Pottumarthy et al., 

1999). Sendo assim, este teste é considerado clinicamente pouco confiável (Edwards et 

al., 1969; Mustafa, 2002).  

Novos testes, mais rápidos e eficientes para o diagnóstico da TB, têm sido 

desenvolvidos nos últimos anos (Brock et al., 2001; Lalvani et al., 2001a; Perkins, 

2000). Testes sorológicos para detecção de anticorpos de M. tuberculosis apresentam 

um imenso potencial para um diagnóstico seguro e de baixo custo em países em 

desenvolvimento (Choudhary et al., 2003). Nos últimos anos, numerosos antígenos de 

M. tuberculosis foram identificados, sendo capazes de gerar respostas anticorpo-

específicas em pacientes com TB (Devi et al., 2002; Houghton et al., 2002, Ljungqvist 

et al., 1990).  

A quimioterapia padrão contra a TB, recomendada pela WHO, é denominada de 

TCPDO (Tratamento de Curto Prazo Diretamente Observado). Esta estratégia consiste 

em dois meses de tratamento com a administração das drogas anti-TB de primeira 

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

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

meses de tratamento (WHO, 2005).  

Entretanto, uma das dificuldades encontradas para o tratamento e o controle da 

TB é a ocorrência de linhagens multidrogas resistentes (MDR-TB, Multi-drug-resistant 

tuberculosis). Estas linhagens são resistentes a, pelo menos, isoniazida e rifampina. 

Além disto, há ainda linhagens extensivamente droga-resistentes (XDR-TB, Extensively 

Drug-resistent Tuberculosis), as quais resistem também à fluoroquinolona e a, pelo 

menos, um antibiótico de segunda linha como a amicacina, a canamicina e a 

capreomicina (Gandh et al., 2006). Assim, os acometidos são tratados com as drogas de 

segunda geração (canamicina, amicacina, cicloserina, dentre outras). Um dos 
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inconvenientes da utilização das drogas de segunda geração é a sua alta toxicidade para 

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

acaba resultando no abandono do mesmo pelo paciente, tendo reflexos importantes no 

controle da doença e no aparecimento de bacilos ainda mais resistentes (Silva, 1999; 

Zhang, 2005). Diante do exposto, a profilaxia da doença figura-se como uma 

intervenção de extrema importância, sendo capaz de diminuir os novos casos de TB em 

todo o mundo. 

 

II.3.5 Profilaxia da doença: Mycobcterium bovis BCG 

Albert Calmette e Camille Guérin, trabalhando no Instituto Pasteur de Lille, 

França, obtiveram uma linhagem virulenta de M. bovis, a qual foi isolada de um caso de 

mastite bovina. A partir daí, durante o período de 1908 a 1921, ou seja, 13 anos, 

cultivaram esta linhagem em meio contento bile bovina por 231 sucessivos subcultivos, 

o que resultou em sua atenuação. Durante este período, vários testes demonstraram que 

esta linhagem havia perdido sua virulência, mas ainda mantinha suas propriedades 

imunogências. Hoje ela é chamada de Bacilo de Calmette e Guérin ou BCG e é utilizada 

para prevenção das formas mais graves de TB (Lugosi, 1992, Liu et al., 2009).  

Desde 1921, várias linhagens da vacina BCG original foram obtidas e foram, 

então, denominadas pelo país ou laboratório de origem. Hoje, mais de 50 linhagens, 

derivadas da BCG original, são conhecidas, mas somente seis estão atualmente em uso 

como vacina: BCG Connaught, BCG Glaxo, BCG Moreau, BCG Pasteur, BCG Tokyo, 

BCG Danish (Minnikin et al., 1984; Milstien e Gibson, 1990; Lagranderie et al., 1996). 

A primeira vacinação utilizando BCG contra a TB foi realizada em 1921, em 

Paris. Já no Brasil, os programas de imunização com esta vacina foram iniciados em 

1927 (Hijjar et al., 2007). Estima-se, hoje, que cerca de 3,5 bilhões de pessoas já 

tenham sido vacinadas com a BCG, o que torna esta a vacina a mais amplamente 

utilizada no mundo (Ernst, 2012).  

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

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

proteger crianças com uma eficácia superior a 80% contra as formas mais severas de 

TB, incluindo a meningite tuberculosa e a TB miliar (Trunz et al., 2006; Liu et al., 
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2009). Em contraste, a eficácia da vacina contra a TB pulmonar, em pacientes 

adolescentes e adultos, varia de 0 a 80%, dependendo da população estudada (Britton e 

Palendira, 2003; Brewer, 2000; Liu et al., 2009).  

Os fatores ambientais, diferenças genotípicas e de idade das populações 

vacinadas, além das diferenças na virulência nos isolados de M. tuberculosis de cada 

região e a dose vacinal empregada podem explicar as diferentes eficácias da vacina 

(Brewer, 2000; Smith et al., 2000). Além disso, por meio de análises de genômica 

comparativa, foi verificado que as diferentes linhagens de BCG utilizadas no mundo 

possuem composição genética distinta (Behr, 2001). Essa heterogeneidade genética é, 

provavelmente, causada pelos diferentes mecanismos de atenuação que cada linhagem 

sofreu em diferentes regiões do mundo (Liu et al., 2009); o que pode contribuir para a 

variação em sua eficácia protetora (Behr et al., 2001). 

 Além disso, a perda de muitas regiões do genoma de M. bovis, durante o 

processo de atenuação, também pode ter contribuído para a variação na eficácia da BCG 

(Cole et al., 1998). Comparado ao genoma de M. bovis, tipo selvagem, de 15 a 16 

regiões não estão presentes em M. bovis BCG (Behr e Small, 1999). Regiões 

regulatórias podem ter sido perdidas, sendo que a ausência de proteínas regulatórias 

poderia ocasionar a perda ou expressão inadequada de antígenos imunogênicos e 

imunoprotetores importantes para gerar uma resposta imune adequada (Mahairas et al., 

1996). No entanto, nenhum fator explica, plenamente, a variabilidade na eficácia da 

BCG.  

Além disto, por ser uma vacina viva, a BCG apresenta risco de reversão da 

patogenicidade, o que limita o seu uso, principalmente, em pacientes 

imunocomprometidos; casos de infecção devido à vacina BCG tem sido relatados em 

pacientes HIV positivos e outros indivíduos imuno-comprometidos (Talbot et al., 1997; 

Doffinger et al., 2000). Estes dados são consistentes com recomendações da WHO e da 

União internacional Contra Tuberculose e Doenças Pulmonares (International Union 

Against Tuberculosis and Lung Disease, IUATLD), as quais recomendam a 

descontinuação da vacina BCG em populações com um risco anual de infecção menor 

que 0,1%, como ocorre nos Estados Unidos da América (EUA) (WHO, 2001; IUATLD, 

1994). 

Diante desta situação, faz-se necessária a pesquisa e o desenvolvimento de novas 

vacinas contra a TB, mais seguras, eficazes e sem efeitos colaterais, especialmente para 
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indivíduos imunocomprometidos. Além disso, a criação de uma nova vacina que possa 

aumentar a imunidade de indivíduos já vacinados com a BCG, certamente, é uma das 

intervenções que poderia ter um grande impacto sobre o número de novos casos de TB 

na população adulta mundial (Dietrich et al., 2006). 

 

II.3.6 Vacinas contra a tuberculose em desenvolvimento 

Em 1991, Andersen e colaboradores observaram que o sobrenadante na fase 

inicial de crescimento da cultura de M. tuberculosis apresentava diversos antígenos 

secretados com grande potencial imunogênico (Andersen et al., 1991). Com isto, a 

demonstração de que vacinas baseadas em proteínas secretadas poderiam proteger 

eficazmente contra a TB levou ao início de extensas pesquisas para a descoberta de 

novos antígenos. Atualmente, diversos destes antígenos já estão sendo testados para o 

desenvolvimento de novas vacinas contra a TB. 

A constatação de que a imunização com micobactérias vivas induz um maior 

grau de proteção do que com o bacilo morto, teve uma importante influencia sobre a 

busca de antígenos imunologicamente relevantes em M. tuberculosis. A justificativa 

para tanto foi inspirada, em parte, pela constatação de que a imunização com a BCG 

morta confere pouca ou nenhuma proteção contra a infecção, devido ao fato de que 

apenas a vacina viva induz a secreção de proteínas no fagossoma, sendo estes os 

primeiros antígenos a serem apresentados ao sistema imune (Horwitz et al., 1995; Orme 

et al., 1993).  

Assim, nos últimos anos, o grande esforço internacional para o controle da TB 

resultou na pesquisa e desenvolvimento de diversos candidatos a uma nova vacina 

contra a TB (Ginsberg, 2002; Orme, 2005; Izzo et al., 2005; Reed e Lobet, 2005). 

Exemplos de proteínas secretadas por M. tuberculosis e que vêm sendo utilizadas no 

desenvolvimento de vacinas são as proteínas Ag85B, Ag85A, TB10.4, ESAT-6, Mtb32 

e Mtb39, sendo que, frações purificadas de algumas dessas proteínas têm sido utilizadas 

em ensaios de imunização e têm se mostrado eficazes em gerar uma resposta imune 

efetiva contra a TB (Olsen et al., 2004; Kamath et al., 2008).  

 



45 

 

II.4  A família ESAT-6  

O sobrenadante da cultura de M. tuberculosis, cultivado in vitro, foi alvo para a 

busca de tais antígenos, sobretudo no início da fase de crescimento, devido ao fato 

destes antígenos serem os primeiros a estabelecerem um contato com o sistema 

imunológico do hospedeiro (Andersen et al., 1991). 

Desta forma, esta busca resultou na descoberta de algumas proteínas, de baixo 

peso molecular, capazes de induzir respostas imunes com grande eficiência. Dentre 

estas, a mais imunogênica, denominada de ESAT-6 (6-kDa Early Secreted Antigenic 

Target) é uma proteína de 95 aminoácidos (Sorensen et al., 1995; Berthet et al., 1998) e 

peso e molecular de 10 kDa. Interessantemente, foi verificado que o gene codificador de 

ESAT-6 estava ausente em todas as linhagens da vacina BCG, mas presente, e ativo, em 

todas as linhagens virulentas de M. tuberculosis; o que levantou a suspeita de que esta 

proteína teria um papel chave na virulência da bactéria (Gordon et al., 1999; Behr et al., 

1999, Pym et al, 2002). 

Com a análise da seqüência genômica de M. tuberculosis, tornou-se evidente que 

ESAT-6 foi o primeiro antígeno descrito de uma grande família de proteínas 

relacionadas, composta por 23 membros, na linhagem de M. tuberculosis H37Rv e 

localizados em 11 loci genômicos diferentes. Seus genes foram geneticamente 

nomeados de esxA até esxW, com esxA codificando ESAT-6 e esxB codificando CFP-

10 (10-kDa culture filtrate protein) (Brodin et al., 2004; Cole et al., 1998). A família 

pode ainda ser dividida em subfamílias: a TB10.4, a Mtb9.9, a QILSS, a CFP-10 e a 

ESAT-6 (Brodin et al., 2004; Skjot et al., 2002; Alderson et al., 2000; Hsu et al., 2003; 

Pym et al., 2003; Renshaw et al., 2002). 

Além disto, esta família de proteínas, na qual se encontra ESAT-6, também é 

definida por um conjunto de características, dentre elas o tamanho da proteína (~100 

aa), sua localização dowstream aos genes PE e PPE, que codificam proteínas ricas em 

glicina exclusivas de micobactérias (Cole et al., 1998) e a ocorrência de genes cognatos 

arranjados e transcritos em pares no genoma em uma estrutura operon-like (Renshaw et 

al, 2002).  

Estima-se que 52% do proteoma de M. tuberculosis H37Rv é resultado de 

duplicações gênicas (Tekaia et al., 1999), como no caso dos genes ESAT-6 e CFP-10 

que, agrupados a outros genes, parecem ter sido duplicados cinco vezes no genoma de 
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M. tuberculosis (Gey Van Pittius et al., 2001). Estes cinco agrupamentos de genes, 

presentes em M. tuberculosis H37Rv, são nomeados de Região 1 (Rv3866-Rv3883c), 2 

(Rv3884c-Rv3895c), 3 (Rv0282-Rv0292), 4 (Rv3444c-Rv3450c) e 5 (Rv1782-Rv1798) 

(Brown et al., 2000; Gey Van Pittius et al., 2001). A presença destes clusters gênicos é 

uma característica de algumas bactérias Gram-positivas de alto conteúdo G + C (Gey 

Van Pittius et al., 2001).  

O genoma de M. tuberculosis H37Rv, M. bovis e M. bovis BCG foram 

comparados e regiões de diferença (RD) foram identificadas. Uma destas regiões, 

denominada região de diferença 1 (RD1), compreende nove genes (Rv3871-Rv3879c), 

sendo que Rv3875 codifica a proteína ESAT-6 e Rv3874 a proteína CFP-10. A análise 

de RD1 revelou que os genes PE, PPE, ESXA e ESXB estão flanqueados por blocos 

conservados de genes relacionados ao aparelho secretório da proteína ESAT-6 (Cole et 

al., 1998; Tekaia et al., 1999), assim como genes que codificam chaperonas ATP-

dependentes associadas à membrana (Rv3869, Rv3870, Rv3871 e Rv3877) (Brown et 

al., 2000). A chaperona Rv3868 é a responsável pela formação do heterodímero de 

ESAT-6 e CFP-10 que, deste modo, adotam uma estrutura estável e correta (Renshaw et 

al., 2002). Estas proteínas fazem parte de um sistema necessário para a secreção do 

complexo ESAT-6/CFP-10 (Brodin et al. 2004; Guinn et al., 2004; Hsu et al., 2003; 

Pym et al., 2003; Stanley et al., 2003) que é conhecido como sistema de secreção tipo 

VII (ESX-1) (Brodin et al., 2004; Ernst, 2012). Neste sistema, apesar da falta de uma 

seqüência sinal convencional de secreção, ambas as proteínas são secretadas (Pym et al, 

2003), provavelmente, de forma Sec-independente (Cole et al., 1998).  

A genômica comparativa e funcional propiciou inferências valiosas sobre o 

papel de ESAT-6 na infecção pelo M. tuberculosis. A única região genômica que está 

ausente em todas as linhagens atenuadas de M. tuberculosis é a RD1 (Brodin et al., 

2002; Mahairas et al., 2004), como em M. bovis (BCG) (Tan et al., 2006). Foi 

verificado que a presença desta região é crucial para a formação do granuloma, através 

da indução da migração de macrófagos para o sitio de infecção, levando a maior 

proliferação bacteriana e consequentemente o estabelecimento da infecção 

(Ramakrishnan, 2012). 

Assim, diversos trabalhos vêm sendo realizados para um melhor entendimento 

da função de ESAT-6 na virulência e patogenicidade de M. tuberculosis. ESAT-6 

possui atividade citolítica, com envolvimento na propagação da doença, facilitando a 
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disseminação da infecção entre os macrófagos e DCs (Hsu et al., 2003, Gao et al., 

2004). Segundo Derrick e Morris (2007), ESAT-6 é capaz de induzir apoptose em 

macrófagos humanos THP-1 (Human monocytic leukemia cell line), possivelmente, 

através da formação de poros na membrana celular; o que é dependente da dose da 

proteína e da expressão de genes de caspases. A infecção de células THP-1 com células 

selvagem de M. tuberculosis H37Rv resultou em apoptose; por outro lado, um mutante 

que não expressava ESAT-6 não induziu a apoptose.  

 

II.4.1 ESAT-6 como um antígeno vacinal 

Dada a dimensão global da TB, a vacinação não é apenas uma prioridade, mas 

continua a ser a única intervenção realista, em termos de saúde pública, capaz de 

interferir tanto na incidência quanto na prevalência da doença. Neste âmbito, várias 

metodologias são promissoras para o desenvolvimento de novas vacinas, como o uso 

vacinas de DNA, utilizando proteínas secretadas ou expostas à superfície celular 

(Young e Fruth, 1997). 

A identificação de ESAT-6 como um antígeno chave para as células T 

(Andersen et al., 1995; Sorensen et al., 1995) levou a uma investigação mais detalhada 

do seu papel na imunidade contra a TB. Em cinco de seis linhagens geneticamente 

diferentes de camundongos, células T específicas para ESAT-6 constituíram de 25 a 

35% das células recrutadas na primeira fase da doença (Brandt et al., 1996). Do mesmo 

modo, na primeira fase da infecção em seres humanos (Ravn et al., 1999), gado 

(Pollock e Andersen et al., 1997) e porcos da índia (Elhay et al., 1998), ESAT-6 foi um 

importante alvo para a resposta de células T. Em um estudo utilizando ELISPOT 

(Enzyme-linked immunosorbent spot), respostas à ESAT-6 foram encontradas em 96% 

dos pacientes com TB; uma freqüência de reconhecimento não encontrada antes com 

qualquer outro antígeno sozinho (Lalvani et al., 2001b). Além disso, uma forte resposta 

com anticorpos para ESAT-6 foi encontrada em indivíduos infectados com a TB 

(Lyashchenko et al., 1998a), em primatas não-humanos (Brusasca et al., 2003) e em 

bovinos (Lyashchenko et al., 1998b). 

Uma característica imunodominante de ESAT-6 é a existência de epítopos para 

células T que podem ser reconhecidos por diferentes moléculas MHC. Células T 

murinas reconhecem dois grandes epítopos em ESAT-6, um na região N-terminal (1-20 
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resíduos, denominado P1) e outro na C-terminal (51-70 resíduos, P6) (Brandt et al., 

1996). Em pacientes humanos com TB, muitos epítopos para células T também foram 

identificados em toda a seqüência de ESAT-6 (Ravn et al., 1999; Mustafa et al., 2000; 

Mustafa et al., 2003).  

Por ESAT-6 não estar presente na BCG e em micobactérias atípicas, tem havido 

grande interesse em utilizar este antígeno como um reagente para discriminar pacientes 

com TB de indivíduos vacinados com a BCG (Andersen et al., 2000). ESAT-6 tem sido 

utilizado para desenvolver diagnósticos para a TB, sendo frequentemente reconhecido 

na infecção inicial, como em testes cutâneos (van Pinxteren et al., 2000; Pollock et al., 

2003) e para o diagnóstico das formas latente e ativa da doença (Mori et al., 2004). 

Além disso, a resposta humoral à ESAT-6 tem sido demonstrada como um diagnóstico 

potencial a ser utilizado em humanos (Lyashchenko et al., 1998a), gado (Lyashchenko 

et al., 1998b) e primatas não-humanos (Brusasca et al., 2003) com TB. Porém, é 

concebível que outros membros da família ESAT-6, assim como as proteínas da família 

PPE e outros imunogenes restritos a M. tuberculosis, também podem ser aplicados para 

o diagnóstico da TB (Gordon et al, 1999; Okkels et al., 2003). Neste sentido, fica claro 

que um possível uso futuro de ESAT-6, como um antígeno vacinal contra a TB, não 

impossibilitaria o diagnóstico da doença. 

 

II.4.2 Vacinas em desenvolvimento utilizando ESAT-6 

Diversos estudos para a criação de novas vacinas contra a TB foram realizados 

utilizando ESAT-6. Foi demonstrado que ESAT-6 pode induzir proteção imunológica 

como vacina de DNA ou como vacina de subunidade proteica (Kamath et al., 1999, Li 

et al., 1999; Brandt et al., 2000; Dietrich et al., 2006), induzindo uma resposta imune 

seja sozinho (Xu et al., 2008a) ou em combinação ou fusão com outros antígenos de M. 

tuberculosis, como o Ag85B (Olsen et al., 2001; Carpenter et al., 2005; Chang-hong et 

al., 2008; Dissel et al., 2010). Epítopos de ESAT-6 combinados a epítopos de outros 

antígenos de M. tuberculosis também vêm sendo utilizados como vacina de DNA, 

levando a efeitos protetores equivalentes e, até superiores, a vacinação somente com a 

BCG (Gao et al., 2009a; Gao et al., 2009b). Além disto, a proteína ESAT-6 vem sendo 

utilizada como um reforço (boost) para a vacina BCG (prime) (Dietrich et al., 2007) e 
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também no desenvolvimento de BCG e outras bactérias recombinantes (Hall et al., 

2009; Xu et al., 2009; Xu et al., 2010). 

 

Vacinas de DNA 

A vacina de DNA codificando ESAT-6 e o Flt3 ligante, um fator de crescimento 

de células dendríticas, induziu uma maior resposta tipo Th1 em camundongos, 

comparando-se com os controles imunizados com vetor sem ESAT-6 e BCG. Além 

disto, níveis mais elevados de proliferação de linfócitos e de produção das citocinas 

IFN-у e IL-2 por esplenócitos foi observado, bem como o aumento de anticorpos 

específicos no soro e menores níveis de citocinas IL-4 e IL-10 (Xu et al., 2008a).  

A proteína de fusão Ag85B/ESAT6, como vacina de DNA, pode induzir altos 

níveis de anticorpos específicos IgG2a, em camundongos, levando também à 

proliferação de linfócitos específicos para Ag85B e ESAT-6, no baço, além da produção 

de altos níveis de IFN-у e IL-2, semelhante à resposta provocada pela BCG. Esta vacina 

de DNA levou a uma significativa proteção contra o desafio com M. tuberculosis 

H37Rv, com redução no número de unidades formadoras de colônia da bactéria no baço 

e pulmão, enquanto que, no grupo controle, estes órgãos foram seriamente danificados 

(Chang-hong et al., 2008). Em um trabalho semelhante, a vacina de DNA expressando 

Ag85A/ESAT-6/HspX de M. tuberculosis foi capaz de aumentar a proliferação de 

células T CD4+ específicas e secreção de IFN-у e IL-2 comparada à BCG, além de 

reduzir a replicação do bacilo e inflamação nos pulmões e baço, após o desafio (Yuan et 

al., 2012). 

Em outro trabalho, a imunização intramuscular com três plasmídeos, para a 

expressão de MPT64, Ag85B e ESAT-6, separadamente, levou a um melhor grau de 

proteção contra a TB em camundongos desafiados com M. tuberculosis, comparando-se 

aos imunizados com apenas um plasmídeo (Kamath et al., 1999). 

Nanoparticulas catiônicas também vêm sendo utilizadas para aumentar a eficácia 

das vacinas de DNA administradas de forma intramuscular. Foi verificado que a vacina 

de DNA Ag85A-ESAT-6-IL-21, baseada em nanoparticulas, mostrou maior eficácia 

protetora comparada a mesma vacina de DNA sozinha, inibindo o crescimento 

pulmonar de M. tuberculosis em camundongos através do aumento de células 

produtoras de IFN-γ e anticorpos específicos (Yu et al., 2012). 
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Vacinas de DNA vêm sendo criadas a partir de subseqüências protéicas 

(epítopos) com padrões de aminoácidos que permitem a ligação às moléculas de MHC 

humana, resultando em uma vacina de DNA de múltiplos epítopos (ECANS, Epitopes 

Casted in a Natural Structure). Epítopos dos principais antígenos de M. tuberculosis 

(ESAT-6, Ag85A, CFP-10 e Ag85B) foram clonados no domínio intermediário de 

HSP65 para a imunização de camundongos, resultando em uma resposta imune celular 

específica com o aumento significativo da proliferação de linfócitos, a secreção de IFN-

γ e a atividade de linfócitos T citotóxicos, em relação aos animais que foram vacinadas 

somente com a BCG (Gao et al., 2009b). Em outros estudos, os mesmos epítopos 

também levaram a maiores níveis da citocina IL-12 e aumento na relação IgG2a/IgG1 

(Gao et al., 2009a). 

O regime de vacinação prime-boost, utilizando BCG como uma vacina 

primordial, provavelmente, representa a melhor opção para o desenvolvimento de novas 

vacinas contra a TB, já que a maioria das pessoas já foram vacinadas com a BCG. 

Assim, diversos trabalhos vêm apresentando resultados promissores utilizando este 

regime de vacinação. A combinação da vacina de DNA, codificando ESAT-6, 

juntamente com a BCG, resultou em uma maior proteção em relação à BCG sozinha; o 

que levou a uma forte resposta de células T e produção de maiores níveis de IFN-у, com 

diminuição de bactérias no pulmão e no baço, além de uma redução da histopatologia 

pulmonar (Fan et al., 2007). Em outro trabalho, camundongos vacinados primariamente 

com a BCG subcutânea, seguido da utilização da vacina de DNA expressando a proteína 

de fusão ESAT-6/Ag85A, como reforço, resultou em um aumento da produção de IFN-

у. Além disto, uma significativa redução de bactérias nos pulmões e baço foi obtida 

com este regime prime-boost, comparada à BCG sozinha (Lu et al., 2011). 

Utilizando como vacinas de DNA intramuscular duas construções plasmidianas, 

uma contendo ESAT-6 e outra Ag85B, ambos os genes fundidos ao gene codificador da 

β-defensina-2, um indutor da maturação de células dendríticas, foi verificado protecção 

semelhante à BCG. Além disto, após o regime BCG-prime e DNA-boost, houve um 

aumento significativo da sobrevida e diminuição dos danos pulmonares em relação aos 

camundongos que receberam apenas a BCG (Cervantes-Villagrana et al., 2013). 

Camundongos vacinados em um regime DNA prime protein boosting, utilizando 

ESAT-6 nos dois métodos de vacinação, tiveram a resposta celular e humoral 

significativamente aumentadas em comparação às formulações vacinais em separado, 
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além de aumento na produção de citocinas do perfil Th1 (IFN-у), aumento na proporção 

relativa de IgG2a/IgG1 e aumento de células T citotóxicas (Wang et al., 2004).   

Além disto, a utilização da vacina de DNA intramuscular (prime), contendo 

epítopos de ESAT-6 e o FL3 ligante, e administração intranasal dos peptídeos de 

ESAT-6, como boost, aumentaram os níveis das citocinas IFN-γ e IL-12, o número de 

células T produtoras de IFN-γ e aumento de IgG, além gerar proteção contra M. 

tuberculosis após o desafio (Jiang et al., 2013). Essa mesma vacina de DNA foi ainda 

encapsulada com nanopartículas de quitosana e administrada a camundongos pela via 

intramuscular (prime) e reforçada com o peptídeo ESAT-6/3e intranasal, gerando uma 

resposta de células T significativa, o que também gerou proteção contra M. tuberculosis 

após o desafio (Feng et al., 2013). 

Porém, a via de imunização utilizada para a vacinação com DNA nos trabalhos 

citados acima são majoritariamente intramuscular (Kamath et al., 1999; Wang et al., 

2004; Fan et al., 2007; Chang-hong et al, 2008; Xu et al., 2008a; Gao et al., 2009a; Gao 

et al., 2009b; Lu et al., 2011; Yu et al., 2012; Yuan et al., 2012). A via intramuscular, 

como dito anteriormente, é pouco eficiente em estimular a imunidade de mucosas, 

importantíssima para a proteção contra a TB, por ser a primeira superfície a entrar em 

contato com o M. tuberculosis. Além disto, as vacinas administradas por via 

intramuscular que utilizam DNA nu necessitam de múltiplas doses de grandes 

quantidades de plasmídeo para a geração de resposta e proteção adequada (Lowrie et 

al., 1997).  

Assim, devido à necessidade do desenvolvimento de vacinas contra a TB que 

ativem uma resposta imune completa, incluindo a imunidade de mucosas, alguns 

trabalhos vêm utilizando esta via para administração de vacinas de DNA. A utilização 

intranasal da vacina de DNA expressando a proteína de fusão Ag85A-ESAT-6-IL-21, 

como prime, e a BCG intranasal, como boosting, mostrou resultados promissores de 

produção de IFN-у e aumento de sIgA, no lavado bronquíolo-alveolar, além de 

diminuição da presença bacteriana nos pulmões de camundongos imunizados, 

comparado à BCG intranasal ou subcutânea (Dou et al., 2012). Porém, a administração 

de DNA nu, via mucosas, muitas vezes requer grandes doses do plasmídeo (100 µg no 

caso anterior), sendo necessária a otimização do processo de entrega através de veículos 

carreadores e protetores das vacinas de DNA. 
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Neste contexto, Wang et al. (2009) utilizaram uma linhagem patogênica 

atenuada de Salmonella typhimurium como um veículo para a entrega da vacina de 

DNA codificando a proteína de fusão ESAT6-Ag85B [SL(E6-85B)] pela via oral. Os 

dados experimentais demonstraram que esta vacina de DNA induziu uma forte resposta 

imune específica de mucosa, além da humoral e celular sistêmica. Após o desafio de 

camundongos com M. tuberculosis H37Rv, foi verificado que SL(E6-85B) foi tão 

eficiente quanto a BCG no controle da TB. Porém, SL(E6-85B), combinada com a 

BCG, foi ainda mais eficaz, pois resultou em um maior controle do crescimento 

bacteriano, menor inflamação e melhoria global na resposta imune. Contudo, como 

anteriormente ressaltado, bactérias patogênicas apresentam riscos de reversão, não 

sendo, assim, totalmente seguras para uso humano, especialmente em crianças e 

pacientes imunocomprometidos (Dunham, 2002). 
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III. OBJETIVOS 

III. 1 Objetivo Geral 

 

 Utilização da linhagem invasiva Lactococcus lactis FnBPA como veículo para a 

entrega, via mucosas, do plasmídeo vacinal pValac codificando o antígeno ESAT-6 de 

Mycobacterium tuberculosis à camundongos BALB/c e avaliação do perfil imunológico 

gerado por essa nova formulação vacinal.  

 

III.2 Objetivos Específicos 

 

 Caracterização da linhagem Lactococcus lactis FnBPA(pValac:ESAT-6) em 

cultura de macrófagos e avaliação da produção das citocinas IL-10, IL-12, TNF-

α e IL-6.  

 

 Imunização oral de camundongos BALB/c com a linhagem Lactococcus lactis 

FnBPA(pValac:ESAT-6);  

 

 Avaliação da resposta imune humoral sistêmica através da detecção de IgA, IgG 

e seus isotipos IgG1 e IgG2a, específicos para ESAT-6, no soro dos animais 

imunizados; 

 

 Avaliação da resposta imune local de mucosas, através da detecção de sIgA anti-

ESAT-6 nas fezes e cólon dos animais imunizados;  

 

 Avaliação da resposta imune celular, através da detecção de IL-4, IL-10, IL-12, 

TNF-α, IFN- no sobrenadante da cultura de esplenócitos estimuladas com 

rESAT-6. 
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IV. MATERIAL E MÉTODOS 

 O material e métodos deste trabalho foi dividido nas seguintes seções: i) 

Considerações iniciais, ii) Construção da linhagem L. lactis MG1363(pValac:ESAT-6), 

iii) Clonagem, expressão e purificação da proteína ESAT-6 recombinante, iv) 

Caracterização das linhagens de L. lactis em cultura de macrófagos e v) Ensaios de 

imunização com as linhagens de L. lactis e avaliação da resposta imunológica. 

 

IV.1 Considerações gerais 

IV.1.1 Linhagens bacterianas, plasmídeos, condições de cultivo e estocagem 

As linhagens bacterianas empregadas neste trabalho estão listadas na Tabela 1 e 

os plasmídeos utilizados na Tabela 2 e Figura 7. O meio de cultivo utilizado para o 

crescimento de L. lactis foi o M17 (Difco
TM

) + Glicose (0,5%) e, quando necessário, o 

meio foi suplementado com 5 µg/mL do antibiótico eritromicina (Ery) (Sigma) ou 10 

µg/mL do antibiótico clorafenicol (Cm) (Sigma). As linhagens foram crescidas a 30°C, 

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

adicionado aos meios citados. Para fins de estocagem, as linhagens de L. lactis, foram 

cultivadas em meio líquido por um período de 18 horas. Em seguida, as culturas foram 

diluídas em uma solução estéril de glicerol 80% (1 parte de glicerol 80%:4 partes da 

cultura bacteriana) e acondicionadas em um ultrafreezer a -80°C.  

As linhagens de E. coli foram cultivadas em meio LB (Luria-Bertani, 

Accumedia®) e, quando necessário, o meio foi suplementado com 10 µg/mL de Cm [E. 

coli(pValac)] ou 50 µg/mL do antibiótico canamicina (Km) [E. coli(pBAD202/D-

TOPO®)]. As linhagems foram crescidas a 37ºC, sob agitação. Para culturas em meio 

sólido, 1,5% de ágar bacteriológico (Difco) foi adicionado aos meios citados. Para fins 

de estocagem, as linhagens de E. coli foram cultivadas em meio líquido, por um período 

de 18 horas, e, em seguida, as culturas foram diluídas em uma solução estéril de glicerol 

80% (1 parte de glicerol 80%:1 parte de cultura bacteriana) e acondicionadas em um 

ultrafreezer a -80°C. 
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Tabela 1: Linhagens bacterianas  

Linhagem Características Fonte 

 

Lactococcus lactis 

Cremoris (MG1363)  

 

Linhagem selvagem 

 

LGCM* 

 

Lactococcus lactis 

(MG1363) FnBPA 
(fnbA / Ery

r
)  Que et al., 2001 

 

Lactococcus lactis 

(MG1363) 

(pValac:ESAT-6) 

 

(ESAT-6 / Cm
r
) 

 

Este trabalho 

 

Lactococcus lactis 

(MG1363) FnBPA 

(pValac:ESAT-6) 

 

(ESAT-6 / Cm
r
 / fnbA / Ery

r
) 

Dissertação 

Pereira, V. B 

Escherichia coli 

TOP10 

pBAD:ESAT-6 

 

(ESAT-6 / Km
r
) Este trabalho 

* Linhagens de L. lactis pertencentes ao Laboratório de Genética Celular e Molecular 

(LGCM) da Universidade Federal de Minas Gerais em colaboração com o grupo do Dr. 

Philippe Langella do Instituto Nacional de Pesquisas Agronômicas (INRA, França).  
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Tabela 2: Plasmídeos utilizados 

Plasmídeo 

 

Características relevantes 

 

Fonte 

pBAD202/D-

TOPO® 

Vetor de expressão: 

(Km
r
 / PBAD / araC gene / pUC ori)

a
 

Invitrogen 

 

pBAD:ESAT-6 

 

 

(Km
r
 / PBAD / araC gene / pUC ori / ESAT-6)

a
 

 

 

Este trabalho 

pValac 

 

Vetor de expressão eucariótica: 

(pCMV / Cm
r
 / RepA / RepC)

b
 

 

Guimarães et 

al., 2009 

 

pValac:ESAT-6 

 

(pCMV / Cm
r
 / RepA / RepC/ ESAT-6)

b
 

 

 

Dissertação 

Pereira, V. B 

pOri23-fnbA 
Shuttle vetor:  

(fnbA / ori ColE1/ P23 / Ery
r
)

c
 

 

Que et al., 2001 

   

   

a: pBAD: promotor araBAD; Km
r
: resistência à canamicina; pUC ori: origem de 

replicação; araC gene: codifica uma proteína regulatória do promotor  PBAD; ESAT-6: 

ORF do gene codificador da proteína ESAT-6 de M. tuberculosis. 

b: pValac: Vaccination using Lactic acid bactéria; pCMV: promotor do 

citomegalovirus; RepA e RepC: origens de replicação procariótica; Cm
r
: gene de 

resistência ao cloranfenicol; gfp: ORF do gene codificador da proteína verde 

fluorescente; ESAT-6: ORF do gene codificador da proteína ESAT-6 de M. 

tuberculosis. 

c: Plasmídeo contendo o gene codificador da proteína FnBPA de Staphyloccocus 

aureus; Ery
r
: resistência a Eritromicina; ori ColE1: origem de replicação; P23: promotor 

cromossômico de L. lactis MG1363. 
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Figura 7: Representação esquemática do vetor de expressão eucariótica pValac 

(Vaccination using Lactic acid bactéria, Guimarães et al., 2009) contendo a ORF 

ESAT-6 de M. tuberculosis. pCMV: promotor do citomegalovirus; MCS: sítio de 

clonagem múltipla; T7 priming site: para amplificação e/ou sequênciamento do inserto; 

polyA site: seqüência sinal de poliadenilação do Hormônio Bovino de Crescimento; 

RepA e RepC: origens de replicação procariótica; Cm: gene de resistência ao 

cloranfenicol; BamHI e EcoRI: sítios de restrição utilizados para clonagem da ORF 

ESAT-6 no vetor pValac.  

 

IV.1.2 Manipulação do DNA 

Todos os procedimentos de biologia molecular empregados na manipulação dos 

DNAs plasmideanos foram realizados de acordo com métodos pré-estabelecidos 

(Sambrook, Fritsch e Maniatis, 1989), com algumas modificações (especificadas junto 

aos métodos), e/ou segundo a recomendação do fabricante dos kits. As enzimas de 

modificação e restrição, quando utilizadas, seguiram as recomendações dos fabricantes. 

As seqüências nucleotídicas dos insertos foram confirmadas através de sequênciamento 

(Sanger et al., 1977). 

 

IV.1.3 Resolução Eletroforética 

 A qualidade do DNA obtido, incluindo sua concentração e pureza, foi estimada 

através da resolução eletroforética em gel de agarose. Para isto, ao DNA foi adicionado 

tampão de amostra 5X e o mesmo foi resolvido em gel de agarose a 1% em tampão 

pValac ESAT-6 

4007 bp 

ESAT-6 

Poli-A 

RepA 

RepC 

pCMV 

Cm 

Eco RI 

Bam HI  
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TBE 0,5X, contendo 3,5% de brometo de etídeo (0,5 µg/mL). As resoluções 

eletroforéticas foram realizadas a 100 V durante, aproximadamente, 1 hora. O DNA foi 

visualizado em fotodocumentador, onde o gel foi fotografado sobre um transluminador 

de luz ultravioleta a 320 nm (MultiDoc-It Digital Image -UVP- Benchtop UV 

Transilluminator). A fotografia (Canon PC1250 7.4v Camera) foi processada pelo 

programa “Life Science Software from UVP – Image Acquisition Software”. O peso 

molecular dos fragmentos foi estimado comparando-se ao marcador de DNA de peso 

molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen) (meios e soluções, vide Anexo IV). 

 

IV.2 Construção da linhagem L. lactis MG1363(pValac:ESAT-6)  

 A linhagem invasiva L. lactis FnBPA(pValac:ESAT-6) (Tabela 1) utilizada neste 

trabalho foi obtida durante o mestrado (Pereira, V. B. – Dissetação de Mestrado). A 

linhagem selvagem L. lactis (MG1363) contendo o plasmídeo pValac:ESAT-6 foi obtida 

no presente trabalho. 

 

IV.2.1 Transformação da linhagem selvagem L. lactis MG1363 com o plasmídeo 

pValac:ESAT-6 

IV.2.1.1 Confecção de células eletrocompetentes de L. lactis MG1363 

A preparação de células eletrocompetentes de L. lactis MG1363 foi realizada 

como segue. Um primeiro inóculo foi realizado com 10 µL do estoque de L. lactis em 5 

mL do meio M17 suplementado com Sacarose (0,5 M) e Glicose (0,5%) (M17-Sac-Gli). 

Este inóculo foi mantido a 30°C, sem agitação, até a manhã seguinte, totalizando-se 20 

horas de crescimento. Um segundo inóculo foi realizado com 100 µL dessa primeira 

cultura, que foi novamente inoculada em 5 mL do meio M17-Sac-Gli. Este foi incubado 

a 30°C, sem agitação, por 8 horas. Uma alíquota de 1 µL desta última cultura foi então 

inoculada em 200 mL de meio M17-Sac-Gli acrescido de 2% de glicina. Uma vez que a 

cultura alcançou uma densidade óptica, no comprimento de onde de 600 nm (DO600), 

em torno de 0,4 - 0,6, esta foi centrifugada a 4.000 rpm durante 15 minutos a 4°C. O 

sobrenadante foi descartado e o precipitado celular foi então ressuspenso em 200 mL de 

uma solução gelada e estéril constituída de sacarose 0,5 M e glicerol 10%. Esse 

processo de centrifugação e lavagem foi repetido mais quatro vezes e, após a última 
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lavagem, o precipitado celular foi ressuspenso em 1 mL de uma solução estéril 

constituída de PEG3000 30% (Polyethylene glycol 3000) e glicerol 10%. Alíquotas de 

100 µL dessas células foram estocadas a -80ºC até o momento do uso. 

 

IV.2.1.2 Transformação de L. lactis MG1363 com o plasmídeo pValac:ESAT-6 

O plasmídeo pValac:ESAT-6 foi utilizado para a transformação de L. lactis 

MG1363. Uma alíquota de células eletrocompetentes preparadas no item IV.2.1.1 foram 

colocadas no gelo por 5 minutos e, logo após, 2 µL do plasmídeo (pValac:ESAT-6 a 150 

ng/µL) foi adicionado às mesmas. As células foram mantidas em contato com o DNA 

plasmideano por 5 minutos no gelo e, logo após, foram colocadas em uma cubeta de 2 

mm para eletroporação no aparelho GenePulser XCellTM Electroporation System Quick 

Guide (Bio-RAD), nas seguintes condições: 2.400 V, capacitância de 25 µF e 

resistência de 200 Ω. Imediatamente após o pulso, 1 mL de M17-Sac-Gli foi adicionado 

às células e a mistura foi então mantida a 30ºC por 3 horas, sem agitação. Como 

controle negativo, 100 µL de células eletrocompetentes foram transformadas sem adição 

de qualquer plasmídeo. 

 A seleção dos transformantes ocorreu em placas M17-Sac-Gli ágar acrescidas de 

Cm (10 µg/mL) para a seleção de colônias bacterianas contendo o plasmídeo 

pValac:ESAT-6. As placas foram mantidas a 30°C por aproximadamente 24 horas. Após 

este período, as placas foram avaliadas quanto à presença de colônias resistentes ao Cm. 

Na etapa seguinte, três colônias de cada uma das placas foram selecionadas para 

extração plasmidiana e confirmação da presença da ORF ESAT-6. Os clones 

selecionados foram cultivados, as culturas foram diluídas (1:4), em glicerol 80%, e 

acondicionadas a -80°C.  

 

IV.2.1.3 Extração do DNA plasmideano de L. lactis MG1363(pValac:ESAT-6)  

 As colônias resultantes da transformação de L. lactis MG1363 com o plasmídeo 

pValac:ESAT-6  foram inoculadas em 5 mL de M17-Sac-Gli suplementado com Cm (10 

µg/mL) e a cultura mantida a 30ºC por, aproximadamente, 18 horas, sem agitação.  
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 Uma alíquota de 1 mL de cada cultura foi estocada a -80ºC utilizando glicerol 

80% na proporção de 1:4 (glicerol:cultura). O restante do inóculo foi transferido para 

tubos de microcentrífuga e procedeu-se com a extração de plasmídeos pelo método de 

lise alcalina descrito por Sambrook et al. (1989) com algumas modificações, como 

segue: 4 µL de um inóculo, cultivado por, aproximadamente, 18 horas e a 37ºC, foram 

centrifugados por 7 minutos a 13.000 rpm e o precipitado celular coletado e ressuspenso 

em 250 µL de TE-Lisozima (TE-LYS). A mistura foi incubada a 37ºC por 1 hora. Em 

seguida, 400 µL da solução de Lise foram acrescentadas à mistura anterior. Após 2 

minutos foram adicionados 100 µL de clorofórmio e, logo em seguida, 300 µL da 

solução de Neutralização. A mistura foi centrifugada a 13.000 rpm por 15 minutos. O 

sobrenadante (cerca de 500 µL) foi coletado em novos tubos onde foi feita a adição de 

2,5 volumes de etanol absoluto, 10% de Acetato de Sódio (3 M) e 1% de Glicogênio (20 

mg/mL). Os tubos foram então incubados por, aproximadamente, 30 minutos em freezer 

a -80ºC. Após esse período, foram centrifugados por 15 minutos a 13.000 rpm e o 

sobrenadante descartado. Após lavagem com etanol 70% (1 mL), o precipitado foi 

ressuspenso em 20 µL de água milli-Q estéril. Quando necessário, o DNA foi tratado 

com 1 µL de RNase A (100 µg/mL) em Banho Maria a 37°C por uma hora. A presença 

e a qualidade dos plasmídeos foram verificadas através de eletroforese seguindo os 

mesmos parâmetros já descritos no item IV.1.3 (meios e soluções, vide Anexo IV). 

 

IV.2.1.4 Confirmação dos clones L. lactis MG1363 portadores do plasmídeo 

pValac:ESAT-6 

 Com o objetivo de confirmar a obtenção de clones da linhagem de L. lactis 

MG1363 portadores do plasmídeo pValac:ESAT-6, os plasmídeos extraídos no item 

IV.2.1.3 foram submetidos a uma reação de PCR (Polymerase Chain Reaction) com 

oligonucleotídeos iniciadores (primers) descritos na Tabela 3. Foi preparado um mix 

para a reação de PCR nas seguintes condições: 3 µL de dNTP, 12 µL de MgCl2 (25 

mM; Promega), 30 µL de 5X Colorless Flexi Reaction Buffer (Promega), 0,75 µL de 

GoTaq® Flexi DNA Polymerase (Promega) e 74,25 µL de água milli-Q estéril. As 

reações foram realizadas em volumes de 10 µL cada, com 8 µL do mix, 0,5 µL de cada 

primer (Foward e Reverse) e 1 µL de DNA (100 ng). Nenhum DNA foi acrescentado ao 

controle negativo das reações. As reações ocorreram em um aparelho termociclador 

modelo ATC 401 (NYX TECHNIK, Inc.) nas seguintes condições: primeira 
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desnaturação a 94°C durante 5 minutos, seguida por 30 ciclos de desnaturação a 94°C 

durante 30 segundos; anelamento dos primers 57ºC por 30 segundos; extensão a 72°C 

durante 2 minutos, extensão final por 5 minutos a 72°C.  

  

Tabela 3: Primers para amplificação de insertos no vetor pValac 

Primer Sequência 

forward ValF2 5’-CTAACTAGAGAACCCACTGCTTACTGG-3´ 

reverse ValR2 

 

5´-GCAACTAGAAGGCACAGTCGAGG -3´ 

Peso molecular esperado do 

fragmento amplificado 

ESAT-6: 473pb 

pValac “vazio”:  221 pb 

 

 

IV.2.2 Curva de crescimento das linhagens de L. lactis  

 Para os experimentos in vitro e in vivo, foram utilizadas culturas bacterianas 

cujas células estavam na fase logarítimica (log) de crescimento, devido a sua alta 

atividade metabólica e viabilidade. Assim, para a verificação do tempo necessário para 

entrada na fase log de crescimento e para a padronização das unidades formadoras de 

colônia (UFC) por mL de cultura, foi realizada uma curva de crescimento das linhagens 

de L. lactis utilizadas neste trabalho. Para isto foram utilizadas as linhagens L. lactis 

MG1363, L. lactis MG1363(pValac:ESAT-6), L. lactis FnBPA e L. lactis 

FnBPA(pValac:ESAT-6).  

Para tanto, no dia anterior à realização da curva de crescimento, um pré-inóculo 

foi feito a partir da cultura congelada, utilizando os antibióticos adequados (Cm 10 

µg/mL e/ou Ery 5 µg/mL). No dia seguinte, foram feitos os inóculos com 1% do pré-

inóculo de cada linhagem em duplicata biológica e a DO600 foi medida em 

espectrofotômetro, de hora em hora, durante 10 horas. Nos tempos de 4, 6 e 8 horas, foi 

feito o plaqueamento de 100 µL da cultura, nas diluições de 10
-4

, 10
-6

 e 10
-8

, para 

contagem das UFC.  
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IV.2.3 Ensaio de Viabilidade Bacteriana após sua passagem pelo trato intestinal 

 Para análise da viabilidade de L. lactis e para a verificação de sua característica 

“transitória” pelo trato intestinal, foi realizado um experimento para verificação de seu 

tempo de liberação nas fezes dos animais. Para isto, os animais foram imunizados com 

L. lactis MG1363(pValac:ESAT-6),  L. lactis FnBPA(pValac:ESAT-6) e apenas salina 

(controle negativo), sendo 3 animais por grupo.  As fezes foram coletadas após 6, 24 e 

48 horas da imunização, maceradas em salina estéril (0,01 g de fezes em 100 µL de 

salina) e plaqueadas. O plaqueamento foi realizado em placa M17-Gli suplementada 

com o antibiótico Cm (10 µg/mL) para a seleção e contagem das UFC de L. lactis 

contendo o vetor pValac nas fezes dos animais. 

 

IV.2.4 Ensaio de translocação bacteriana para o fígado 

 Como primeiro passo para a verificação da segurança da utilização da linhagem 

invasiva de L. lactis, foi realizado um experimento para detecção de bactérias 

translocadas para o fígado dos animais. Para isto, 5 animais foram  imunizados com L. 

lactis MG1363(pValac:ESAT-6),  L. lactis FnBPA(pValac:ESAT-6) e apenas salina 

(controle negativo). Após 14 dias da imunização, os fígados foram, individualmente, 

macerados em 1 mL de PBS (Phosphate Buffered Saline) e plaqueados, sem diluição, 

em placa M17-Gli suplementada com o antibiótico Cm (10 µg/mL) para a seleção das 

bactérias reistentes ao referido antibiótico no fígado dos animais. 

 

IV.3 Clonagem, expressão e purificação da proteína ESAT-6 recombinante 

IV.3.1 Amplificação da ORF ESAT-6 

 A amplificação, por PCR, do fragmento de DNA de 300 pb, contendo a 

seqüência codificadora do gene ESAT-6, foi realizada a partir do DNA genômico de M. 

tuberculosis linhagem H37Rv (Genbank accession number AL123456). Para isto, dois 

primers foram desenhados de forma complementar à seqüência codificadora do gene 

ESAT-6, contendo, ainda, uma seqüência para a clonagem direcional no vetor 

pBAD202/D-TOPO®  (Tabela 4).  
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As reações de PCR foram realizadas em um volume de 50 µL contendo 5 µL 

tampão de amplificação Pfx 10X (Invitrogen), 1,5 µL de dNTP 10 mM (Invitrogen), 2 

µL de MgSO4 50 mM (Invitrogen), 1 µL do primer foward e 1 µL do primer reverse, 

ambos a 100 pMoles/µL, 0,5 µL do DNA total de M. tuberculosis H37Rv (100 ng/µL), 

1 µL da enzima DNA polimerase Pfx Platinum® 2,5 u/µL (Invitrogen) e 39 µL de água 

milli-Q estéril. A amplificação por PCR foi realizada sob as seguintes condições: 

primeira desnaturação a 94°C durante 5 minutos, seguida por 29 ciclos de desnaturação 

a 94°C durante 30 segundos; anelamento dos primers a 63ºC por 30 segundos; extensão 

a 68°C durante 1 minuto; e extensão final por 7 minutos a 68°C. A reação ocorreu em 

um aparelho termociclador modelo ATC 401 (NYX TECHNIK, Inc.). As seqüências 

dos primers, dos sítios de restrição e o peso molecular do fragmento amplificado 

encontram-se na tabela 4. 

Assim, 1 µL da reação de PCR, acima descrita, foi depositado e resolvido em gel 

de agarose a 1% e a concentração e a pureza do DNA foi então estimada através do 

marcador de peso molecular Gene Ruler 1Kb (Fermentas) em gel de agarose e leitura 

em espectrofotômetro.  



66 

 

 

Tabela 4: Primers utilizados na PCR da ORF ESAT-6. 

Primer Sequência 

forward de ESAT-6 

(FprotESAT) 

Seqüência para clonagem 

direcional sublinhada 

5’ CACCATGACAGAGCAGCAGTGGAATTTC 3’ 

reverse de ESAT-6 

(RprotESAT) 

5’ AAATGCGAACATCCCAGTGACGTT 3’ 

 

Peso molecular esperado do 

fragmento amplificado 

 

300 pb 

 

IV.3.2 Clonagem da ORF ESAT-6 no vetor de expressão pBAD202/D-TOPO® 

 O vetor escolhido para a clonagem e a expressão da proteína recombinante 

ESAT-6 (rESAT-6) foi o vetor comercial pBAD202/D-TOPO® (Invitrogen) (Figura 8). 

Por possuir a topoisomerase I ligada covalentemente à extremidade 3' fosfato de cada 

fita de DNA, esta enzima é capaz de fornecer energia à ligação do inserto, facilitando o 

processo de clonagem. Além disto, este vetor possui, após o forte promotor pBAD, a 

HP-thioredoxina N-terminal, uma sequência mutada da thioredoxina, transcrita como 

uma proteína de fusão (adição de 16 KDa na proteína expressa), capaz de aumentar os 

níveis de tradução da proteína de interesse e aumentar também sua solubilidade celular, 

facilitando o processo de purificação. A mutação ainda gera histidinas em regiões 

específicas da proteína dobrada, gerando um domínio de ligação a metais que, 

juntamente com a cauda de histidina C-terminal, possibilita a purificação da proteína 

utilizando coluna de níquel, devido à afinidade do aminoácido histidina por cátions 

bivalentes (íon Ni
2+

). 
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Figura 8: Representação esquemática do vetor pBAD202/D-TOPO®. pBAD: 

Promotor araBAD; Km
r
: gene que confere resistência à canamicina; pUC ori: origem de 

replicação; araC gene: codifica uma proteína regulatória do promotor  pBAD; (Fonte: 

User Manual pBAD Directional TOPO® Expression Kit , Invitrogen). 

 

IV.3.2.1 Confecção de Escherichia coli eletrocompetente 

100 µL de uma cultura de E. coli TOP10, contendo aproximadamente 10
8
 UFC, 

foram inoculados em 5 mL de meio LB, sem antibiótico, e incubados a 37°C, durante 

18 horas, sob agitação. Em seguida, uma alíquota de 3 mL desta cultura foi inoculada 

em 300 mL de LB e incubada a 37°C, sob agitação, até atingir uma DO600 entre 0,2 e 

0,3. Uma vez alcançada a DO600 desejada, a cultura foi resfriada, em gelo, por 30 

minutos e redistribuída em seis tubos falcon com 40 mL de cultura, em cada. 

Posteriormente, cada cultura foi centrifugada a 4.000 rpm durante 20 minutos a 4°C e o 

sobrenadante descartado. Para a lavagem do precipitado celular, a cada tubo foram 

adicionados 40 mL de uma solução, estéril e gelada, de glicerol 10% e as células foram 

ressuspensas. Os tubos foram, novamente, centrifugados a 4.000 rpm por 20 minutos a 

4ºC e o sobrenadante descartado.  

Esse processo de centrifugação e lavagem foi repetido mais três vezes e, após a 

última lavagem, o precipitado celular unificado foi ressuspenso em 1 mL da solução de 

glicerol 10% e alíquotas de 100 µL foram estocadas a -80°C. 
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Para análise da eficiência de transformação, uma alíquota (100 µL) com células 

eletrocompetentes, congelada a -70°C, foi colocada no gelo durante 5 minutos. Em 

seguida adicionou-se 10 ng do plasmídeo pUC18 ou pUC19 (Amp
r
) e a mistura foi 

incubada por 10 minutos no gelo. Em seguida, a mistura foi transferida para cubetas de 

eletroporação (2 mm) (BioAgency), previamente resfriadas. As amostras foram 

submetidas a um pulso de 2.500 V, capacitância de 25 µF e resistência de 200 Ω 

utilizando um eletroporador GenePulser XCellTM Electroporation System Quick Guide 

(Bio-RAD). Imediatamente após o pulso, adicionou-se às células 1 mL de meio LB e as 

mesmas foram incubadas a 37ºC em Banho Maria, sem agitação, por duas horas. 

Diluições de 10
-2

, 10
-4

 e 10
-6

 do cultivo bacteriano foram semeadas em meio LB ágar 

suplementado com ampicilina (100 µg/mL) e incubadas a 37°C durante 18 horas.  

 

IV.3.2.2 Ligação da ORF ESAT-6 no vetor pBAD202/D-TOPO® e Transformação 

de Escherichia coli TOP10 

O amplicon correspondente à ORF ESAT-6 foi submetido a uma reação de 

ligação no vetor pBAD202/D-TOPO® (Figura 5) (pBAD Directional TOPO® 

Expression Kit, Invitrogen) para a geração do plasmídeo pBAD:ESAT-6. A ligação foi 

realizada conforme as instruções do fabricante. O produto de ligação (pBAD202/D-

TOPO®  e inserto ESAT-6) foi utilizado para transformar células eletrocompetentes de 

E. coli TOP10, preparadas de acordo com o protocolo descrito no item IV.3.2.1. 

A transformação foi conduzida por eletroporação. Para tanto, uma alíquota (6 

µL) do produto de ligação foi misturada com 100 µL de células eletrocompetentes e 

incubados no gelo por 20 minutos. A eletroporação foi realizada no aparelho 

GenePulser XCellTM Electroporation System Quick Guide (Bio-RAD). Como controle 

negativo, 100 µL de células eletrocompetentes foram transformadas sem adição de 

qualquer plasmídeo. 

Após a adição de 1 mL de meio LB às bactérias transformadas e incubação a 

37ºC, o processo de seleção dos transformantes consistiu em semear alíquotas de 100 

µL e o restante (precipitado celular de 850 µL), da suspensão de células eletroporadas 

em placas de Petri contendo meio LB ágar suplementado com 50 µg/mL de Km. As 

culturas foram mantidas a 37°C por, aproximadamente, 18 horas. Após este período, as 

placas foram avaliadas quanto à presença de colônias resistentes à Km. A etapa seguinte 
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consistiu na seleção de clones de cada uma das placas para proceder com a extração de 

plasmídeos e confirmar a presença da ORF ESAT-6 nos mesmos. 

 

IV.3.2.3 Extração do DNA plasmideano de Escherichia coli TOP10 

Cada colônia selecionada foi inoculada em 5 mL de meio LB contendo Km 50 

µL/mL e mantidas, por cerca de 18 horas, a 37ºC, sob agitação. Uma alíquota de 1 mL 

de cada cultura foi estocada a -80ºC. O restante do inóculo foi transferido para tubos de 

microcentrífuga e procedeu-se com a extração de plasmídeos com o kit Wizard® Plus 

SV Minipreps DNA Purification System (Promega), conforme recomendações do 

fabricante, ou pelo método de lise alcalina descrito por Sambrook et al. (1989).  

 

IV.3.2.4 Confirmação da presença e do peso molcular da ORF ESAT-6 no vetor 

pBAD202/D-TOPO®. 

Para verificar a presença da ORF e o peso molecular do fragmento de DNA 

clonado no vetor pBAD202/D-TOPO®, o inserto do DNA plasmideano foi amplificado 

por PCR utilizando uma combinação de primers: primers para ORF ESAT-6 FprotESAT 

e RprotESAT (Tabela 4); primers para o vetor pBAD202/D-TOPO® FTrxFus e 

RpBAD (Tabela 5); e a combinação de FprotESAT e RpBAD, para confirmação da 

orientação do inserto no vetor. 

As reações de PCR foram realizadas em um volume de 25 µL contendo: 2,5 µL 

10X PCR Buffer (Invitrogen); 0,75 µL de dNTP 10mM (Invitrogen); 0,3 µL de MgSO4 

50 mM (Invitrogen); 0,5 µL do primer foward e 0,5 µL do primer reverse, ambos a 100 

pMoles/µL; 0,5 µL da miniprep (100 ng/µL); 0,5 µL da enzima Taq DNA Polymerase 

Recombinant (5 u/µL) (Invitrogen); 19,65 µL de água milli-Q estéril. A amplificação 

por PCR foi realizada sob as seguintes condições: primeira desnaturação a 94°C durante 

3 minutos, seguida por 30 ciclos de desnaturação a 94°C durante 45 segundos; 

anelamento dos primers a 65ºC por 30 segundos; extensão a 72°C durante 1 minuto e 30 

segundos e extensão final por 10 minutos a 72°C. A reação ocorreu em um aparelho 

termociclador modelo ATC 401 (NYX TECHNIK, Inc.). Após a reação, 1 µL do 

produto amplificado foi depositado e resolvido em gel de agarose a 1% sob as mesmas 

condições descritas no item IV.1.3. 



70 

 

 

Tabela 5: Primers utilizados para a confirmação da presença da ORF ESAT-6 no 

vetor pBAD202/D-TOPO®. 

Primer Sequência 

forward TrxFus 

(FTrxFus) 
5´-TTCCTCGACGCTAACCTG-3´ 

 

reverse pBAD 

(RpBAD) 

 

 

5´-GATTTAATCTGTATCAGG-3´ 

Peso molecular esperado do 

fragmento amplificado 

 

563 pb 

 

IV.3.2.5 Reação de sequênciamento e análises em sílico 

A seqüência nucleotídica da ORF ESAT-6, clonada no vetor pBAD202/D-

TOPO®, foi confirmada através de sequênciamento utilizando os primers FprotESAT e 

RprotESAT (Tabela 4). Para isto, foi escolhido um clone de E. coli(pBAD:ESAT-6), 

sendo este sequênciado duas vezes Foward e duas vezes Reverse. Cada amostra foi 

amplificada utilizando o kit DYEnamicTM ET Dye Terminator (GE Healthcare), como 

se segue: 4,0 μL do mix ET dye terminator, 1 μL do primer FprotESAT ou RprotESAT 

(10 pmol/μL) e 5 μL de DNA plasmideano (50 ng/μL). A reação ocorreu em 

termociclador sob as seguintes condições: desnaturação inicial a 95°C por 1 minuto, 

seguida por 30 ciclos de desnaturação a 95ºC por 20 segundos, anelamento do primer a 

65ºC por 15 segundos e extensão a 60°C por 1 minuto e 20 segundos.  

Logo após, os produtos da reação foram precipitados e lavados, com o objetivo 

de remover os nucleotídeos marcados não incorporados ao DNA amplificado. Para 

tanto, a cada amostra foi adicionado 1 μL acetato de amônio 7,5 M (fornecido pelo kit) e 

30 μL de etanol 96%. A mistura foi homogeneizada e incubada por 20 minutos, à 

temperatura ambiente, protegida da luz. Seguiu-se, então, com centrifugação (4.000 

rpm, durante 45 minutos, a 4ºC) e o descarte do sobrenadante. Em seguida, adicionou-se 

100 μL de etanol 70% às amostras e as mesmas foram centrifugadas (4.000 rpm durante 

10 minutos), sendo o sobrenadante, novamente descartado. Por fim, as amostras, 
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precipitadas e secas, foram ressuspensas em 10 μL de “loading buffer” e armazenadas a 

4°C até o momento de sua aplicação no sequênciador MegaBACETM 1000 (GE 

Healthcare). 

As seqüências obtidas foram comparadas utilizando o programa Vector NTI 

suíte 8 (Invitrogen), onde a integridade da sequência nucleotídica foi avaliada 

considerendo-se a qualidade do seqüenciamento de cada base. As sequências também 

foram analisadas utilizando o algoritmo BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) 

disponível no NCBI (National Center for Biotechnology Information; 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), utilizando o programa “BLASTn” para a 

comparação entre seqüências de ácidos nucléicos. 

 

IV.3.3 Indução da expressão da proteína ESAT-6 a partir do vetor pBAD:ESAT-6 

 Para indução da expressão da proteína ESAT-6 a partir da linhagem E. 

coli(pBAD:ESAT-6), foram testadas cinco concentrações do açúcar indutor arabinose 

(concentração final de 0,2%, 0,02%, 0,002%, 0,0002% e 0,00002%). Para tal, 1% de um 

pré-inóculo de 18 horas de cultivo foi inoculado em 10 mL de meio LB (5 tubos) 

contendo o antibiótico Km (50 µg/mL). Ao atingir a DO600 de 0,5, uma alíquota de 1 

mL foi separada como tempo zero (não induzida) e seguiu-se à indução com arabinose. 

Após 4 horas de indução, o precipitado das culturas induzidas foi armazenado a -20ºC 

para visualização das proteínas em gel e testes de solubilidade. Como controle negativo, 

foi utilizada a linhagem de E. coli TOP10 induzida com arabinose na maior 

concentração (0,2%). 

 Os precipitados de 1 mL das culturas, induzidas e não induzidas, foram 

ressuspensos em tampão de amostra 2X e mantidos a 100ºC por 10 minutos e, então, os 

lisados celulares foram resolvidas em gel de poliacrilamida sob condições desnaturantes 

(Sodium Dodecyl Sulfate Poly-Acrylamide Gel Electrophoresis: SDS-PAGE). Para isto 

foi utilizado gel de “separação” na concentração de 15% e o gel de “concentração” a 

5%. A eletroforese foi conduzida com voltagem de 50 V para o empilhamento e 160 V 

para separação das proteínas, em tampão de resolução Tris-glicina. Como marcador de 

peso molecular, foi utilizado o BenchMark Pre-Stained Protein Ladder (Invitrogen) 

(meios e soluções, vide Anexo IV). 
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 Após a coloração dos géis com a Solução de Coomassie Blue por 3 horas, este 

foi descorado com a Solução descorante por 18 horas, sendo esta trocada de 3 a 5 vezes 

até o aparecimento das bandas de proteínas coradas. As imagens foram obtidas no 

aparelho ImageScaner (Amersham Bioscience) utilizando o programa LabScan
TM

 5.0 

(GE Healthcare) (meios e soluções, vide Anexo IV). 

 

IV.3.4 Cinética da expressão da proteína ESAT-6 em E. coli(pBAD:ESAT-6) 

 Para acompanhar a indução da expressão da proteína ESAT-6, foi realizada a 

cinética da produção da proteína recombinante nos tempos zero (não induzida), 1, 2, 3, 

4, 5 e 6 horas após a indução, utilizando, arabinose a 0,002%. Para isto, seguiu-se à 

indução, como descrito no item IV.3.3, sendo que, a cada hora, foram coletados 1 mL 

da cultura induzida para resolução em SDS-PAGE. 

 

IV.3.5 Avaliação da solubilidade da proteína ESAT-6 e padronização da 

concentração de uréia para purificação 

 Para a avaliação da solubilidade da proteína ESAT-6 recombinante, a cultura foi 

induzida, como descrito no item IV.3.3 e o precipitado celular, obtido após 4 horas de 

indução, foi ressuspenso em 500 µL de PBS 1X, para lise celular, utilizando para isto 

um sonicador (Ultrasonic Processor) na seguinte programação: 3 pulsos de 10 segundos 

cada a uma amplitude de 20 kHz, no gelo. Após a lise celular, as amostras foram 

centrifugadas (2 minutos a 13.000 rpm) de forma a separar a fração protéica solúvel 

(sobrenadante) e insolúvel (precipitado celular). Estas duas frações foram separadas e 

resolvidas em SDS-PAGE. 

 Após o teste de solubilidade, foi realizado um novo teste para verificar qual a 

concentração de uréia seria capaz de solubilizar a proteína. Para isto, precipitados 

celulares de 2 mL, induzidos, foram então testados para as seguintes concentrações de 

uréia: 2 M, 4 M, 6 M e 8 M. Os precipitados celulares foram ressuspensos em PBS 1X 

contendo a uréia nas concentrações testadas e sonicados na seguinte programação: 3 

pulsos de 10 segundos cada a uma amplitude de 20 kHz. Assim, as frações insolúveis 

(precipitado celular) e solúveis (sobrenadante) foram separadas por centrifugação (2 

minutos a 13.000 rpm), sendo então resolvidas em SDS-PAGE.  
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IV.3.6 Purificação da proteína ESAT-6 

 Para a purificação da proteína ESAT-6 foi realizado um inóculo de 200 mL, 

feito a partir de um pré-inóculo, cultivado por 18 horas. Ao atingir uma DO600 de 0,5, 

este foi induzido com a concentração final de 0,002% de arabinose e mantido a 37ºC, 

com agitação, por 4 horas. Em seguida, os 200 mL de cultura foram divididos em 5 

tubos (40 mL cada) e centrifugados por 10 minutos a 4.000 rpm a 4ºC. O sobrenadante 

foi, então, descartado e o precipitado celular mantido a -20ºC até o dia da purificação. 

Uma alíquota da cultura induzida foi retirada para fins de confirmação, em SDS-PAGE, 

da expressão da proteína recombinante ESAT-6. 

 Para a purificação, o precipitado celular de 40 mL foi ressuspenso em 5 mL de 

AKTA wash (contendo ureia 2M) e sonicado na seguinte programação: 3 pulsos de 10 

segundos cada a uma amplitude de 20 kHz. Em seguida, o lisado foi centrifugado por 20 

minutos a 4.000 rpm a 4ºC, o sobrenadante recuperado em um novo tubo e filtrado 

(filtro de 0,22 µm), sendo a amostra mantida no gelo até o momento da cromatografia 

líquida [FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography) ÄKTAPRIME plus - GE 

Healthcare].  

 O aparelho FPLC ÄKTAPRIME plus foi preparado para a purificação com uma 

lavagem com água milli-Q, sendo que, em seguida, a coluna de níquel foi posicionada 

no aparelho (HisTrap™ HP Columns - Easy, High-performance Purification - GE 

Healthcare). Seguiu-se com mais uma lavagem com água milli-Q e mais uma com os 

tampões AKTA wash e AKTA Elution. Após a eluição da amostra, acompanhada pelo 

gráfico gerado com o programa  PrimeView – Prime (GE Healthcare), as alíquotas 

foram mantidas a -20ºC até sua visualização em SDS-PAGE corado com azul de 

coomassie (meios e soluções, vide Anexo IV). 

 Na primeira purificação, todas as alíquotas provenientes da eluição foram 

resolvidas em SDS-PAGE para confirmação do pico de eluição. Nas purificações 

seguintes, apenas alíquotas próximas ao pico de eluição foram confirmadas em SDS-

PAGE. 
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IV.3.7 Confirmação do peso molecular e pureza da proteína recombinante ESAT-6 

purificada pelo método de Nitrato de Prata  

 Para a visualização da proteína ESAT-6 recombinante (rESAT-6) e confirmação 

de sua pureza, esta foi resolvida em SDS-PAGE e este foi submetido à coloração pelo 

método de nitrato de prata. A coloração iniciou-se com a imersão do gel na Solução de 

Fixação, por 30 minutos, seguido pela imersão na solução de Sensibilização por mais 30 

minutos. Três lavagens foram feitas com água milli-Q, por outros 5 minutos cada. 

Seguiu-se então com a imersão do mesmo em Solução de Coloração, por 20 minutos, e 

dois enxágües com água milli-Q por, aproximadamente, 1 minuto cada. Em seguida, o 

gel ficou submerso na solução de Revelação por 5 minutos. Logo após, o gel foi imerso 

em solução de Finalização por 10 minutos e mantido em água milli-Q. Todas as etapas 

foram realizadas sob agitação contínua (meios e soluções, vide Anexo IV). 

 

IV.3.8 Imunodetecção da proteína recombinante ESAT-6 por Western Blotting e 

ELISA  

 Para a detecção da proteína rESAT-6, produzida pela linhagem E. 

coli(pBAD:ESAT-6), o extrato protéico foi resolvido em SDS-PAGE, o qual, em 

seguida, foi submetido ao método de Western Blotting. Para tanto, o gel foi colocado em 

Tampão de Transferência juntamente com a membrana de PVDF que foi, previamente, 

embebida em metanol, por 5 minutos, enxaguada em água destilada e mantida, por 15 

minutos, em tampão de transferência. A transferência foi realizada no sistema 

Eletroblother, semi-seco (Imo), nas seguintes condições: tensão de 5 V e corrente de 

300 mA por 1 hora e 10 minutos. A imunodetecção de rESAT-6 foi realizada utilizando 

o anticorpo primário policlonal anti-ESAT-6 (Rabbit polyclonal to ESAT6, abcam) na 

concentração final de 0,5 µg/mL e o Kit “WesternBreeze® Chromogenic 

Immunodetection” - Anti rabbit (Invitrogen), conforme recomendações do fabricante. 

 Posteriormente, foi utilizado o anticorpo monoclonal anti-ESAT-6 (Mouse 

monoclonal to ESAT6; Abcam) para realização de um ensaio imunoenzimático (ELISA; 

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) de captura, utilizando a proteína rESAT-6 (0,5 

µg/poço) para sensibilização da placa. Após 18 horas de incubação, em câmara úmida e 

a 4°C, a placa foi lavada 2x com Salina-Tween e bloqueada com PBS-caseína. Após 1 

hora de incubação a temperatura ambiente, a placa foi lavada 2x com Salina-Tween e o 
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anticorpo monoclonal anti-ESAT-6 comercial (Abcam – 1 mg/mL na diluição 1:3.000) 

foi adicionado, sendo as placas incubadas por 1 hora a temperatura ambiente.  

 Após esse período, a placa foi lavada novamente com Salina-Tween (5x) e 

incubada com o anticorpo anti-mouse IgG - HRP (BD Pharmingen), diluído 1:2.500. 

Após 1 hora de incubação, a 37ºC, a placa foi novamente lavada (5x) e incubada com a 

solução de revelação. A placa foi incubada ao abrigo da luz até o desenvolvimento da 

reação. A reação foi interrompida com uma solução de ácido sulfúrico 2 N e a leitura foi 

realizada em leitor de ELISA (Expert Plus Microplate Reader) no comprimento de onda 

de 492 nm (meios e soluções, vide Anexo IV). 

 

IV.3.9 Quantificação da proteína recombinante ESAT-6 pelo método de Bradford  

 A quantificação da proteína rESAT-6 foi feita pelo método de Bradford (1976). 

Para isto, foi preparada uma solução de BSA (Bovine serum albumin) 1 mg/mL e desta 

foram feitas as diluições para adição de 0,5 µg, 1 µg, 2 µg, 3 µg e 4 µg de BSA em 200 

µL da Solução de Bradford, por poço, em uma placa de 96 poços. Para a solução de 

rESAT-6, foi adicionado 5 µL do estoque purificado em 200 µL da Solução de Bradford 

e para o branco (negativo) foi adicionado 5 µL de água destilada pura. Todos os itens 

acima foram feitos em triplicata. A leitura foi feita em leitor de ELISA (Bio-Rad Model 

450 Microplate Reader) a 595 nm (meios e soluções, vide Anexo IV) 

 Os valores de absorbância do padrão de BSA foram utilizados para construção 

de uma curva padrão, sendo possível quantificar a concentração de rESAT-6 

previamente obtida.  

 

IV.4 Caracterização das linhagens L. lactis em cultura de macrófagos 

IV.4.1 Obtenção de células da medula óssea de camundongos C57BL/6 

 Camundongos C57BL/6 foram eutanasiados por deslocamento cervical e 

higienizados em etanol 70%, no fluxo laminar. Logo após, a tíbia e o fêmur foram 

removidos, retirando toda pele e tecido muscular destes membros, suas extremidades 

foram cortadas para lavagem com 5 mL de HBSS (Hank’s Balanced Solution – Gibco) 

1X gelado, sendo as células medulares recolhidas. Após centrifugação (10 minutos a 
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4ºC), o precipitado celular foi ressuspenso em 1 mL de meio DMEM (Dulbecco's 

Modified Eagle's Medium) completo (Gibco). Após a filtragem (filtro Cell stainer, BD) 

para retirada das impurezas, as células foram colocadas em placa de petri contendo 10 

mL de DMEM completo e mantidas por 4 horas a 37ºC, em estufa de CO2, para a 

adesão de células já diferenciadas. Assim, as células não aderentes (indiferenciadas) 

foram lavadas 2X com HBSS e ressupensas em 1 mL de DMEM completo. Após a 

contagem das células, as mesmas foram semeadas em uma placa de 24 poços (5 x 10
5
 

células por poço) (meios e soluções, vide Anexo IV). 

 

IV.4.2 Diferenciação de células da medula óssea de camundongos em macrófagos 

 Para estimular a diferenciação das células, anteriormente semeadas, em 

macrófagos, foi adicionado 10% de LCCM (L-cell Conditioned Media), purificado 

previamente a partir da cultura de células L-929 e gentilmente cedido pelo Professor 

Sérgio Costa Oliveira (ICB- UFMG). No quarto dia de cultura, foram adicionados mais 

100 µL de LCCM e no sétimo dia, o meio DMEM, ainda suplementado com LCCM 

10%, foi trocado. Após dez dias de cultura, os macrófagos estavam diferenciados e 

prontos para cocultura, sendo visualizada a adesão celular em microscópio de luz 

invertido.  

 

IV.4.3 Cocultura de macrófagos com as diferentes linhagens de L. lactis  

 À cultura de macrófagos, então obtida, foi adicionado 1 x 10
7
 células bacterianas 

[MOI (Multiplicity of infection) de 1 macrófago para 20 bactérias], previamente 

crescidas e ressupendidas em HBSS. Foram utilizados os seguintes grupos 

experimentais: DMEM completo (negativo); L. lactis MG1363 (controle da linhagem 

selvagem); L. lactis FnBPA (controle da linhagem invasiva); L. lactis 

MG1363(pValac:ESAT-6), L. lactis FnBPA(pValac:ESAT-6) e LPS (controle positivo). 

A cocultura ocorreu durante 24 horas, em estufa 37°C + 5% CO2, e, após este período, o 

sobrenadante foi coletado e estocado a -80ºC até o momento do ELISA. 
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IV.4.4 Detecção das citocinas IL-10, IL-12, IL-6 e TNF-α após ensaio de cocultura 

com macrófagos 

 Para a detecção das citocinas, foi realizado um ELISA do tipo “sanduíche”, 

utilizando o Kit BD OptEIA™ Mouse ELISA Set para IL-10, IL-12 e TNF-α e o kit 

Mouse IL-6 DuoSet (R&D System) para IL-6, conforme recomendações do fabricante. 

As leituras foram realizadas em um leitor de ELISA automático (Expert Plus 

Microplate Reader) a 492 nm. 

 Os resultados foram primeiramente analisados pelo programa online GraphPad 

QuickCalcs Outlier Calculator (http://graphpad.com/quickcalcs/Grubbs1.cfm) para 

exclusão das leituras, estatisticamente, fora da média (p<0,05). A análise de variância 

foi realizada utilizando o teste paramétrico One-way ANOVA [resultados, com 

distribuição Normal (Gaussiana)], seguido pelos pós-testes "Bonferroni's Multiple 

Comparison Test". Os valores com intervalo de confiança menores que 0,05 (p<0,05) 

foram considerados, estatisticamente, significativos. Todas as comparações foram 

realizadas utilizando o programa GraphPad Prism (GraphPad Software, San Diego 

California, USA). Os resultados estatísticos foram obtidos a partir da análise de três 

experimentos independentes (n=12).  

 

IV.5 Ensaios de imunização com as linhagens de L. lactis e avaliação da resposta 

imunológica  

IV.5.1 Animais utilizados para a imunização 

Foram utilizados camundongos BALB/c fêmeas, com 4 a 5 semanas de idade e, 

aproximadamente, 0,0180 Kg, provenientes do Centro de Bioterismo da Universidade 

Federal de Minas Gerais (Cebio – UFMG).  

 Primeiramente, o projeto, ao qual este trabalho está associado, foi submetido à 

Comissão de Ética no uso de Animais (CEUA/UFMG), sendo este aprovado pelo 

protocolo 0066 / 2011. Os procedimentos e as manipulações dos animais foram 

efetuados segundo as normas do Comitê de Ética em Experimentação Animal (CETEA) 

do ICB/UFMG. Os animais foram mantidos em isoladores específicos, em sala com 

temperatura, fluxo de ar, ciclo de luz clara/escura controlada e com livre acesso a água e 
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ração. As devidas precauções de biossegurança foram tomadas de acordo com normas e 

regulamentos de biossegurança em nosso departamento. 

 

IV.5.2 Imunização de camundongos BALB/c com as linhagens de L. lactis  

 Para a imunização dos camundongos BALB/c, foram utilizados os seguintes 

grupos experimentais: Solução fisiológica (controle negativo); L. lactis MG1363 

(controle da linhagem selvagem); L. lactis FnBPA (controle da linhagem invasiva); L. 

lactis MG1363(pValac:ESAT-6) e L. lactis FnBPA(pValac:ESAT-6). 

 As doses vacinais foram preparadas pelo congelamento das culturas bacterianas, 

em glicerol a 20%, na DO600 de 1,0. Para isto, todas as linhagens foram, primeiramente, 

plaqueadas em meio M17 suplementado com Glicose 0,5% e os respectivos 

antibióticos. A partir de algumas colônias isoladas, foi feito, então, um pré-inóculo de 

cada linhagem. No dia seguinte, um novo inóculo foi feito, ajustando-se a DO600 para 

0,3, a partir do pré-inóculo. Uma vez que a DO600 de 1,0 foi alcançada, cada linhagem 

foi, então, estocada em glicerol 20% e mantida a -80ºC, até o momento da imunização. 

 Para contagem das UFC e verificação da viabilidade das linhagens bacterianas, 

após o congelamento, uma alíquota de 1 mL de cada dose vacinal foi plaqueada na 

diluição 10
-6

, em duplicata, sendo possível a determinação das UFC/mL, após o 

congelamento e o ajuste do volume dado a cada animal contendo 10
8
 UFC. 

Os camundongos receberam, via oral, e através de uma agulha de gavagem, 1 x 

10
8
 UFC de cada linhagem ressuspensa em um volume de 100 µL de solução 

fisiológica. As imunizações foram realizadas três vezes (dias 1, 15 e 29), sendo que, a 

cada vez, foram realizados três dias consecutivos de imunização, conforme Figura 9. 

 

 

Figura 9: Cronograma de imunização dos camundongos com as linhagens vacinais 

de L. lactis. As imunizações ocorreram durante três dias consecutivos a cada 15 dias 

(dias 1, 2 e 3; dias 15, 16 e 17; dias 29, 30 e 31), sendo que para cada imunização foi 

utilizado 1 x 10
8
 UFC.  
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 Como controle positivo sérico, 5 animais foram imunizados, 

intraperitonealmente, com a proteína rESAT-6 (10 µg/animal) ressuspensa em salina 

contendo hidróxido de alumínio (1 mg/animal). Após duas semanas, os animais 

receberam um reforço, apenas com a proteína, pela via intraperitoneal (rESAT-6 10 

µg/animal). Passadas mais duas semanas, o soro foi então coletado e estocado a -80ºC 

para utilização nos ELISA de Igs. 

 

IV.5.3 Processamento do soro, fezes e cólon para dosagem de anticorpos  

 Para a obtenção do soro e a avaliação da resposta imune humoral (IgGs e IgA), a 

coleta de sangue foi realizada nos dias 14 e 28 dos experimentos de imunização. Após a 

coleta do sangue dos animais, os tubos foram mantidos a 37ºC por, aproximadamente, 1 

hora para separação do soro. Em seguida, o coagulado sanguíneo foi centrifugado (10 

minutos a 3.000 rpm) e o sobrenadante armazenado no freezer -80ºC, até o momento do 

ELISA. 

 Nos dias 32, 36 e 42, as fezes de cada animal foram coletadas para uma cinética 

de dosagem de sIgA. Para isto, para cada 100 mg de fezes coletadas, foi adicionado 1 

mL de Solução tampão para extração de tecidos, contendo anti-protease. Esta mistura 

foi, então, centrifugada por 20 minutos a 2.000 rpm e 4ºC para coleta do sobrenadante. 

O sobrenadante foi utilizado para realização do ELISA. 

 A eutanásia dos animais foi realizada no dia 42, onde os mesmos foram 

devidamente anestesiados, utilizando ketamina (60,0 mg/Kg) e xilazina (8,0 mg/Kg), 

administradas intraperitonialmente. Após a eutanásia, o sangue foi novamente coletado 

pela artéria aorta abdominal. O cólon também foi coletado e, então, macerado em 

Solução tampão para extração de tecidos, contendo anti-protease (100 mg do tecido em 

1 mL da Solução), para a dosagem de sIgA por ELISA (meios e soluções, vide anexo 

IV). 
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IV.5.4 Processamento do baço para cultura de células e dosagem de citocinas  

 Após a eutanásia dos animais, o baço foi isolado e o seu extrato celular foi 

obtido utilizando um macerador de vidro autoclavado. O extrato foi, então, centrifugado 

(10 minutos, 12.000 rpm e 4ºC) e o precipitado celular ressuspenso em 9 mL de água 

destilada estéril para a lise das hemácias, seguida de 1 mL de PBS 10x. A mistura foi 

novamente centrifugada e o precipitado celular ressuspenso em 1 mL de RPMI 

completo (meios e soluções, vide Anexo IV). 

 As células do baço foram contadas em câmara de Neubauer, sendo que para isto 

5 µL da suspensão celular foi diluída em 495 µL de RPMI completo (diluição de 200x). 

Em seguida, 50 µL desta solução foi diluída em 50 µL de eritrocina (diluição de 2x) 

para contagem celular em microscópio. Foi utilizado 1 x 10
6
 células do baço por poço 

em placa de 96 poços.  

 As culturas foram então estimuladas com 5 µg/mL da proteína rESAT-6, 

previamente purificada (item IV.3.6). Assim, rESAT-6 foi diluída a uma concentração 

de 5 µg/mL em RPMI completo, filtrada (filtro de 0,22 µm) e adicionado 100 µL desta 

solução por poço (0,5µg de rESAT-6 por poço). Uma amostra de cada grupo 

experimental foi estimulada com Concavalina A (16 µg por poço). Em seguida, o 

volume de cada poço foi completado para 200 µL com RPMI completo (meios e 

soluções, vide Anexo IV). 

 As placas foram mantidas a 37ºC, em estufa de CO2, por 60 horas. Após este 

período, o sobrenadante foi coletado e estocado a -80ºC até o momento da realização 

dos ELISA. 

 

IV.5.5 Caracterização do Perfil da Resposta Imune Humoral  

IV.5.5.1 Ensaio Imunoenzimático (ELISA) para dosagem de anticorpos 

 A resposta imune de mucosas foi avaliada a partir do extrato das fezes e do 

macerado do cólon dos animais, pela dosagem da sIgA, específica para rESAT-6. A 

resposta imune humoral sistêmica foi avaliada a partir do soro, onde foram dosadas IgA, 

IgG e seus isotipos IgG1 e IgG2a, todas específicas para rESAT-6.  
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ELISA para IgA e IgGs  

 Para dosagem de IgA, IgG, IGg1 e IgG2a, específicas para ESAT-6, as placas 

foram sensibilizadas com a proteína rESAT-6 (0,5 µg/poço). Após 18 horas de 

incubação, em câmara úmida a 4°C, as placas foram lavadas 2x com Salina-Tween e 

bloqueada com PBS-caseína. Após 1 hora de incubação, à temperatura ambiente, as 

placas foram novamente lavadas 2x com Salina-Tween e as amostras foram, então, 

adicionadas aos poços, sem nenhuma diluição. Por fim, as placas, com as amostras de 

fezes e cólon, foram incubadas por 1 hora, à temperatura ambiente, e as placas, com as 

amostras séricas, foram incubadas por 1 hora a 37ºC.  

 Após esse período, as placas foram lavadas com Salina-Tween (5x) e incubadas 

com o anticorpo anti-mouse IgA (1:8.000) ou IgG (1:2.500), IgG1 (1:1.000) ou IgG2a 

(1:1.000), conjugados a HRP (BD Pharmingen). Após 1 hora de incubação a 37ºC, as 

placas foram novamente lavadas com Salina-Tween (5x) e, então, incubadas com OPD 

em tampão citrato e H2O2 (solução reveladora). As placas foram mantidas ao abrigo da 

luz até o desenvolvimento da coloração. A reação foi interrompida com uma solução de 

ácido sulfúrico 2 N e a leitura realizada em leitor de ELISA (Expert Plus Microplate 

Reader) a 492 nm (meios e soluções, vide Anexo IV). 

  

IV.5.6 Caracterização do perfil da resposta imune celular 

IV.5.6.1 Ensaio Imunoenzimático (ELISA) para dosagem de citocinas 

 Os níveis de IL-4, IL-10, IL-12, TNF-α e IFN- foram determinados no 

sobrenadante da cultura por ELISA. Para tal, foram utilizados anticorpos murinos 

purificados (BD Pharmingen) anti-citocinas, diluídos em Tampão especial para 

sensibilização das placas. Após 18 horas de incubação a 4°C com os anticorpos, as 

placas foram lavadas 2x com Salina-Tween e bloqueadas com PBS-caseína. Após 1 

hora de incubação, à temperatura ambiente, as placas foram novamente lavadas 2x com 

Salina-Tween e o sobrenadante da cocultura celular (50 µL) foi adicionado às placas. 

As citocinas recombinantes, utilizadas como padrão, também foram adicionadas às 

placas, sendo as mesmas incubadas por 18 horas a 4°C em câmara úmida. 

 Após esse período, as placas foram lavadas com Salina-Tween (6x) e incubadas 

com os anticorpos biotinilados (BD Pharmingen), específicos para cada citocina testada, 
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nas seguintes concentrações: IL-4 (6 µL/mL), IL-10 (8 µL/mL), IL-12 (2 µL/mL), TNF-

α (8 µL/mL) e IFN- (3 µL/mL). Após 1 hora de incubação, à temperatura ambiente, as 

placas foram novamente lavadas com Salina-Tween (6x) e incubadas com 

Estreptavidina-HRP (BD Pharmigen) diluída 1:15.000 em PBS-caseína, durante 45 

minutos, à temperatura ambiente.  

 Finalmente, após 6 lavagens com Salina-Tween, a revelação foi feita através da 

incubação de uma solução de OPD e H2O2 como substrato (Solução reveladora), em 

Tampão citrato. As placas foram incubadas ao abrigo da luz até o desenvolvimento da 

coloração. A reação foi interrompida com uma solução de ácido sulfúrico 2 N e a leitura 

realizada em leitor de ELISA automático (Expert Plus Microplate Reader) a 492 nm 

(meios e soluções, vide Anexo IV). 

 

IV.5.7 Detecção de células TCD4+ e TCD8+ produtoras de IFN-γ através de 

citometria de Fluxo  

  A marcação intracelular de IFN-γ em células TCD4+ e TCD8+ foi realizada 

utilizando a cultura de esplenócitos estimulados, ou não, com rESAT-6. Para isto, 1 x 

10
6
 células foram plaqueadas conforme item IV.5.4 e, após 12 horas de cultura celular 

em estufa 37º e 5% CO2, estas foram transferidas para placa de Facs e mantidas durante 

2 horas em RPMI e Brefeldin A (10 µg/mL- Sigma). Após este período, as células 

foram lavadas 2x com PBS-wash (centrifugação 1.200 rpm por 10 minutos) e, então, 

adicionado os anticorpos marcadores de superfície [anti-mouse CD8-Fitc 0,5 mg/mL 

(1:200) e anti-mouse CD4-PE CY5 0,2 mg/mL (1:300) - BD Pharmagen
TM

]. Após a 

incubação a 4ºC por 30 minutos, ao abrigo da luz, as células foram lavadas 2x, 

ressuspendidas em Tampão de Fixação (Mouse Foxp3 Buffer set - BD Pharmagen
TM

) e 

mantidas a 4ºC por 30 minutos. Em seguida, as células foram lavadas com Solução de 

Permeabilização (Mouse Foxp3 Buffer set - BD Pharmagen
TM

) e incubadas nesta 

solução por mais 30 minutos a 4ºC. Após uma lavagem, as células foram incubadas com 

o anticorpo anti-mouse IFN-γ-PE [2 mg/mL diluição (1:50)- BD Pharmagen
TM

] por 20 

minutos e à temperatura ambiente. Após duas lavagens, estas foram fixadas em Macs-

Facs para a análise por citometria de fluxo (FACScan) (meios e soluções, vide Anexo 

IV). 
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IV.5.8 Análises estatísticas  

 Os resultados foram primeiramente analisados pelo programa online GraphPad 

QuickCalcs Outlier Calculator (http://graphpad.com/quickcalcs/Grubbs1.cfm) para 

exclusão das leituras, estatisticamente, fora da média (p<0,05). A análise de variância 

foi realizada utilizando o teste paramétrico One-way ANOVA [resultados, com 

distribuição Normal (Gaussiana)], seguido pelos pós-testes "Bonferroni's Multiple 

Comparison Test" ou "Dunnett's Multiple Comparison Test". Os valores com intervalo 

de confiança menores que 0,05 (p<0,05) foram considerados, estatisticamente, 

significativos. Todas as comparações foram realizadas utilizando o programa GraphPad 

Prism (GraphPad Software, San Diego California, USA). 

 Os resultados estatísticos obtidos para a resposta imune celular e de mucosas 

(sIgA) foram obtidos a partir da análise de dois experimentos independentes (n=10), 

onde cada animal foi avaliado individualmente. Para a resposta imune humoral sérica 

(IgG, IgG1 e IgG2a) foram analisados quatro experimentos independentes (n=20). Nos 

tempos 1 e 2 (duas semanas após a primeira imunização e duas semanas após segunda 

imunização, respectivamente), o volume de sangue obtido dos camundongos, vivos, não 

permitiu que cada animal fosse avaliado independentemente. Assim, os resultados 

foram obtidos a partir de um pool sérico em duplicata. Já a resposta imune humoral 

sérica do tempo 3 (dia da eutanásia) foi avaliada normalmente (cada animal 

individualmente).  
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V. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

V.1 Construção da linhagem L. lactis MG1363(pValac:ESAT-6) 

 Para prosseguir com os experimentos in vitro e in vivo, além da linhagem 

invasiva L. lactis FnBPA(pValac:ESAT-6) (Tabela 1), obtida durante o trabalho de 

dissertação de mestrado (Pereira, V. B., 2011), foi necessário a obtenção de uma outra 

linhagem bacteriana “controle” para fins de compararação do perfil imunológico gerado 

após a cocultura com macrófagos ou imunização dos camundongos. Assim, a linhagem 

selvagem (MG1363), a mesma que deu origem à linhagem recombinante invasiva 

(FnBPA), foi transformada com o vetor pValac:ESAT-6, resultando na linhagem L. 

lactis MG1363(pValac:ESAT-6). 

Após a transformação, seguiu-se com a seleção das colônias recombinantes, 

sendo que após 24 horas de cultivo, um número incontável de colônias foi obtido. 

Destas, três colônias foram, então, selecionadas, de forma aleatória, para dar 

prosseguimento à confirmação da presença do plasmídeo pValac:ESAT-6 em suas 

células; o que se deu através de extração plasmidiana seguida de PCR utilizando 

primers específicos do plasmídeo pValac (Tabela 3) para a amplificação da ORF ESAT-

6.  

Como resultado, foi possível observar que os plasmídeos, provenientes das 

células derivadas das três colônias selecionadas, propiciaram a amplificação de um 

produto de peso molecular de, aproximadamente, 473 pb; o que corresponde ao peso 

molecular esperado para a ORF ESAT-6, acrescida de uma pequena porção nucleotídica 

do plasmídeo pValac (Figura 10).  
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Figura 10: Confirmação da ORF ESAT-6 em L. lactis MG1363. Eletroforese em gel 

de agarose a 1% corado com brometo de etídio. Amplificação da ORF ESAT-6. 

Canaleta 1: Marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen); Canaleta 

2, 3 e 4: Confirmação de três clones L. lactis MG1363 pValac:ESAT-6, por 

amplificação da ORF ESAT-6 (473 pb); Canaleta 5: Controle negativo; Canaleta 6: 

Controle positivo com o plasmídeo pValac:ESAT-6. A seta indica o marcador de peso 

molecular de 500 pb. 

 

V.1.1 Estabelecimento das doses vacinais a serem utilizadas nos experimentos in 

vitro e in vivo  

 De posse de todas as linhagens bacterianas [L. lactis MG1363; L. lactis 

MG1363(pValac:ESAT-6); L. lactis FnBPA e L. lactis FnBPA(pValac:ESAT-6)] 

(Tabela 1), a serem utilizadas nos experimentos in vivo e in vitro, fez-se, então, 

necessário estabelecer a dose vacinal a ser utilizada nestes experimentos.  

Sendo assim, realizou-se a caracterização do crescimento das referidas 

linhagens, através de uma curva de crescimento, a fim de se estabelecer em qual 

momento do cultivo das linhagens a dose vacinal, preconizada, em UFC, seria 

alcançada. A caracterização do crescimento de L. lactis foi realizada pela medição da 

DO600, seguida do plaqueamento das bactérias para a contagem das UFC, finalizando 

com a construção da curva de crescimento bacteriana. 

1       2       3      4       5      6 

 

500 pb 



87 

 

De posse dos dados, pode-se observar que a fase logarítimica do crescimento das 

linhagens ocorreu entre a 3ª e a 7ª hora de cultivo (Figura 11). Além disso, uma vez 

feita a correlação entre a DO600 alcançada pelas linhagens e a contagem, em placa, das 

UFC das mesmas, pôde-se determinar um valor de 6,6 x 10
8
 UFC/mL para as linhagens 

L. lactis FnBPA e para L. lactis FnBPA(pValac:ESAT-6), 1,1 x 10
9
 para a linhagens L. 

lactis MG1363 e 1,3 x 10
9
 para L. lactis MG1363(pValac:ESAT-6) (Figura 12). Todas 

as contagens citadas foram após 6 horas de crescimento e a partir de uma cultura com 

1% de inóculo fresco. 

 

 

Figura 11: Curva de crescimento de diferentes linhagens de Lactococcus lactis pela 

medida de densidade óptica (DO600). Valores de DO600, obtidos, de hora em hora, 

durante 10 horas de crescimento de cada cultura bacteriana, onde MG1363: L. lactis 

MG1363; FnBPA: L. lactis FnBPA; MG1363pValac: L. lactis MG1363(pValac:ESAT-

6) e FnBPApValac: L. lactis FnBPA(pValac:ESAT-6). Leituras de DO específicas de 

cada linhagem abaixo dos tempos analisados. 
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Figura 12: Curva de crescimento de diferentes linhagens de Lactococcus lactis pela 

contagem de Unidades Formadoras de Colônia (UFC). Contagem de UFC a partir do 

plaqueamento de 100 µL da diluição 10
-6

 da cada cultura, onde MG1363: L. lactis 

MG1363; FnBPA: L. lactis FnBPA; MG1363pValac: L. lactis MG1363 pValac:ESAT-6 

e FnBPApValac: L. lactis FnBPA pValac:ESAT-6. Dados expressos em UFC/mL; 

contagens específicas de cada linhagem abaixo dos tempos analisados. 

 

V.1.2 Ensaio de viabilidade bacteriana na passagem pelo trato intestinal 

 Para a avaliação do tempo de passagem da bactéria L. lactis, naturalmente 

transitória, pelo trato gastrointestinal, foi realizado um experimento para contagem das 

UFC liberadas por grama de fezes, após a imunização oral dos camundongos. Para isto, 

os animais foram imunizados com L. lactis MG1363(pValac:ESAT-6) ou L. lactis 

FnBPA(pValac:ESAT-6) ou apenas salina (controle negativo). Com o plaqueamento do 

extrato fecal, foi observado, após 6 horas da gavagem, a presença de 1 x 10
5 

UFC/g de 

fezes da linhagem L. lactis MG1363(pValac:ESAT-6) e 1 x 10
4 

UFC/g de fezes da 

linhagem L. lactis FnBPA(pValac:ESAT-6), não sendo detectado nenhum crescimento 

no grupo salina. Já após 24 horas da gavagem, nenhuma UFC foi detectada para ambas 

as linhagens, confirmando a característica transiente de L. lactis pelo trato intestinal.  

Pode-se inferir que a menor detecção (5x menos) da linhagem invasiva, em relação à 

linhagem não invasiva, possa ser devido apenas à menor viabilidade da mesma, pois se 

acredita que apenas cerca de 1% das bactérias administradas irão, realmente, ser 

internalizadas pelas células intestinais. 
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V.1.3 Ensaio de Translocação bacteriana para o fígado  

 Com o objetivo de se verificar a segurança da utilização da linhagem invasiva de 

L. lactis FnBPA, foi realizado um experimento para detecção, ou não, da bactéria 

translocada para o tecido hepático dos animais após a imunização oral. A translocação 

bacteriana consiste na migração de bactérias ou produtos bacterianos (endotoxinas) pela 

mucosa intestinal, atingindo locais extraintestinais, como os gânglios linfáticos 

mesentéricos. Em seguida, estas bactérias e os seus produtos podem, a partir do 

linfonodo mesentérico, atingir a circulação sistêmica, se disseminando para outros 

tecidos e órgãos, como o fígado e o baço (Wong et al., 2005).  

 A possibilidade de translocação foi levantada devido a presença da proteína 

recombinante FnBPA na superfície celular de L. lactis FnBPA, que a torna uma bactéria 

invasiva; o que poderia, de alguma forma, alterar seu status GRAS e sua utilização de 

forma segura in vivo. Assim, após o plaqueamento do macerado hepático dos animais 

que receberam, orogastricamente (por gavagem), a linhagem L. lactis 

FnBPA(pValac:ESAT-6), não foi observado crescimento bacteriano, indicando a 

ausência de translocação para o tecido hepático dos animais analisados; o que representa 

um primeiro indício da segurança da utilização de L. lactis recombinante, contendo o 

gene da FnBPA de S. aureus. Nenhum crescimento foi detectado também para L. lactis 

MG1363(pValac:ESAT-6) e salina. 

 O gene da FnBPA expresso, constitutivamente, em L. lactis tem apenas a função 

de adesão às células epiteliais intestinais pela bactéria, promovendo sua internalização, 

onde a bactéria é lisada, entregando o plasmídeo vacinal às células eucariotas. Assim, a 

condição invasiva, muito provavelmente, não altera a segurança da utilização oral de L. 

lactis.  

 

V.2 Clonagem, expressão e purificação da proteína ESAT-6 recombinante 

 Para iniciar os experimentos de imunização oral dos camungongos com as 

referidas linhagens de L. lactis, ainda foi necessário a obtenção da proteína ESAT-6 

recombinante (rESAT-6) purificada, para o estímulo da cultura de esplenócitos e a 

sensibilização das placas de ELISA. Além disto, a obtenção da proteína purificada 

também foi necessária para a obtenção de um soro positivo para a padronização da 
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detecção de Igs anti-ESAT-6 nos animais imunizados. Assim, seguem os resultados dos 

experimentos de clonagem, indução da expressão e purificação da proteína rESAT-6. 

 

V.2.1 Clonagem da ORF ESAT-6 no vetor de expressão pBAD202/D-TOPO® 

Para tanto, e como um primeiro passo rumo à obtenção da rESAT-6, a seqüência 

codificadora do gene ESAT-6 (300 pb) foi amplificada, por PCR, a partir do DNA 

genômico de M. tuberculosis linhagem H37Rv (Genbank accession number 

AL123456), utilizando primers específicos (Tabela 4) para a clonagem, direcional, no 

vetor pBAD202/D-TOPO®  (Figura 13A).  

Em seguida, o amplicon, correspondente à ORF ESAT-6, foi submetido a uma 

reação de ligação, junto ao vetor pBAD202/D-TOPO®, para a geração do plasmídeo 

pBAD:ESAT-6. Após a transformação de E. coli TOP10, eletrocompetentes, com o 

produto da ligação, foram obtidas várias colônias resistentes ao antibiótico Km. Destas, 

cinco foram escolhidas, de forma aleatória, para a verificação da presença do plasmídeo 

pBAD:ESAT-6. Essa confirmação também se deu através de PCR utilizando primers 

específicos (Tabela 4). Como resultado, pôde-se confirmar a presença da ORF ESAT-6 

nos cinco clones testados, pois, todos os produtos de amplificação, apresentaram um 

produto de, aproximadamente, 300 pb, como o esperado para a ORF ESAT-6 (Figura 

13B).  
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Figura 13: Amplificação e clonagem da ORF ESAT-6 no vetor pBAD202/D-

TOPO®. A) Amplificação da ORF ESAT-6 a partir do DNA genômico de M. 

tuberculosis: Canaleta 1- Marcador 1Kb Plus; Canaleta 2- Amplificação da ORF ESAT-

6 com os primers protESAT-6 (300pb); Canaleta 3- Controle negativo da PCR; 

Cananleta 4- Controle positivo da PCR. B) Confirmação por PCR da presença da ORF 

ESAT-6 em cinco possíveis clones de E. coli pBAD:ESAT-6. Canaleta 1- Marcador 

1Kb Plus; Canaleta 2, 3, 4, 5 e 6- Amplificação da ORF ESAT-6 com os primers 

protESAT-6 (300pb); Canaleta 7- Controle negativo da PCR; Canaleta 8- Controle 

positivo da PCR. As setas indicam o marcador de peso molecular de 300 pb. 

 

Com a confirmação da presença da ORF ESAT-6 nos clones anteriormente 

selecionados, um destes (clone 1) foi escolhido para a confirmação, não só da presença 

da ORF ESAT-6 no vetor pBAD202/D-TOPO®, mas também confirmar a orientação 

do inserto no mesmo. Assim, também por PCR, mas utilizando primers específicos para 

o vetor (Tabela 5), deu-se a confirmação como segue. Com os primers FTrxFus e 

RpBAD, pôde-se observar uma amplificação de, aproximadamente, 531 pb, 

correspondente à ORF ESAT-6 e parte do vetor (Canaleta 3). Já com a combinação dos 

primers FprotESAT e RpBAD, pôde-se observar uma amplificação de 

aproximadamente 463 pb (Cananleta 4), a qual confirma a orientação, correta, do 

inserto no vetor. 
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Figura 14: Confirmação da clonagem e orientação da ORF ESAT-6 no vetor 
pBAD202/D-TOPO®. Canaleta 1- Marcador 1Kb Plus; Canaleta 2- Amplificação da 

ORF ESAT-6 com os primers protESAT-6 Foward e Reverse (300pb); Canaleta 3- 

Amplificação da ORF ESAT-6 e parte do vetor pBAD com os primers FTrxFus e 

RpBAD (531 pb); Cananleta 4- Amplificação da ORF ESAT-6 e parte do vetor 

posterior à ORF, utilizando os primers FprotESAT e RpBAD (463 pb); Canaleta 5- 

Controle negativo da PCR. As setas indicam os marcadores de peso molecular de 300, 

400 e 500 pb, respectivamente. 

 

Por fim, confirmada a clonagem e a orientação da ORF ESAT-6 no vetor 

pBAD202/D-TOPO®, o clone 1 foi, então, submetido a uma reação de sequênciamento, 

utilizando os primers protESAT-6 (Tabela 4), onde pôde-se confirmar tanto a 

integridade nucleotídica da respectiva ORF quanto parte da sequência nucleotídica 

plasmidiana (Dados não demonstrados). 

 

V.2.2 Indução da expressão da proteína rESAT-6 a partir do vetor pBAD:ESAT-6 

 Com a construção do plasmídeo pBAD:ESAT-6, partiu-se, então, para a indução 

da expressão da rESAT-6 e sua purificação. A indução da expressão da rESAT-6 se deu 

a partir do clone 1 [E. coli TOP10(pBAD:ESAT-6)] e foi realizada utilizando cinco 

concentrações do açúcar indutor, arabinose (item IV.3.3).  

A partir de uma concentração de 0,0002% deste indutor, já foi possível 

visualizar, em SDS-PAGE corado com azul de coomassie, a expressão da rESAT-6, 

com, aproximadamente, 26 kDa (Figura 15). Porém, com uma concentração de 0,002% 
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de arabinose (Figura 15; Canaleta 7), pode-se observadar um maior nível de expressão 

de rESAT-6; o que, visualmente, em nada diferiu das concentrações mais elevadas de 

arabinose. Assim, esta última foi a concentração escolhida para ser utilizada nos demais 

experimentos.  

 

 

Figura 15: SDS-PAGE da indução da expressão da proteína recombinante ESAT-6 

a partir da linhagem E. coli pBAD:ESAT-6. SDS-PAGE da fração protéica total 

bacteriana induzida com arabinose. Canaleta 1: Marcador BenchMarkTM Pre-Stained 

Protein Ladder (Invitrogen); Canaleta 2: Não induzido (tempo zero); Canaleta 3: 

Indução de 4 horas a 0,00002% de arabinose; Canaleta 4: Não induzido (tempo zero); 

Canaleta 5: Indução de 4 horas a 0,0002% de arabinose; Canaleta 6: Não induzido 

(tempo zero); Canaleta 7: Indução de 4 horas a 0,002% de arabinose; Canaleta 8: Não 

induzido (tempo zero); Canaleta 9: Indução de 4 horas a 0,02% de arabinose; Canaleta 

10: Não induzido (tempo zero); Canaleta 11: Indução de 4 horas a 0,2% de arabinose; 

Canaleta 12: Controle negativo não induzido (tempo zero); Canaleta 13: Controle 

negativo (E. coli TOP10 pura induzida 4 horas a 0,2% de arabinose). A seta indica o 

peso molecular de 26 kDa. 

 

 Após a padronização da concentração de arabinose para a indução da expressão 

da rESAT-6, também foi realizada uma avaliação da cinética da expressão da proteína 

recombinante nos tempos zero (não induzida) e 1, 2, 3, 4, 5 e 6 horas, após a indução 

com a concentração ótima de arabinose, estabelecida anteriormente (0,002%). Assim, 

foi observado que, 4 horas após a adição do indutor, a expressão da proteína atinge o 

seu máximo e se estabiliza, haja vista que, visualmente, a espeçura da banda referente à 

rESAT-6, em nada difere da espeçura das bandas com 5 e 6 horas de expressão (Figura 

16). Sendo assim, o tempo de 4 horas de indução foi, então, escolhido para a obtenção 

da rESAT-6 purificada. 

1     2      3     4     5      6     7      8     9    10    11   12   13 

26kDa 
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Figura 16: Cinética da expressão da proteína recombinante ESAT-6. Indução com 

arabinose à 0,002%. Canaleta 1: Marcador BenchMarkTM Pre-Stained Protein Ladder 

(Invitrogen); Canaleta 2: Tempo zero (não induzido); Canaleta 3: Indução de 1 hora; 

Canaleta 4: Indução de 2 horas; Canaleta 5: Indução de 3 horas; Canaleta 6: Indução de 

4 horas; Canaleta 7: Indução de 5 horas e Canaleta 8: Indução de 6 horas. A seta indica 

o peso molecular de 26 kDa. 

 

V.2.3 Avaliação da solubilidade da proteína rESAT-6 e padronização da 

concentração de uréia para purificação 

 Para a avaliação da solubilidade da rESAT-6, a cultura bacteriana foi induzida 

(arabinose a 0,002% por 4 horas), o precipitado celular foi lisado, a fração solúvel do 

sobrenadante foi separada da fração insolúvel do produto lisado e, por fim, a amostra foi 

resolvida em SDS-PAGE.  

A rESAT-6 foi observada apenas na fração celular insolúvel de E. coli 

TOP10(pBAD:ESAT-6) (Figura 17; Canaleta 4). Apesar da presença, N-terminal, da 

proteína de fusão Thioredoxina no vetor pBAD202/D-TOPO®, que, em teoria, pode 

aumentar a solubilidade da proteína de interesse, não foi possível a obtenção da rESAT-

6 na fração celular solúvel. Com isso, fez-se necessária a solubilização, com uréia, da 

rESAT-6 contida na fração celular insolúvel. 
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Figura 17: Avaliação da solubilidade da proteína rESAT-6. Canaleta 1: Marcador 

BenchMarkTM Pre-Stained Protein Ladder (Invitrogen); Canaleta 2: Fração insolúvel 

do extrato protéico de E. coli TOP10(pBAD:ESAT-6) induzida com 0,00002% de 

arabinose; Canaleta 3: Fração solúvel do extrato protéico de E. coli 

TOP10(pBAD:ESAT-6) induzida com 0,00002% de arabinose; Canaleta 4: Fração 

insolúvel do extrato protéico de E. coli TOP10(pBAD:ESAT-6) induzida com 0,002% 

de arabinose; Canaleta 5: Fração solúvel do extrato protéico de E. coli 

TOP10(pBAD:ESAT-6) induzida com 0,002% de arabinose; Canaleta 6: Fração 

insolúvel do extrato protéico de E. coli TOP10 induzida com 0,2% de arabinose 

(controle negativo); e Canaleta 7: Fração solúvel do extrato protéico de E. coli TOP10 

induzida com 0,2% de arabinose (controle negativo). A seta indica o peso molecular de 

26 kDa. 

 

 Para tanto, foi realizado um novo teste para verificar qual a concentração de 

uréia seria capaz de solubilizar a proteína. Assim, foram testadas diferentes 

concentrações de uréia (2 M, 4 M, 6 M e 8 M). Porém, em todas as concentrações 

testadas, obteve-se apenas a solubilização parcial da proteína recombinante, sem 

diferença visível na quantidade de proteína na fração celular solúvel (Figura 18). Desta 

forma, a concentração de 2 M foi a escolhida para a solubilização da proteína, já que 

uma menor concentração de uréia é desejável para facilitar a desalinização da proteína 

já purificada.  
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Figura 18: Teste de solubilização, com diferentes concentrações de ureia, da 

proteína rESAT-6. Canaleta 1: Marcador BenchMarkTM Pre-Stained Protein Ladder 

(Invitrogen); Canaleta 2: Fração protéica insolúvel, após a adição de uréia a 2 M; 

Canaleta 3: Fração protéica solúvel, após a adição de uréia a 2 M; Canaleta 4: Fração 

protéica insolúvel, após a adição de uréia a 4 M; Canaleta 5: Fração protéica solúvel, 

após a adição de uréia a 4 M; Canaleta 6: Fração protéica insolúvel, após a adição de 

uréia a 6 M; Canaleta 7: Fração protéica solúvel, após a adição de uréia a 6 M; Canaleta 

8: Fração protéica insolúvel, após a adição de uréia a 8 M; Canaleta 9: Fração protéica 

solúvel, após a adição de uréia a 8 M. A seta indica o peso molecular de 26 kDa. 

 

V.2.4 Purificação da proteína ESAT-6 em FPLC 

 Estabelecidos os parâmetros de concentração do indutor, tempo de expressão e 

concentração de uréia para a solubilização da rESAT-6, seguiu-se, então, com a 

purificação da mesma, utilizado o equipamento FPLC ÄKTAPRIME plus (GE 

Healthcare) e coluna de níquel com afinidade para cauda de histidina.  

Durante a eluição das proteínas, foi possível verificar uma pequena elevação da 

curva do gráfico (pico), indicando a eluição da proteína recombinante da coluna de 

níquel. Por fim, todos os eluatos foram resolvidos em SDS-PAGE, sendo verificada a 

presença da rESAT-6 nas amostras 12 e 13, em maior concentração (Figura 19; 

Canaleta  2 e 3). 
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Figura 19: Purificação da proteína rESAT-6 em FPLC. Canaleta 1: Marcador 

BenchMarkTM Pre-Stained Protein Ladder (Invitrogen); Canaletas 2 a 12:  Amostras 

dos eluatos 12 a 22 da purificação, evidenciando a proteína rESAT-6, em maior 

concentração, nas amostras 12 e 13. A seta indica o peso molecular de 26 kDa.  

 

 Com a purificação da rESAT-6, sua pureza e imunogenicidade foi testada tanto 

por resolução eletroforética, em SDS-PAGE corado com nitrato de prata, quanto por 

Western Blotting e ELISA, respectivamente.  

A pureza da proteína recombinante foi confirmada, haja vista que, após a sua 

resolução eletroforética, em SDS-PAGE corado com nitrato de prata, não foi 

visualiazada nenhuma banda além da correspondente à rESAT-6 (Figura 20A). Já 

através das técnicas de Western Blotting e ELISA, utilizando o anticorpo policlonal ou 

monoclonal anti-ESAT-6, foi possível visualizar a imunodetecção da proteína 

recombinante purificada (Figura 20B; Canaleta 2). Contudo, provavelmente devido à 

utilização do anticorpo anti-ESAT-6 policlonal, também foram verificadas no Western 

Blotting imunodetecções inespecíficas de diversas proteínas no extrato protéico celular 

de E. coli TOP10(pBAD:ESAT-6), utilizada, aqui, como um controle positivo do 

experimento (Figura 20B; Canaleta 3). 
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Figura 20: Confirmação da pureza e imunodetecção da proteína rESAT-6. A) 

Coloração com nitrato de prata da rESAT-6 purificada. Canaleta 1: Marcador 

BenchMarkTM Pre-Stained Protein Ladder (Invitrogen) e Canaleta 2: rESAT-6 

purificada. B) Western Blotting da rESAT-6 purificada. Canaleta 1: Marcador 

BenchMarkTM Pre-Stained Protein Ladder (Invitrogen); Canaleta 2: rESAT-6 

purificada; Canaleta 3: Extrato protéico de E. coli TOP10(pBAD:ESAT-6) induzido 

(controle positivo); e Canaleta 4: Extrato protéico de E. coli TOP10 induzido (controle 
negativo). As setas indicam o peso molecular de 26 kDa. 

 

 Por fim, a concentração da rESAT-6, obtida com a purificação, foi, então, 

estimada pelo método de Bradford. Assim, pôde-se determinar que a proteína 

recombinante purificada estava na concentração de 377,36 µg/mL. Ao longo deste 

trabalho, outros 4 experimentos de purificação foram realizados, gerando um total de 

3,396 mg de rESAT-6. 

 

V.3 Caracterização do perfil imunológico gerado pelas linhagens de L. lactis em 

cultura de macrófagos  

 Com o intuito de caracterizar, preliminarmente, o perfil imunológico gerado 

pelas linhagens de L. lactis, utilizadas neste trabalho, as mesmas foram cultivadas com 

macrófagos e um pool específico de citocinas foi detectado e analisado. Para isto, foram 

utilizados os seguintes grupos experimentais: DMEM completo (negativo); L. lactis 

MG1363 (controle da linhagem selvagem); L. lactis FnBPA (controle da linhagem 
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invasiva); L. lactis MG1363(pValac:ESAT-6), L. lactis FnBPA(pValac:ESAT-6) e LPS 

(controle positivo).  

 Após 24 horas do cocultivo das linhagens de L. lactis com macrófagos em 

cultura, a produção das seguintes citocinas foi mensurada: IL-10, TNF-α, IL-12 e IL-6; 

utilizando, para tanto, ELISA. 

A citocina IL-10 foi detectada no sobrenadante da cocultura de macrófagos com 

as diferentes linhagens de L. lactis, porém não houve diferença estatisticamente 

significativa entre os grupos experimentais testados. 

A citocina IL-6 também foi detectada no sobrenadante da cocultura de 

macrófagos com as diferentes linhagens de L. lactis, sendo que, para as linhagens não 

invasivas [L. lactis MG1363 e L. lactis MG1363(pValac:ESAT-6)], houve um aumento, 

estatisticamente significativo, em relação às linhagens invasivas [L. lactis FnBPA e L. 

lactis FnBPA(pValac:ESAT-6)] (Figura 21). Além disto, para as quatro linhagens 

testadas, houve um aumento, estatisticamente significativo, em relação ao grupo que 

recebeu apenas o meio de cultivo DMEM completo (controle negativo). 

 Para a citocina IL-12, foi detectado um aumento, estatisticamente significativo, 

apenas no sobrenadante da cocultura de macrófagos com as linhagens não invasivas, L. 

lactis MG1363 e L. lactis MG1363(pValac:ESAT-6). Para as linhagens invasivas, L. 

lactis FnBPA e L. lactis FnBPA(pValac:ESAT-6), não houve diferença em relação ao 

grupo que recebeu apenas o meio de cultivo DMEM completo (controle negativo) 

(Figura 21). 

 Por fim, a citocina TNF-α foi detectada em maior quantidade, e estatisticamente 

significativa em relação ao controle negativo, apenas no sobrenadante da cocultura de 

macrófagos com as linhagens L. lactis MG1363(pValac:ESAT-6) e L. lactis 

FnBPA(pValac:ESAT-6). Porém, não houve diferença entre estas e as linhagens 

controle L. lactis MG1363 e L. lactis FnBPA (Figura 21). 
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Figura 21: Produção de IL-10, IL-6, IL-12 e TNF-α por macrófagos em cocultura 

com as linhagens de L. lactis. Resultados representados como a média ± SEM de dois 

experimentos independentes para IL-12 (n=8) ou três experimentos independentes para 

IL-10, TNF-α e IL-6 (n=12). Grupos experimentais: Meio: DMEM completo (negativo); 

M: L. lactis MG1363; ME: L. lactis MG1363(pValac:ESAT-6); F: L. lactis FnBPA; FE: 

L. lactis FnBPA(pValac:ESAT-6). Lipopolissacarídeo (LPS) foi utilizado como controle 

positivo da cultura. Foi considerado com diferença estatisticamente significativa quando 

p<0,05, sendo “a,b,c” estatisticamente diferentes entre si. 

 

 Aparentemente, os resultados indicam que a presença, ou não, do vetor 

pValac:ESAT-6 nas linhagens utilizadas para o cocultivo, não foi capaz de alterar os 

resultados obtidos para a produção das citocinas IL-10, IL-6 e IL-12 por macrófagos. 

Apenas para a produção de TNF-α foi possível verificar um aumento, estatisticamente 

significativo, para os grupos L. lactis MG1363(pValac:ESAT-6) e L. lactis 

FnBPA(pValac:ESAT-6), porém estes não diferiram das linhagens desprovidas do vetor 

(L. lactis MG1363 e L. lactis FnBPA). Sendo assim, não foi possível confirmar o 

aumento de TNF-α relacionado à presença do vetor pValac:ESAT-6. 
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 Em parte, estes resultados eram esperados, já que um pequeno período de 

cocultivo (24 horas), entre os macrófagos e as respectivas linhagens de L. lactis, 

provavelmente, não resultou na expressão da ORF ESAT-6 em níveis capazes de alterar 

a resposta imune inata dos macrófagos ao antígeno. Além disto, deve-se levar em 

consideração que a MOI utilizada (de 20 bactéria para 1 macrófago) favoreceu a rápida 

resposta inata dos macrófagos às bactérias. 

 Em um trabalho semelhante, DCs derivadas da medula óssea de camundongos 

foram cocultivadas com as linhagens invasivas, ou não, de L. lactis, carreando, ou não, 

pValac:BLG. Como resultado, foi verificado um aumento da secreção de IL-12 para 

ambas as linhagens (invasiva ou não), expressando, ou não, a BLG. Assim, a expressão 

da BLG pelas DCs também não influenciou o perfil imune estimulado, como verificado 

em macrófagos diferenciados. Porém, diferentemente do trabalho aqui apresentado, o 

status invasivo também não afetou a expressão de IL-12 em DCs. A citocina IL-10 

também foi verificada por ELISA, porém esta não foi detectada para nenhuma das 

linhagens testadas em cocultivo com DCs (De Azevedo, comunicação pessoal). 

 Por fim, com os resultados in vitro aqui obtidos, foi verificado que todas as 

linhagens, invasivas ou não, foram capazes de estimular a produção de TNF-α e IL-6 

em macrófagos, sendo as linhagens não invasivas capazes, também, de estimular a 

produção de IL-12. Porém, não foi possível inferir o perfil gerado pela formulação 

vacinal (pValac:ESAT-6) em relação à resposta ao antígeno ESAT-6. Além disto, a 

detecção da citocina IFN-γ, citocina esta não produzida por macrófagos, é de extrema 

importância para a avaliação desta resposta, sendo ESAT-6 capaz de gerar uma resposta 

imune celular do tipo Th1.  

 Deste modo, os experimentos in vivo são de extrema importância para a 

continuidade do projeto, para a análise do perfil imune específico gerado em resposta ao 

antígeno e, além disto, para a validação do método de entrega utilizando L. lactis como 

carreador de vacinas gênicas orais. 

 

V.4 Avaliação do perfil imunológico após a imunização de camundongos BALB/c 

com as linhagens de L. lactis  

 Considerando que não foi possível acessar, preliminarmente, o perfil de resposta 

imunológica gerado pela formulação vacinal L. lactis MG1363(pValac:ESAT-6) ou L. 
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lactis FnBPA(pValac:ESAT-6), após o cocultivo com macrófagos, seguiu-se, então, com 

os experimentos de imunização dos camundongos. 

  Pela via oral, foram administradas doses de 10
8 

UFC, de cada linhagem 

bacteriana [L. lactis MG1363 (linhagem selvagem), L. lactis MG1363(pValac:ESAT-6), 

L. lactis FnBPA (linhagem invasiva) e L. lactis FnBPA(pValac:ESAT-6)], além do 

controle negativo que recebeu apenas salina.  

Como um primeiro passo, uma dose congelada de cada linhagem bacteriana, a 

ser utilizada nos grupos experimentais, foi plaqueada para a contagem das UFC. A 

linhagem com maior quantidade média de UFC/mL na DO600 de 1,0 foi L. lactis 

MG1363, onde verificou-se 5 x 10
8
 UFC/mL, e a linhagem com menor quantidade 

média de UFC/mL foi L. lactis FnBPA, com 2,8 x 10
8
 UFC/mL (Tabela 6).  

 

Tabela 6: Unidades formadoras de colônia das diferentes linhagens utilizadas nos 

experimentos de imunização.  

Linhagem bacteriana  
Densidade Óptica 

(DO600)  

Unidades Formadoras de 

colônia (UFC/mL)  

L. lactis MG1363  1,0  5 x 10
8
  

L. lactis MG1363(pValac:ESAT-6)  1,0  4,3 x 10
8
  

L. lactis FnBPA  1,0  2,8 x 10
8
  

L. lactis  FnBPA(pValac:ESAT-6)  1,0  3,3 x 10
8
  

 

V.4.1 Caracterização do perfil da resposta imune celular  

 O perfil de resposta imune celular foi obtido, avaliado e caracterizado a partir da 

cultura celular do baço de animais imunizados, orogastricamente (por gavagem), com os 

grupos descritos no item V.4. 

Todos os resultados apresentados na sequência desta seção foram obtidos a partir 

de esplenócitos murinos estimulados com a proteína recombinante rESAT-6, subtraindo 

o valor basal de citocinas pré-formadas e obtidas para cada animal não estimulado, ou 

seja, esplenócitos que receberam como “estímulo” apenas o meio RPMI completo. 

Além disto, todos os gráficos, a seguir, foram gerados utilizando o programa GraphPad 



103 

 

Prism e estatisticamente analisados pelo teste de variância One-Way ANOVA, seguido 

do pós teste Bonferroni: compare all pairs of Columns. Os resultados estão 

representados nos gráficos como a média e o erro padrão da média (SEM, Standard 

error of the mean). 

 

V.4.1.1 Ensaio Imunoenzimático (ELISA) para dosagem das citocinas IFN-γ, TNF-

α e IL-12 nos esplenócitos dos animais imunizados com as diferentes linhagens de 

L. lactis 

 Com o intuito de determinar se o padrão de resposta imune celular, do tipo Th1, 

foi gerado, após a imunização dos camundongos com as diferentes linhagens de L. 

lactis, a produção das citocinas IFN-γ, TNF-α e IL-12 foram avaliadas por ELISA no 

sobrenadante das culturas de esplenócitos estimulados. 

A Figura 22 mostra os resultados obtidos por ELISA para a citocina IFN-γ, onde 

foi possível verificar diferença, estatisticamente significativa (p<0,01), do grupo 

imunizado com a linhagem L. lactis FnBPA(pValac:ESAT-6) (FE) em relação a todos os 

outros grupos experimentais testados. 

 

 

Figura 22: Indução da produção de IFN-γ pelos esplenócitos dos animais 

imunizados com as linhagens de L. lactis. Resultados obtidos após 60 horas de 

estímulo da cultura de esplenócitos com rESAT-6, representados como a média ± SEM 

de dois experimentos independentes (n=10). Grupos experimentais: (-): Negativo; M: L. 

lactis MG1363; ME: L. lactis MG1363(pValac:ESAT-6); F: L. lactis FnBPA; FE: L. 

lactis FnBPA(pValac:ESAT-6). O mitógeno de concanavalina A (ConA) foi utilizado 

como controle positivo da cultura. P value: **p<0,01 em relação a todos os grupos 

testados. 
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 Com relação às citocinas pró-inflamatórias IL-12 e TNF-α , não foi verificada 

diferença, estatisticamente significativa, entre os grupos experimentais testados, como 

demonstrado na figura 23. Sendo assim, estas duas citocinas não foram estimuladas 

diferencialmente.  

 

 

Figura 23: Indução da produção de TNF-α e IL-12 pelos esplenócitos dos animais 

imunizados com as linhagens de L. lactis. Resultados obtidos após 60 horas de 

estímulo da cultura de esplenócitos com rESAT-6, representados como a média ± SEM 

de dois experimentos independentes (n=10). Grupos experimentais: (-): Negativo; M: L. 

lactis MG1363; ME: L. lactis MG1363(pValac:ESAT-6); F: L. lactis FnBPA; FE: L. 

lactis FnBPA(pValac:ESAT-6). O mitógeno de concanavalina A (ConA) foi utilizado 

como controle positivo da cultura. Foi considerado com diferença estatisticamente 

significativa quando p<0,05. 

 

 A resposta imune celular aqui observada, obtida com a utilização da linhagem L. 

lactis FnBPA(pValac:ESAT-6), está de acordo com os resultados obtidos em diversos 

trabalhos, haja vista que estes tem demonstrado que o antígeno ESAT-6 desempenha 

um importante papel na resposta de células T, na primeira fase da infecção, com um 

grande número de epítopos descritos (Ravn et al., 1999; Pollock e Andersen et al., 

1997; Elhay et al., 1998; Lalvani et al., 2001b; Mustafa et al., 2000; Mustafa et al., 

2003). 

 Além disto, vários trabalhos, utilizando ESAT-6, como uma vacina de DNA, 

têm demonstrado resultados semelhantes aos obtidos neste experimento de imunização, 

com uma produção significativa de IFN-γ (Fan et al., 2007; Chang-hong et al., 2008; 

Gao et al., 2009b; Yuan et al., 2012; Yu et al., 2012); evidenciando o padrão de 
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resposta Th1 gerado por este antígeno vacinal, necessário à proteção contra M. 

tuberculosis (Xu et al., 2008a; Gao et al., 2009a; Wang et al., 2004).  

 Mais especificamente, como vacina de DNA de mucosas, também foi 

demonstrado (Dou et al., 2012) que a utilização intranasal da vacina de DNA nu, 

expressando a proteína de fusão Ag85A-ESAT-6-IL-21, em combinação com a BCG 

intranasal também demonstrou resultados promissores quanto à produção de IFN-у, 

além de diminuição da presença bacteriana nos pulmões, após o desafio. 

Resultados semelhantes também foram obtidos por Wang et al. (2009) com o 

mesmo antígeno, em um trabalho onde a via orogástrica e o método de entrega 

(bacteriano – Salmonella typhimurium atenuada) são semelhantes ao trabalho aqui 

apresentado. Os autores obtiveram com a vacina de DNA codificando a proteína de 

fusão ESAT6-Ag85B [SL(E6-85B)] uma forte resposta imune do tipo Th1, com grande 

porcentagem de células T CD8+ produtoras de IFN-γ, além de maior proliferação de 

células T CD4+ e T CD8+ específicas. 

 

V.4.1.2 Ensaio Imunoenzimático (ELISA) para dosagem das citocinas IL-10 e IL-4 

nos esplenócitos dos animais imunizados com as diferentes linhagens de L. lactis 

 Baseado nos resultados anteriores e com o objetivo de confirmar a ausência do 

padrão de resposta imune do tipo Th2, após a imunização dos camundongos com as 

linhagens de L. lactis, a produção da citocina IL-4 foi avaliada por ELISA. Além disto, 

a citocina regulatória IL-10 também foi medida no sobrenadante das culturas de 

esplenócitos estimulados. 

A Figura 24 mostra os resultados obtidos no ensaio de ELISA para as citocinas 

citadas, onde não foi possível detectar diferença, estatisticamente significativa, entre os 

grupos experimentais testados, tanto para IL-10 quanto para IL-4. A IL-4 foi detectada 

em uma pequena quantidade (aproximadamente 0,003 ng/mL), abaixo do nível de 

detecção dos kits de ELISA utilizados neste experimento. Assim, pode-se concluir uma 

ausência da detecção de IL-4 e do perfil imune celular do tipo Th2. 

 Poucos são os trabalhos que analisaram IL-10 e IL-4, após a vacinação com 

DNA codificando ESAT-6, já que estas citocinas não são tão relevantes na resposta e 

proteção contra a TB. Em um trabalho, utilizando ESAT-6 como vacina de DNA, foi 
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verificado tanto um nível mais elevado de proliferação de linfócitos quanto a produção 

mais elevada das citocinas IFN-у e IL-2, por células do baço; com diminuição nos 

níveis da citocina do perfil Th2 (IL-4) e IL-10, nos grupos que receberam a vacina de 

DNA, em comparação com os grupos que receberam a BCG (Xu et al., 2008a). 

 

 

Figura 24: Indução da produção de IL-10 e IL-4 pelos esplenócitos dos animais 

imunizados com as linhagens de L. lactis. Resultados obtidos após 60 horas de 

estímulo da cultura de esplenócitos com rESAT-6, representados como a média ± SEM 

de dois experimentos independentes (n=10). Grupos experimentais: (-): Negativo; M: L. 

lactis MG1363; ME: L. lactis MG1363(pValac:ESAT-6); F: L. lactis FnBPA; FE: L. 

lactis FnBPA(pValac:ESAT-6). O mitógeno de concanavalina A (ConA) foi utilizado 

como controle positivo da cultura. Foi considerado com diferença estatisticamente 

significativa quando p<0,05. 

 

 

 Por fim, de acordo com os resultados obtidos para a resposta imune celular, com 

aumento significativo da citocina IFN-γ, pôde-se confirmar a imunogenicidade do 

antígeno ESAT-6 que, durante a infecção natural, também é capaz de gerar um perfil de 

resposta Th1. Na vacinação com DNA, a manutenção ou a geração deste tipo de 

resposta é necessária para controle e/ou proteção contra o M. tuberculosis. Sendo assim, 

provavelmente, a resposta imune gerada, após a imunização com L. lactis 

FnBPA(pValac:ESAT-6), foi devida à presença do antígeno ESAT-6; resposta esta 

otimizada pela linhagem invasiva, ao passo que para as citocinas IL-10 e IL-4 não 

houve diferença significativa ou detecção, respectivamente. 
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V.4.2 Caracterização do Perfil da Resposta Imune Humoral  

 O perfil de resposta imune humoral de mucosas foi avaliado a partir das fezes e 

do cólon dos animais imunizados com as referidas linhagens de L. lactis. Já a resposta 

imune humoral sistêmica foi avaliada a partir do soro dos animais. 

 Todos os gráficos, a seguir, foram gerados utilizando o programa GraphPad 

Prism e estatisticamente analisados pelo teste de variância One-Way ANOVA seguido do 

pós teste “Bonferroni compare all pairs of Columns” ou “Dunnett's Multiple 

Comparison Test”. Os resultados estão representados nos gráficos como a média e o 

erro padrão da média (SEM). 

 

V.4.2.1 Ensaio Imunoenzimático (ELISA) para dosagem de sIgA no cólon e nas 

fezes 

 A produção de sIgA foi avaliada por ELISA com o intuito de verificar se houve 

resposta imune de mucosas após a imunização dos camundongos com as diferentes 

linhagens de L. lactis. 

 A Figura 25 mostra os resultados obtidos para sIgA, específica para ESAT-6, 

medida nas fezes dos animais durante final do experimento de imunização. Um dia após 

a última imunização, não houve diferença, estatisticamente significativa, entre os 

grupos. Já após 7 dias da última imunização, foi possível verificar um aumento, de sIgA 

no grupo L. lactis FnBPA(pValac:ESAT-6) (FE), estatisticamente significativo, em 

relação aos demais grupos, exceto com relação ao grupo L. lactis FnBPA (F). No final 

do experimento, 14 dias após a última imunização, houve um aumento, estatisticamente 

significativo, de sIgA nas fezes do grupo que recebeu L. lactis FnBPA(pValac:ESAT-6) 

(FE), com relação o todos os outros grupos testados. 
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Figura 25: Cinética da produção de sIgA específica nas fezes dos animais 

imunizados com as linhagens de L. lactis. Resultados obtidos com A) 1 dia, B) 7 dias 

e C) 14 dias após última imunização. D) Visualização de todos os tempos de produção 

de sIgA.  Resultados representados como a média ± SEM de dois experimentos 

independentes (n=10). Grupos experimentais: (-): Negativo; M: L. lactis MG1363; ME: 

L. lactis MG1363(pValac:ESAT-6); F: L. lactis FnBPA; FE: L. lactis 

FnBPA(pValac:ESAT-6). P value: **p<0,01 e ***p<0,001, sendo em B) conforme 

esquematizado na figura; C) em relação a todos os grupos experimentais e D) em 

relação ao grupo (-) no mesmo tempo experimental. 

 

 Além disso, também foi observado que houve um aumento, estatisticamente 

significativo, de sIgA anti-ESAT-6, no cólon dos animais que receberam L. lactis 

FnBPA(pValac:ESAT-6) (FE), em relação a todos os demais grupos testados (Figura 

26). No cólon dos animais também foi possível detectar 2 vezes mais sIgA, anti-ESAT-

6, do que no macerado das fezes destes animais; o que, provavelmente, pode ser devido 

à menor presença de proteases no tecido do cólon em relação às fezes.  
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Figura 26: Produção de sIgA específica no macerado do cólon dos animais 

imunizados com as linhagens de L. lactis.  Resultados representados como a média ± 

SEM de dois experimentos independentes (n=10). Grupos experimentais: (-): Negativo; 

M: L. lactis MG1363; ME: L. lactis MG1363(pValac:ESAT-6); F: L. lactis FnBPA; FE: 

L. lactis FnBPA(pValac:ESAT-6). P value: **p<0,01 em relação a todos os grupos 

experimentais. 

 

 Wang et al. (2009), em um trabalho semelhante ao aqui apresentado, contudo 

utilizando Salmonella typhimurium atenuada para a entrega oral de DNA codificando a 

proteína de fusão ESAT-6/Ag85B [SL(E6-85B)], também verificaram aumento 

significativo de IgA, específica, no soro e nos tecidos do intestino, estômago e pulmão 

dos animais imunizados, com níveis, estatisticamente maiores, se comparados à BCG 

sozinha. Além disto, no regime prime-boost, a combinação da vacina de DNA [SL(E6-

85B)] com a BCG, foi observado uma maior produção de sIgA se comparada à vacina 

[SL(E6-85B)] sozinha, sendo no tecido intestinal encontrado os maiores níveis desta 

imunoglobulina.  

 Em outro trabalho, foi utilizado também a via de mucosas, porém intranasal, 

para imunização com DNA expressando a proteína de fusão Ag85A-ESAT-6-IL-21 

como prime e a BCG, também intranasal, como boosting. Neste contexto, resultados 

promissores foram obtidos, com aumento de sIgA no lavado bronquíolo-alveolar, além 

de diminuição da presença bacteriana nos pulmões dos camundongos imunizados no 

regime prime-boost comparado à BCG sozinha, intranasal ou subcutânea (Dou et al., 

2012). 

Sendo assim, após a imunização com as diferentes linhagens de L. lactis no 

presente trabalho, foi possível detectar um aumento, estatisticamente significativo, da 
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resposta imune humoral de mucosas; resposta esta verificada pelo aumento da sIgA 

específica para ESAT-6 nas fezes e cólon dos animais imunizados com a linhagem 

invasiva L. lactis FnBPA(pValac:ESAT-6). A presença de sIgA tem papel fundamental 

para a proteção das mucosas, atuando como uma das principais responsáveis pela 

barreira imune durante a infecção inicial pelo M. tuberculosis. 

 

V.4.2.2 Ensaio Imunoenzimático (ELISA) para dosagem dos anticorpos IgA, IgG, 

IgG1 e IgG2a séricos 

 Com o intuito de verificar se houve resposta imune sistêmica após a imunização 

dos camundongos com as linhagens de L. lactis e também verificar se houve uma 

variação nesta resposta, durante todo o processo de imunização, a produção de IgA, 

IgG, IgG1 e IgG2a, específicas para ESAT-6, foi avaliada. O ELISA foi realizado a 

partir do soro dos animais, coletados duas semanas após a primeira, segunda e terceira 

administração orogástrica das linhagens de L. lactis aos animais. 

 A Figura 27 mostra os resultados obtidos para IgA sérica, anti-ESAT-6, onde foi 

possível verificar, no grupo imunizado com L. lactis FnBPA(pValac:ESAT-6) (FE), um 

aumento, estatisticamente significativo, em relação ao controle negativo, duas semanas 

após a 2ª imunização (tempo 2). Já duas semanas após a 3ª imunização (tempo 3), esta 

diferença também foi observada para o grupo L. lactis FnBPA (F) e L. lactis 

MG1363(pValac:ESAT-6) (ME). Porém, o grupo L. lactis FnBPA(pValac:ESAT-6) 

(FE), no tempo 2, não diferiu, estatisticamente, do grupo L. lactis FnBPA (F) (dados 

estatísticos não demonstrados na figura). No tempo 3, o grupo L. lactis 

FnBPA(pValac:ESAT-6) (FE) não diferiu, estatisticamente, dos grupos L. lactis 

MG1363(pValac:ESAT-6) (ME) e L. lactis FnBPA (F) (dados estatísticos não 

demonstrados na figura). Sendo assim, não foi, estatisticamente possível, confirmar um 

aumento de IgA sérica, após a imunização dos camundongos com as linhegens de L. 

lactis.  
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Figura 27: Avaliação da presença de IgA específica no soro dos animais 

imunizados com as linhagens de L. lactis. Resultados representados como a média ± 

SEM de quatro experimentos independentes. Grupos experimentais: (-): Negativo; M: 

L. lactis MG1363; ME: L. lactis MG1363(pValac:ESAT-6); F: L. lactis FnBPA; FE: L. 

lactis FnBPA(pValac:ESAT-6). *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 em relação ao grupo 

(-) no mesmo tempo experimental. 

 

 As Figuras 28, 29 e 30 mostram os resultados obtidos para IgG, IgG1 e IgG2a, 

respectivamente, nos três tempos analisados. Para IgG e IgG2a, não houve diferença, 

estatisticamente significativa, de nenhum dos grupos experimentais em relação ao grupo 

controle negativo, o qual recebeu, orogastricamente, apenas salina. Apenas para IgG1, 

houve um aumento visual no tempo 3 do grupo L. lactis FnBPA(pValac:ESAT-6) (FE), 

estatisticamente significativo em relação ao negativo. Entretanto, não houve diferença, 

estatisticamente significativa, entre este grupo e o grupo L. lactis FnBPA (F), não sendo 

possível considerar que, neste caso, houve aumento de IgG1. 

 Além disto, foi utilizado um soro como controle positivo para Ig anti-ESAT-6 

para confirmar que havia detecção ou ainda que a técnica aqui adotada era funcional, ou 

seja, capaz de detectar as IgG e seus isotipos anti-ESAT-6. Para isto, camundongos que 

receberam a proteína rESAT-6, em hidróxido de alumínio, tiveram seu soro coletado. 

Este soro, positivo, foi utilizado no ELISA como controle de detecção, como 

apresentado abaixo de cada figura. Assim, pôde-se confirmar a confiabilidade da técnica 

e também a ausência de estimulação da resposta humoral sistêmica neste trabalho.  
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Figura 28: Avaliação da presença de IgG específica no soro dos animais 

imunizados com as linhagens de L. lactis. Resultados representados como a média ± 

SEM de quatro experimentos independentes. Grupos experimentais: (-): Negativo; M: 

L. lactis MG1363; ME: L. lactis MG1363(pValac:ESAT-6); F: L. lactis FnBPA; FE: L. 

lactis FnBPA(pValac:ESAT-6). Soro+ para ESAT-6. Foi considerado como diferença 

estatisticamente significativa quando *p<0,05, considerando cada grupo em relação ao 

grupo (-) no mesmo tempo experimental.  

 

 

 

Figura 29: Avaliação da presença de IgG1 específica no soro dos animais 

imunizados com as linhagens de L. lactis. Resultados representados como a média ± 

SEM de quatro experimentos independentes. Grupos experimentais: (-): Negativo; M: 

L. lactis MG1363; ME: L. lactis MG1363(pValac:ESAT-6); F: L. lactis FnBPA; FE: L. 

lactis FnBPA(pValac:ESAT-6). Soro+ para ESAT-6. Foi considerado como diferença 

estatisticamente significativa quando *p<0,05, considerando cada grupo em relação ao 

grupo (-) no mesmo tempo experimental. 
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Figura 30: Avaliação da presença de IgG2a específica no soro dos animais 

imunizados com as linhagens de L. lactis. Resultados representados como a média ± 

SEM de quatro experimentos independentes. Grupos experimentais: (-): Negativo; M: 

L. lactis MG1363; ME: L. lactis MG1363(pValac:ESAT-6); F: L. lactis FnBPA; FE: L. 

lactis FnBPA(pValac:ESAT-6). Soro+ para ESAT-6. Foi considerado como diferença 

estatisticamente significativa quando *p<0,05, considerando cada grupo em relação ao 

grupo (-) no mesmo tempo experimental. 

 

 Alguns trabalhos detectaram diferenças destas Igs após a imunização de 

mucosas com DNA codificando ESAT-6. Wang et al. (2009) detectaram aumento nos 

níveis de IgG, específica, nos grupos que receberam tanto a vacina de DNA, entregue 

por S. typhimurium atenuada [SL(E6-85B)], quanto na combinação desta com a BCG. 

Além disto, um aumento expressivo de IgG2a, em relação a IgG1, também foi 

verificado para estes dois grupos; o que é indicativo de uma resposta direcionada para 

patógenos intracelulares, como é o caso do M. tuberculosis.   

 Neste contexto, uma das hipóteses para a ausência de uma resposta imune 

humoral sistêmica baseada no sistema de entrega vacinal aqui testado, seria o fato de 

que o plasmídeo é entregue a um pequeno número de enterócitos (Pontes et al., 2012; 

Del Carmen et al., 2013). Assim, estas células seriam capazes de gerar apenas uma 

pequena quantidade da proteína para a apresentação ao sistema imune que, 

provavelmente, não foi suficiente para a ativação de células B em plasmócitos, 

tampouco para a detecção de diferença na produção de IgGs. 

 Como já explicitado, a forma de apresentação antigênica, através de uma vacina 

de DNA, é, primariamente, via MHC, sendo estas moléculas reconhecidas por 

receptores de células T (TCRs). Para a ativação de linfócitos B por antígenos proteicos, 
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estes devem se encontrar extracelularmente para reconhecimento e ligação ao receptor 

de células B (BCR), com posterior processamento do antígeno pelas células B e 

apresentação do mesmo às células T CD4, necessárias para a geração de plasmócitos  de 

longa vida (Andrew et al., 2012). 

 Apesar da formulação vacinal testada neste trabalho não apresentar aumento da 

resposta imune humoral sistêmica, sabe-se que a resposta primária, frente à infecção 

pelo M. tuberculosis, e responsável por gerar uma proteção vacinal, é, principalmente, 

uma resposta imune celular. Além disto, visto que as vacinas de DNA mimetizam uma 

infecção natural, como a que ocorre por M. tuberculosis, os antígenos são produzidos 

intracelularmente e apresentados ao sistema imune. Assim, a principal resposta a estes 

antígenos é a proliferação de linfócitos TCD4+ e TCD8+ e a produção de citocinas, em 

especial IFN-γ, capaz de aumentar a resposta microbiocida dos macrófagos infectados. 

Já a resposta de anticorpos ao referido bacilo é, praticamente, ausente na infecção 

natural.  

 

V.4.3 Análise de células TCD4+ e TCD8+ produtoras de IFN-γ  

 Para se entender quais populações de células T estavam sendo ativadas e 

gerando a resposta imune celular observada anteriormente, com a produção significativa 

de IFN-γ, foi realizada a marcação dos esplenócitos murinos estimulados com rESAT-6. 

Para isto, foram utilizados anticorpos para CD4, CD8 e IFN-γ e as diferentes 

populações celulares foram analisadas por citometria de fluxo. Na análise, 

primeiramente foi separada a população de células T CD8+ ou T CD4+ e, 

posteriormente, foi analisada a porcentagem destas células produtoras de IFN-γ. Após a 

análise, verificou-se um aumento, estatisticamente significativo, da presença de IFN-γ 

intracelular em células T CD8+ e T CD4+. O aumento foi verificado no grupo que 

recebeu a linhagem invasiva L. lactis FnBPA(pValac:ESAT-6) (FE), única com 

diferença, estatisticamente significativa, em comparação ao grupo controle negativo 

(Figura 31). Neste caso, foi possível verificar que cerca de 13% das células T CD8+ e 

cerca de 1,8% das T CD4+ produziam IFN-γ no grupo FE. 

 Porém, o grupo L. lactis FnBPA(pValac:ESAT-6) (FE), apesar de ser o único, 

estatisticamente aumentado, em relação ao grupo negativo, diferiu apenas do grupo L. 

lactis FnBPA (F) para a porcentagem de células T CD4+ produtoras de INF-γ. Já para a 
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porcentagem de células T CD8+ produtoras de INF-γ, o grupo L. lactis 

FnBPA(pValac:ESAT-6) (FE) diferiu apenas do grupo L. lactis MG1363(pValac:ESAT-

6) (ME), não diferindo das demais linhagens bacterianas testadas. Assim, não foi 

possível confirmar, por citometria de fluxo, um aumento de células T CD4+ ou T CD8+ 

específicas ao estímulo com rESAT-6, e produtoras de INF-γ, após a imunização com a 

linhagem L. lactis FnBPA(pValac:ESAT-6) (FE).  

 

 

Figura 31: Análise de células T CD4+ e T CD8+ produtoras de IFN-γ por 

citometria de fluxo. A) Dot Plot mostrando a produção de IFN-γ por linfócitos T CD4+ 

e CD8+, respectivamente. B) Porcentagens de linfócitos T CD4+ e T CD8+ produtores 

de IFN-γ. Resultados representam a média ± SEM de experimento representativo de 

dois experimentos independentes. * p <0,05 e ** p <0,01. Os resultados foram obtidos a 

partir da cultura de esplenócitos, estimuladas com rESAT-6, por 12 horas e marcados 

com anti CD8-FITC, anti-CD4-PE CY5 e anti-IFN-γ-PE. 

  

 Wang et al., (2009) verificaram também um aumento na proporção de células T 

CD4+ e T CD8+ após a administração oral de S. typhimurium atenuada para a entrega 

da vacina de DNA. Foi demonstrado que, após a imunização de camundongos com a 

linhagem [SL(85B)], cerca de 12% das células T CD8+ e cerca de 10% das células T 
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CD4+ também expressavam IFN-γ intracelular. Com a proteína de fusão [SL(E6-85B)], 

esta porcentagem aumentou para 21,8% para T CD8+ e 15% para T CD4+ produtoras 

de IFN-γ intracelular. 

 O possível aumento de IFN-γ, intracelular, em células T CD4+ e T CD8+ foi um 

resultado que, aliado aos demais resultados até então apresentados, confirma a 

funcionalidade do sistema aqui utilizado. As células T CD8+ são as principais 

envolvidas na resposta a antígenos produzidos de forma intracelular, como ocorre na 

produção de um antígeno codificado por uma vacina de DNA. A apresentação do 

antígeno via MHC-I permite ao sistema imunológico detectar as células expressando 

ESAT-6, como enterócitos infectados e também DCs, que são capazes de engolfar L. 

lactis a partir do lúmen intestinal e expressar o referido antígeno, apresentando-o pela 

via citosólica (MHC-I). Além disso, as APCs, principalmente as DCs, se não 

diretamente infectadas, podem adquirir o antígeno exógeno a partir da fagocitose de 

enterócitos infectados, apresentando o antígeno pela via MHC-II. Neste contexto, estas 

mesmas células (DCs) estão, diretamente, envolvidas com a ativação de linfócitos T 

CD8+ e T CD4+.  

 É proposto, ainda, que as DCs, por um mecanismo conhecido como 

apresentação cruzada (cross-presentation ou cross-priming), são capazes de apresentar 

o antígeno também pela via MHC-I após a fagocitose de células infectadas ou 

fragmentos celulares, normalmente apresentados via MHC-II (Joffre et al., 2012). Este 

processo envolve a fusão do fagossomo ao retículo endoplasmático, fazendo com que as 

proteínas ingeridas sejam translocadas para o citosol, onde ocorre a degradação 

proteassômica, e os peptídeos derivados são então apresentados via MHC-I. Assim, as 

DCs são consideradas as melhores APC na indução das respostas primárias das células 

T CD8+ (Andrew et al., 2012). 

 Enfim, diante de todos os resultados apresentados, foi possível confirmar a 

modulação de um perfil imune celular do tipo Th1, com o aumento da produção de IFN-

γ, detectado por ELISA, e um possível aumento de células T CD4+ e TCD8+ 

produtoras de IFN-γ, ambos para o grupo que recebeu L. lactis FnBPA(pValac:ESAT-

6). 
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VI. CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS 

 

VI.1 Conclusão geral 

 

Os resultados apresentados no presente trabalho permitem chegar à seguinte 

conclusão geral: 

 

 Foi possível confirmar a funcionalidade do sistema de entrega, oral, de DNA, 

pela linhagem L. lactis FnBPA, sendo este, baseado em todos os resultados aqui 

obtidos, mais efetivo na indução de uma resposta imune específica para ESAT-6 

in vivo em relação a linhagem selvagem L. lactis MG1363.  

 

VI.2 Conclusões específicas 

 

Os resultados apresentados permitem chegar às seguintes conclusões específicas: 

 

 In vitro, através da cocultura de macrófagos, não foi possível verificar a resposta 

imune específica ao antígeno ESAT-6. Porém, foi possível verificar um 

aumento, estatisticamente significativo, da produção de TNF-α, IL-6 e IL-12 

para as linhagens não invasivas, e um aumento, também estatisticamente 

significativo, de TNF-α e IL-6, para as linhagens invasivas de L. lactis, não 

havendo influência aparente do antígeno ESAT-6;  

 

 O padrão de resposta imune celular, observado para L. lactis 

FnBPA(pValac:ESAT-6), em camundongos Balb/C, foi do padrão Th1, 

evidenciado pela produção, estatisticamente significativa, da citocina pró-

inflamatória IFN-γ e o possível aumento de células T CD4+ e T CD8+ 

produtoras de IFN-γ, além da ausência da citocina anti-inflamatória IL-4. Para as 

citocinas TNF-α, IL-12 e IL-10, não houve diferença significativa; 

 

 Houve estimulação, estatisticamente significativa, da produção de sIgA anti-

ESAT-6 nas fezes e cólon dos animais imunizados com a linhagem de L. lactis 
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FnBPA(pValac:ESAT-6), evidenciando assim a presença de uma resposta imune 

de mucosas específica;  

 

 Não foi detectado diferença estatística para as Ig séricas IgA, IgG, IgG1 e IgG2a 

específicas para ESAT-6, indicando a provável ausência da estimulação de uma 

resposta imune humoral sistêmica após a imunização dos animais com as 

linhagens de L. lactis;  

 

VI.3 Perspectivas  

A construção do plasmídeo pValac:ESAT-6, funcional, e da linhagem invasiva L. 

lactis FnBPA(pValac:ESAT-6) (Pereira, V. B. – dissertação de mestrado), possibilitou a 

realização do trabalho aqui apresentado. Assim, os experimentos de imunização oral 

realizados responderam a perguntas básicas com relação ao sistema de entrega (L. lactis 

FnBPA) e ao vetor vacinal (pValac:ESAT-6), sendo possível a confirmação, através da 

produção de IFN-γ e sIgA, de um sistema funcional e capaz de gerar uma resposta 

imune celular e humoral de mucosas específica, em camundongos imunizados com a 

linhagem L. lactis FnBPA(pValac:ESAT-6). 

Neste contexto, utilizando a bactéria invasiva (L. lactis FnBPA) para a entrega 

oral da vacina de DNA pValac:ESAT-6, existem diversas perspectivas para a 

continuidade do projeto. Com o objetivo de aumentar a imunogenicidade da vacina de 

DNA L. lactis FnBPA(pValac:ESAT-6), propõe-se um regime de imunização tipo 

prime-boost, onde camundongos, primeiramente, vacinados com uma dose da vacina 

BCG, subcutânea, receberão o reforço com a “vacina de DNA” [L. lactis 

FNBPA(pValac:ESAT-6)] aqui caracterizada. Para isto, e baseado nos resultados aqui 

obtidos, apenas as linhagens invasivas serão testadas, acrescentando aos grupos iniciais 

[L. lactis FnBPA e L. lactis FnBPA(pValac:ESAT-6)], um novo grupo, o BCG prime, 

subcutânea, seguido de DNA boost L. lactis FnBPA(pValac:ESAT-6), além do controle 

BCG, subcutânea, sozinha. 

Este sistema prime-boost de vacinação vêm sendo testado com sucesso por 

vários pesquisadores, inclusive para vacinas de DNA utilizando ESAT-6, e entregues 

pela via oral, por bactérias patogênicas atenuadas (Wang et al., 2009). Neste caso, a 
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combinação da BCG como prime e da vacina de DNA como boost foi mais efetiva que 

ambas as vacinas sozinhas. Além disto, este sistema mimetiza a real situação da 

população mundial, já que mais de 3,5 bilhões de pessoas já foram vacinadas com a 

BCG, sendo esta a vacina a mais amplamente utilizada no mundo. Sendo assim, o 

desenvolvimento de uma intervenção vacinal que possa aumentar a imunidade de 

indivíduos já vacinados com a BCG, certamente, é uma das medidas que poderia ter um 

grande impacto sobre o número de novos casos de tuberculose na população adulta 

mundial. 

Por fim, espera-se que, com a continuidade deste projeto, a eficácia e efetividade 

de vacinas gênicas veiculadas por bactérias lácticas invasivas, por via de administração 

em mucosas, sejam estabelecidas com sucesso. Com isto, este sistema vacinal poderá 

ser utilizado para a pesquisa e o desenvolvimento de outras vacinas de DNA contra 

demais patógenos, com aplicações nos campos de imunização e imunomodulação. 
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Use of bacteria in DNA vaccine delivery 

Vanessa Bastos Pereira1; Marcela Santiago Pacheco Azevedo1; Tessália Diniz Luerce Saraiva1; Bianca 
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DNA vaccines consist in the administration of vectors that contain a eukaryotic expression cassette, responsible for coding 
the antigen of interest in host cells. To turn possible its transcription, a number of barriers must be surpassed. Thus, the use 
of bacteria, like Lactococcus lactis, as a vehicle to the deliver vaccine plasmids by the oral route is a promising strategy. 
Bacteria can invade epithelial cells or be phagocytized, allowing plasmid escape from the cytoplasm to the nucleus, 
resulting in the expression of the ORF of interest for its subsequent presentation to the immune system. Native L. lactis 
were used for delivering DNA both in vitro and in vivo. Aiming to make the vector delivery more efficient, recombinant L. 
lactis strains expressing invasins were tested and they showed to be able to deliver a eukaryotic expression cassette more 
efficiently than the wild type strain in vitro. In this chapter, we present a general view about DNA vaccines and the use of 
bacteria, especially L. lactis to deliver them to eukaryotic cells, which may represent a new strategy for the control of 
many infectious diseases.  

Keywords DNA vaccine; bacterial delivery; oral mucosa; Lactococcus lactis 

1. Concepts in DNA Vaccines 

Since the inception of DNA vaccines in the early 1950s [1], several years elapsed before it was demonstrated that 
administration of a recombinant DNA plasmid into an animal resulted in the expression of the desired protein [2-4]. 
Following these findings, in 1992, Tang and colleagues showed that injection of plasmids containing the genomic copy 
of the human growth hormone (hGH) gene under the transcriptional control of a specific promoter was capable of 
eliciting a specific humoral immune reaction against hGH, suggesting that DNA could be used to induce specific 
immune responses [5]. Soon after, in 1993, two research groups demonstrated that immunization with a DNA plasmid 
could protect mice against a lethal influenza challenge [6,7]. Since then, the use of DNA as a form of vaccination has 
progressed very rapidly. In the past decade, several DNA vaccines designed to strike against various pathogens and 
tumor antigens, besides therapeutic proteins, have been tested as they are a simple way to induce immune responses, 
affecting not only humoral but also cellular immunity [8,9].  
 Therefore, up to date, four DNA vaccines have been approved in the area of veterinary medicine, being two of them 
prophylactic vaccines against infectious diseases, one an immunotherapy for cancer and one a gene therapy [10]. In 
2005, the West Nile Virus DNA vaccine to horses and the DNA vaccine against the Infectious Hematopoietic Necrosis 
Virus to Salmon were licensed in the United States and Canada, respectively. Then, in 2008, a therapeutic DNA vaccine 
capable to express the natural form of the growth hormone, which was released in pigs, was licensed in Australia. Also, 
in 2010, a DNA vaccine for cancer treatment was approved and licensed for dogs affected by oral melanoma in the 
United States.  
 Despite the first successes and licensing of DNA vaccines for veterinary use, most of the studies in clinical trials 
have demonstrated that DNA vaccines are able to generate immune responses [9]. This vaccine platform has entered 
into a variety of human clinical trials for prophylactic vaccines against viral, bacterial or parasitic infections and also as 
a potential therapy to treat infectious diseases, many types of cancers, Alzheimer disease, allergy and autoimmune 
disorders. It is clear that DNA vaccination technology has established itself in the field of experimental immunotherapy, 
and prudent design and experimentation may represent an important component of the next generation of prophylactic 
and therapeutic vaccines that are efficient and economically accessible to peoples worldwide. 
 DNA vaccination is a vaccine strategy that conceptually combines some of the most desirable attributes of standard 
vaccine approaches. This vaccination strategy offers an alternative for presentation of antigenic/therapeutic molecules 
to the immune system in order to trigger long lasting humoral and cellular responses [11]. These vaccines are based on 
constructed bacterial-derived plasmid that contains a eukaryotic gene expression cassette, responsible for coding the 
immunogenic or immunomodulatory molecule of interest in mammalian cells, thus, allowing their in vivo generation. 
DNA vaccine plasmids can be divided into two main structures: (i) the plasmid backbone for prokaryotic propagation, 
which contains a bacterial origin of replication that allows for maintenance and propagation of the plasmid in host cells; 
and a bacterial selectable marker like an antibiotic resistance gene that ensures stable plasmid inheritance during 
bacterial growth. The second structure is (ii) a transcriptional unit for eukaryotic expression, which includes the 
promoter, used to drive optimal and high expression of the ORF (open reading frame) of interest in mammalian cells; 
and the polyadenylation sequence (poly A), necessary for correct transcription termination of the ORF and export of the 
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stable mRNA from the nucleus to the cytoplasm. Besides this, the insertion in the ORF of interest of a specific 
consensus sequence present in the eukaryotic mRNA, signaling the start codon, called Kozak sequence (ACCATGG), 
is necessary to initiate protein synthesis in eukaryotic cells; and to ensure correct translation termination and prevent 
read through, it is also important to add soluble stop-codons (Figure 1).  
 

 

Fig. 1 Structure of DNA vaccine plasmids. The top of the figure shows the transcriptional unit (eukaryotic expression region), 
responsible for high-level expression of the antigen of interest in eukaryotic cells, containing the promoter, the transgene of interest 
with Kozak sequence, stop codon and the polyadenylation sequence (poly A). The lower part of the figure (prokaryotic region) is 
responsible for propagation and vaccine plasmid maintenance in bacterial cells, containing a prokaryotic replication origin and a 
selectable marker.  
 
 Various strategies have been developed to enhance the potential of DNA vaccines, such as i) codon usage adaptation, 
to maximize the expression of the ORF of interest based on generally available transfer RNA (tRNA) levels in host 
cells; ii) use of immunostimulatory sequences, namely unmethylated phosphodiester linked cytosine and guanine (CpG) 
motifs, that act through the Toll-like receptor 9 (TLR-9) to induce a series of immune stimulatory cytokines, enhancing 
both non-specific and antigen-specific responses; iii) use of leader sequences - enhancer elements and trans-activators 
of transcription can increase the activity of the promoter since they are responsible for regulation of genetic expression; 
iv) co-injection of immunomodulatory plasmids, like plasmids that code for cytokines - such as interleukines, 
interferons, stimulatory colony factors and tumoral necrosis factors, chemokines and costimulatory molecules - with the 
objective of increasing the quantity and potential of antigen presenting cells (APCs); and v) DNA nuclear targeting 
sequences (DTS), that consist on recognition sequences for endogenous DNA-binding proteins for the transport into the 
nucleus, which, in turn, may lead to an increase on the expression of the sequence of interest, optimizing the DNA 
vaccine [12-15].  
 DNA vaccines have a wide range of attributes that confer them many advantages over other vaccine technologies in 
terms of safety, ease of fabrication, stability and mobility (Table 1). Due to their highly flexible genetic design and 
simple structure, DNA plasmids are easily manipulated and modified in a short period of time, a critical attribute for 
production of vaccines against emerging pandemic threats. Furthermore, there is the possibility of encoding multiple 
proteins in a single construct and of adding an adjuvant to enhance their potency. Cheap and large-scale production of 
DNA vaccines within a short frame of time is possible too, since these are easily replicated and amplified in bacteria, 
besides being highly stable and easily stored. Beyond that, this vaccine platform technology represents an attractive tool 
due to its ability to induce all three arms of adaptive immunity: antibodies, helper T cells (TH) and cytotoxic T-
lymphocytes (CTLs), as well as innate immune responses [16]. 
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Table 1 Advantages and Characteristics of DNA vaccines 

Advantages  Characteristics 

Immunogenicity - Induction of T and B cell-specific antigen as well as live vaccines  

Safety  

- Inability to revert to virulent forms as live vaccines 
- Unlike some inactivated vaccines, the efficacy does not depends of toxic 
treatments  
- No significant adverse effects in clinical trials so far  

Construction  
- Modifications in transgene construct and vaccine can be made in short 
time 
- Optimization of plasmids and transcript possible 

Stability  
- Increased thermal stability compared to other vaccines 
- Longer life time  

Mobility  
- Easy storage and transport compared to other vaccines  
- There is no need for constant refrigeration  

Time manufacturing  
 - Rapid production and formulation  
 - Reproducible in large-scale production  

 
 Concerns exist relating to the possibility of their integration into the host’s genome, development of auto-immunity, 
as well as resistance to the antibiotic used for selection of plasmids in bacterial cells. However, currently tested DNA 
vaccines have not presented relevant integration into the genome of host cells and no convincing evidence for auto-
immunity development in response to a DNA vaccine exists in pre-clinical and clinical studies. Moreover, DNA 
vaccines show little risk of either reversion to a disease-causing form or secondary infection, as these are i) non-live, ii) 
non-replicating, iii) non-spreading, and  iv) show fewer incidences of systemic adverse effects [17].  

1.1. Routes of administration  

Initially, genetic immunization consisted in the direct administration of a DNA plasmid (so-called "naked DNA") into 
tissues capable to internalize and express an immunogenic antigen, for the development of DNA vaccines, or a gene to 
treat or prevent a disease, for gene therapy proposals [9]. Moreover, to achieve significant levels of immunity in humans 
and large animals, DNA delivery methods often require very high doses of plasmids and multiple boosts [18-20]. One 
reason for low effectiveness of DNA vaccines in humans could be insufficient membrane permeability and cellular 
uptake of plasmid DNA (pDNA), resulting in poor gene expression. Therefore, more potent transfection methods for 
DNA vaccines and/or more effective means of delivery and potent adjuvants must be developed for the technology to 
realize its potential [21].  
 The most widely employed method to administer DNA vaccines was the intramuscular injection. Currently, many 
works has been published using this route of immunization with success, whether for prophylaxis or immunotherapy. 
As an example, a DNA vaccines for human papillomavirus type 16 (HPV-16), able to induce antigen-specific CD8(+) 
T-cell responses, and to confer preventive resistance to transplantable murine tumor cells and therapeutic anticancer 
effects in mice previously challenged with transplantable murine tumor cells [22,23]. Moreover, in another work, in 
human HIV vaccine trial, HIV-1 gag gene DNA was administered intramuscular route either alone or in combination 
with IL-12 or IL-15 plasmid cytokine adjuvants, but there were minimal responses to HIV gag DNA alone, and no 
apparent augmentation with either IL-12 or IL-15 plasmid cytokine adjuvants [24]. So, newer formulations or methods 
of delivery are being required to increase their immunogenicity. 
 The intramuscular route does not appear to be particularly efficient at inducing immune responses in humans, as 
plasmid DNA administered by this route is poorly distributed, inefficiently expressed and rapidly degraded [25]. Several 
studies have demonstrated the importance of direct transfection of antigen-presenting cells (APCs) to a high immune 
response [26,27]; however, following intramuscular immunizations, the pre-dominant cell type transfected with the 
DNA vaccines are myocytes [28].  
 Intradermal, subcutaneous, intraperitoneal, sublingual, intrarectal, ocular, intravenous and intranodal injections or 
application to mucosal surfaces (vaginal, nasal and oral) are other possible routes of administration, however used less 
frequently at the beginning of DNA vaccine research [29,30]. Even though intradermal application has been the most 
extensively used method to deliver DNA vaccines, a study conducted by Lechardeur and colleagues (1999) 
demonstrated that 90 minutes after plasmid injection only 0.1% of the injected material is able to reach the cell nucleus. 
Endonucleases have been implicated in degrading injected plasmids favoring this rapid elimination [31].  
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 Thereby, to achieve signficant levels of immunity, naked DNA delivery often requires very high doses of plasmids 
and multiple boosts [20]. Actually, DNA degradation represents a fundamental problem for genetic immunization, as 
destruction of incoming genes translates into loss of gene expression [32]. Therefore, several strategies have been 
designed to avoid DNA clearance, which would lead to a higher number of antigen-expressing cells, for instance DCs 
and epidermal cells, thus increasing specific T and B cell responses against the antigen. 

1.2. Different cellular transfection methods 

The low immunogenicity of early DNA vaccines is hypothesized to stem, in part, from inefficient uptake of the 
plasmids by cells due to inefficient delivery [33]. Nonetheless, the reasons for the failure of DNA vaccines to induce 
potent immune responses in humans have not been completely elucidated [34]. Therefore, research has focused on 
developing novel strategies to enhance transfection efficiency and improve other facets of the DNA vaccination 
platform using several strategies [10,33]. It has been shown that plasmid modifications (i.e. altered transcriptional 
elements, gene of interest codon optimized or use of a dual stop codon) can significantly improve either antigen 
transcription or translation by the host cell [10,35]. Another important effort to improve gene expression includes the 
delivery method employed to introduce the DNA vaccine in the organism, which have been shown to protect the DNA 
against degradation, facilitating its uptake by mammalian cells [34]. 
 Several different methods for gene delivery have been proposed. They are classified in two main categories: no 
biological and biological methods. The first one includes physical methods, such as gene gun and electroporation 
[36,37] and chemical approaches, comprising the use of cationic polymers or cationic lipids (liposomes) [38].  
 Gene gun is a ballistic needlefree injection device that promotes cellular and humoral immunity to the antigens 
encoded by the DNA delivered in murine and human hosts [39-42]. This method is ideal for gene transfer directly into 
intracellular spaces of targeted tissues, and has several advantages, as the requirement of small amounts of DNA, the 
DNA is bombarded directly into cells, high transfection efficiency, high immunogenicity, and high antibody production. 
The disadvantage of this delivery method is the need of special device and formulation, the Th2 response may not be 
the response required, and it requires inert particles as carrier [43,44]. 
 Electroporation is an electrically meditated injection technique, which induces the permeabilization of the plasma 
membrane creating pores and, allowing the introduction of plasmids containing foreign genes into the cells, which will 
subsequently express the desired genes. The reclosing of the cell membrane occurs naturally; however, the cell 
membrane can irreparably damaged if high voltages are applied [45,46]. This technique is rapid, simple and an efficient 
method, widely used for DNA delivery, membrane protein insertion and other macromolecules delivery into various 
types of cells, with numerous applications in the medical field and conventional biological laboratories [46].  
 For chemical approaches, the most studied strategy is the use of cationic polymers and cationic lipids. In these 
methods, the DNA is transferred to the cells through intracellular vesicles, from which a small fraction of the DNA is 
released into the cytoplasm and migrates into the nucleus, where transgene expression takes place. In a comparative 
work, animals immunized intranasally with the combination of DNA plasmids of a multiclade/multigene HIV-1 
formulated with a cationic lipid adjuvant showed significantly higher IgA levels in fecal pellets, and a enhanced IgG 
systemic responses occurred both when the DNA was delivered mucosally and into the muscle. Animals immunized 
with plasmid DNA alone (naked) did not develop measurable vaccine specific systemic IgG responses and very low or 
no mucosal humoral responses [47]. Thus, it can be noted a need for methods that increase the levels of cell 
transfection, which consequently increases the level of the immune response generated by this vaccines. 
 Biological methods include viral and bacterial DNA delivery. Attenuated or non-pathogenic viruses have 
demonstrated the feasibility of gene therapy/antigen delivery. The classes most widely used for gene therapy 
applications are Oncoretrovirus and Lentivirus as their genome integrates into the host cellular chromatin. On the other 
hand, viruses like adenoviruses and herpes viruses, able to persist in the cell nucleus predominantly as 
extrachromosomal DNA molecules, are more preferably used for DNA vaccination. Although viral vectors have been 
widely used in clinical trials, their inconvenience is that they may cause genetic diseases or favor the development of 
cancerous cells. Actually, severe adverse effects have occurred during two independent gene therapy trials raising 
serious safety concerns about the use of viral vectors [48]. 

2. Use of bacteria as a vehicle to mucosal delivery of DNA vaccines 

The use of bacterial system for DNA delivery has been extensively explored [49]. Several different bacteria can transfer 
vaccine plasmids to mammalian host cells becoming an active plasmid manufactures. In 1980, Schaffner observed for 
the first time a gene transfer from bacteria to mammalian cells when tandem copies of SV40 virus genome, carried by 
E. coli laboratory strains, were transferred into co-cultured mammalian cells [50]. Since then, many bacterial transfer 
systems have been developed and improved to transfer plasmid DNA into eukaryotic host cells. 
 The use of bacteria as vehicles for the delivery of DNA vaccines has several advantages when compared to other 
types of vaccinates such as naked DNA vaccination, vaccination with viral carriers or vaccination with purified or 
carrier-based protein antigens. Live recombinant bacteria or attenuated bacterial pathogens attend some necessary 
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characteristics proposed in an ideal system such as i) capacity to protect the DNA vaccine from physical elimination 
and enzymatic digestion, ii) ability to target inductive sites of the body allowing stimulation of the immune system and 
iii), capacity to appropriately stimulate innate immune system to generate effective adaptive immunity [51].  
 Bacterial carrier strains are easy to manufacture and allow for the maintenance of plasmids with a high cloning 
capacity. Stable replication of vaccine plasmids by different bacterial carrier species can be further ensured by 
introducing bacterial genes essential for survival or virulence within the host into the vaccine plasmids and thereby 
circumventing the need to co-administrate plasmid selection markers [49]. Furthermore, in contrast to immunization 
with naked plasmid DNA, no further plasmid amplification and purification steps are needed, thereby reducing cost and 
labor extensively [52,53]. 
 Another attractive feature is their potential for oral administration, which may stimulate both mucosal and systemic 
immune responses [54]. Considering that oral and nasal mucosa represent the first line of defense against many 
pathogenic microorganisms, mucosal immunization may play a critical role in host defense against pathogens that are in 
direct contact with mucosal surfaces [55], which are protected by a large and highly specialized innate and adaptive 
immune system. Furthermore, the World Health Organization, (WHO) recommends the use of mucosal vaccines 
because of economic, logistic and security reasons [51,56,57]. Therefore, the development of effective strategies for the 
delivery of DNA vaccines to the mucosal tissues has received considerable attention over the past decade as well as the 
use of recombinant bacteria as carrier systems. 

2.1. Immunological aspects of bacterial DNA delivery to the mucosa 

After oral inoculation, bacteria carrying plasmids are recognized by immune cells and intestinal epithelial cells (IECs) 
lining mucosal surfaces. Some attenuated pathogenic vectors can invade IECs via the expression of some proteins 
termed invasins to deliver DNA vaccines, or they can either be sampled by intestinal lamina propria dendritic cell 
subsets (DCs) or by some specialized epithelial cells named Microfold cells (M cells) overlying Peyer’s patches (PPs) 
[58]. The PPs are isolated lymphoid follicles in draining gut mesenteric lymph nodes, considered more accessible to 
antigens and bacteria present in the luminal compartment. The M cells, presents in the Gut-associated lymphoid tissue, 
take up particulate antigens and specific binding proteins by endocytosis and transport them to the underlying immune 
cells [57].   
 Behind bacterial invasion, it has been shown that innate immune receptors expressed by IECs and DCs, such as 
pattern recognition receptors (Toll-like and Nod-like receptors), can respond to some bacterial components known as 
microbe-associated molecular patterns (MAMPs) which serve as natural antigens after host cell invasion [59]. The 
bacterial recognition by the immune system modulates innate immune response, therefore, promoting a robust and 
lasting adaptive response [60]. After invading mammalian cells, the bacterium is usually involved by a primary vesicle, 
named phagosome. This vesicle then fuses to a lysosomal compartment where bacterial lysis occurs, allowing, then, the 
release of the plasmid DNA, which may reach the host cytosol. Therefore, the eukaryotic vector can be capable to 
migrate to the nucleus of the cell, where the ORF of interest is transcribed for subsequent protein synthesis by the host 
cellular machinery [52,61]. Exogenous antigens, presented on the surface of epithelial cells or secreted to the 
extracellular medium can be phagocytized by antigen presenting cells (APCs), particularly DCs residing in the 
subephitelial dome region of the lymphoid follicles, migrating to the nearest mesenteric lymph nodes where the antigen 
is presented to naïve T cells, inducing cellular and humoral immune responses specific against the encoded antigen 
(Figure 2).  
 

 

Fig. 2 Schematic representation of bacteria-mediated transfer of plasmid DNA into intestinal cells. The bacteria harboring a plasmid 
containing an eukaryotic expression cassette designed to express the ORF of interest entry the target cells and in the phagolysosome 
occurs bacterial lysis. Thus, the plasmids are released in the cytoplasm and then can be transferred into the nucleus of the host cell, 
occuring the expression of the ORF of interest and protein synthesis by host cells machinery (Adapted from [5]). 
 
 

 Overall, PPs facilitate induction of mucosal immunity, with antigen stimulated B- and T-cells able to migrate to the 
systemic blood supply via the lymph to be seeded back to mucosal sites around the body [62]. This enables 
communication from one mucosal surface to the other mucosal surfaces of the body [63]. Besides this, another 

Microbial pathogens and strategies for combating them: science, technology and education (A. Méndez-Vilas, Ed.)

© FORMATEX 2013

____________________________________________________________________________________________

1997



 

 
 

advantage of using bacteria as mucosal delivery vehicles for DNA vaccines is their potential to elicit antigen-specific 
secretory immunoglobulin (Ig) A responses. It is generally accepted that mucosal vaccines that elicit both secretory IgA 
and effective systemic immune responses could have advantages over many existing vaccines [59]. 

2.2. Bacteria as delivery vehicles of DNA vaccines 

Currently, attenuated enteropathogenic species, such as Salmonella typhi, Listeria monocytogenes, Shigella flexneri, 
Yersinia enterocolitica and Escherichia coli, are the most widely used bacterial delivery systems of eukaryotic 
expression vectors into mammalian cells [52]. Many works has demonstrated its ability to deliver vaccine vectors to 
host cells and generate a significant immune response [64-68].  
 One great example of extracellular pathogenic bacteria that was used as a DNA vaccine vector is Yersinia 
enterocolitica. The use of this bacterium as a vector to deliver DNA was reported by Al-Mariri and co-workers. 
Following two intragastric immunizations in BALB/c mice, the attenuated Yersinia vectors harboring a DNA vaccine 
encoding Brucella abortus antigens elicited antigen-specific serum immunoglobulin and Th1-type responses among 
splenocytes [69]. Listeria monocytogenes represents another important example of a bacterial vector vastly used for 
DNA delivery. Several preclinical studies have demonstrated the ability of this bacterium for intracellular gene or 
protein delivery both in vitro and in vivo [70]. 
 However, even though interesting, their use is limited as they present a potential risk of reversion to their wild-type 
(virulent) phenotype, associated risk of infection and sensitive public opinion about its use, not being completely safe 
for use in humans, especially in children and immunocompromised patients. Moreover, variation in the immunogenicity 
among the strains used has constituted a major problem as it has been difficult to reach the right balance between the 
level of attenuation (i.e., lack of disease symptoms) and immunogenicity (i.e., efficacy) [71].  
 In this regard, the use of non-pathogenic and food-grade bacteria, such as lactic acid bacteria (LAB), represent a 
more attractive alternative to the use of attenuated pathogenic bacteria as vehicles for mucosal delivery of DNA vaccine 
antigens and other therapeutic molecules because (i) they can be delivered safely at high doses and generate mucosal 
and systemic immune responses; (ii) some species are not immunogenic and therefore can be continuously used in 
immunization programs; (iii) they do not contain endotoxins such as lipopolysaccharides (LPS) on their cell wall, 
eliminating the risk of anaphylaxis to LPS; and (iv) they can be easily engineered to express multiple proteins and other 
molecules [72,73]. LAB includes mainly species of Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, 
Pediococcus and Streptococcus. Lactococcus lactis is probably the most economically important LAB species standing 
as a model microorganism, is very easy to manipulate and was the first one to have its genome sequenced [74,75]. 
Moreover, traditional fermentation performed by L. lactis is being used from ancient times which turned this bacterium 
part of the cultural and traditional custom among the indigenous communities in most developing or developed 
countries [76]. Therefore, as they are used for centuries in food fermentation and preservation, the FDA has granted L. 
lactis as generally regarded as safe (GRAS) microorganism for human consumption [77]. 

2.3. Use of wild type Lactococcus lactis as a vehicle for DNA delivery  

After the pioneering work of Wells and colleagues, increasing attention has been given to L. lactis as a vehicle for the 
presentation of exogenous antigens at mucosal surfaces [73,78-80]. Besides being considered safe, L. lactis has several 
characteristics that make them an ideal vector for immunization [81,82]. First, it can resist the acid environment of the 
stomach being able to survive into the gastrointestinal tract. Another attractive property of this bacterium is that their 
administration is capable of inducing high production of antigen-specific IgA. As L. lactis is not very immunogenic, 
unlike pathogenic microorganisms, they can be continuously used in immunization programs [83,84]. Finally, they are 
capable of expressing multiple proteins and therapeutic molecules at different cell compartments as they present several 
expression systems [85]. L. lactis has been therefore widely used as vehicles for the delivery of exogenous antigens at 
mucosal surfaces. This bacterium is one of the most advanced prototypes of non-invasive, non-colonizing bacterial 
vaccine vectors. L. lactis can be orally administrated [86] and has been shown to stimulate the phagocytic system of the 
host [84].  
 Recently, the use of LAB as DNA vaccine delivery vehicles has been evaluated as an alternative strategy for 
vaccination [80,87]. Delivery of DNA into mammalian cells was demonstrated, by Guimarães and colleagues in 2006, 
using a wild type (wt) L. lactis strain harboring a DNA plasmid coding for bovine ß-lactoglobulin (BLG), a major cow’s 
milk allergen, under the transcriptional control of the viral promoter CMV (cytomegalovirus). Production and secretion 
of BLG was observed in the intestinal epithelial cell line Caco-2 after incubation with the recombinant L. lactis, 
demonstrating that this bacterium could efficiently deliver a fully functional plasmid into epithelial cells [86]. In order 
to evaluate the capacity of this bacterium to transfer DNA in vivo to mice IECs, Chatel and co-workers orally 
immunized mice with L. lactis carrying the same eukaryotic expression plasmid and the strain seemed to be able to 
translocate the intestinal membrane as BLG cDNA was detected in the epithelial cells of the immunized mice [87]. 
Even though these studies successfully demonstrated that L. lactis can be used as vector for genetic immunization, the 
ratio of gene transfer observed was low. Several strategies that have been shown to increase DNA delivery in vitro are 
currently being used, such as chemical treatments to weaken bacterial cell wall. L. lactis NZ3900 when treated with 
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glycine showed a higher frequency of eukaryotic expression encoding red fluorescent protein (RFP) transfer to Caco-2 
cells. Treatment with penicillin and lysozyme was showed to be more effective in S. gordonii [88]. Recently, another 
very interesting approach based on the use of recombinant invasive L. lactis strains was developed and it has been 
currently being tested either in vitro or in vivo. 

2.3.1. Recombinant invasive Lactococcus lactis as plasmid DNA delivery vehicles 

Pathogenic bacteria have evolved sophisticated strategies to overcome host defenses, to interact with the immune 
system and to interfere with essential host systems. In order to explore the concept ‘patho-biotechnology’ and to 
increase the capacity of lactococci to persist in the gastrointestinal tract to deliver DNA vaccines, some strains of L. 
lactis expressing invasins have been reported and are thought to contain improved biotechnological and clinical 
applications [89,90]. One very interesting strategy performed by Guimarães and collaborators was to engineer L. lactis 
to express InlA (LL-InlA+) from Listeria monocytogenes. LL InlA+ is a cell wall-anchored protein and major invasin of 
L. monocytogenes, which binds to an extracellular domain of E-cadherin, its receptor [91,92]. InlA gene was cloned and 
expressed under transcriptional control of the native promoter. Western blot and immunofluorescence assays revealed 
that recombinant lactococci efficiently displayed the cell wall anchored form of InlA. Moreover, invasion rates of LL-
InlA+ strain in Caco-2 cells was approximately 100-fold higher than the wild type (wt) lactococci. The recombinant 
strain also proved to be able to enter intestinal cells in vivo, after oral inoculation of guinea pigs. After internalization, 
LL-InlA+ was able to deliver a functional eukaryotic gfp gene (green fluorescent protein) into epithelial Caco-2 cells 
[89]. 
 The results mentioned above were obtained through the use of a large plasmid called PLIG (10 kb), resulted from the 
co-integration of two replicons: one from E. coli and the other from L. lactis. After several attempts to insert antigens 
into this plasmid, it was concluded that its structure and size was hindering cloning procedures. Therefore, in order to 
circumvent this difficulty, a new plasmid termed pValac (Vaccination using Lactic acid bacteria), containing a smaller 
size (3742 bp), was constructed. The pValac is formed by fusion of (i) cytomegalovirus promoter (CMV), that allows 
the expression of the antigen of interest in eukaryotic cells, (ii) polyadenylation sequences from the bovine Growth 
Hormone (BGH), essential to stabilize the RNA messenger transcript, (iii) origins of replication that allow its 
propagation in both E. coli and L. lactis hosts, and (iv) a chloramphenicol resistance gene for selection of strains 
harboring the plasmid. In order to evaluate pValac functionality, the gfp ORF was cloned into pValac (pValac:gfp) and 
fluorescence was analyzed by transfection  in  PK15  cells.  The applicability of pValac was demonstrated by 
invasiveness assays of L. lactis inlA+ strain harbouring pValac:gfp into Caco-2 cells. After transfection assays with 
pValac:gfp, it was observed that PK15 cells were able to express GFP. Moreover, L. lactis inlA+ strain were able to 
invade Caco-2 cells and deliver pValac:gfp into epithelial cells [93]. Due to its small size, pValac permit the cloning of 
large gene fragments representing, thus, a promising tool for genetic immunization. 
 Nevertheless, even though interesting, the use of LL-InlA+ strain presented some bottlenecks: InlA cannot bind to its 
receptor in mice, murine E-cadherin, thus impeding in vivo experiments in these animals. Therefore, it is only possible 
to study the effect of LL-InlA+ strain in guinea pigs or transgenic mice, which may be laborious and/or expensive [94]. 
For this reason, a new recombinant L. lactis strain expressing Fibronectin Biding Protein A (FnBPA) (LL-FnBPA+) of 
Staphylococcus aureus [95], was constructed and therefore evaluated with the goal of improving the delivery of DNA to 
mammalian cells [96]. FnBPA naturally mediates adhesion of S. aureus to the host tissue and its entry into non-
phagocytic cells [97]. Thus, FnBPA utilization could facilitate the interaction of L. lactis with IECs leading to a more 
efficient delivery of DNA vaccines. L. lactis FnBPA+, and L. lactis InlA+ showed comparable internalization rates in 
Caco-2 cells and conventional or confocal fluorescence microscopy demonstrated big clusters of L. lactis FnBPA+ and 
L. lactis InlA+ which were uptaken by Caco-2 cells. Invasive lactococci were then used to deliver a eukaryotic GFP 
expression plasmid (pValac:gfp) in Caco-2. After 3 hours co-incubation, invasive L. lactis were capable of transferring 
gfp to Caco-2 cells more efficiently than the non-invasive strains [96]. Recently, another work was performed with LL-
FnBPA+ strain in which they used the BLG allergen and GFP to characterize the potential of this strain as an in vivo 
DNA vaccine delivery vehicle. LL-FnBPA+ carrying the plasmid pValac:BLG (LL-FnBPA+ BLG) showed to be more 
invasive than LL-BLG noninvasive strain, after co-incubation with Caco-2 cells. Moreover strain LL-FnBPA+ BLG 
presented to be as invasive as LL-FnBPA+ strain. Then in vitro experiments demonstrated that Caco-2 cells co-
incubated with LL-FnBPA+ BLG could produce up to 30 times more BLG than cells co-incubated with the noninvasive 
LL-BLG. Furthermore, in vivo it was demonstrated that, in order to effectively deliver DNA, LL-FnBPA+ requires a 
pre-coating with Fetal Calf Serum before oral administration. A second interesting observation concerns the fact that 
enterocytes were able to express cDNA of GFP or BLG without regard to the strains used (invasive or not).  Finally, the 
use of LL-FnBPA+ could increase the number of mice producing BLG, but not the level of BLG produced. 
Nevertheless, the observed increase was not statically significant [98]. Since FnBPA requires an adequate local 
concentration of fibronectin to bind to integrins [99,100], the interaction between FnBPA and epithelial cells may be a 
complex process in vivo, being this fact one of the inconvenient of this approach. Another very interesting work was 
performed by De Azevedo and collaborators in 2012, when a mutated form of Internalin A (mInlA), which can bind to 
murine E-cadherin thus allowing in vivo studies in conventional mice, was expressed successfully at L. lactis surface 
(LL mInlA+). It have been shown that this novel invasive strain was capable to invade Caco-2 cells more efficiently 

Microbial pathogens and strategies for combating them: science, technology and education (A. Méndez-Vilas, Ed.)

© FORMATEX 2013

____________________________________________________________________________________________

1999



 

 
 

than the wt strain and consequently deliver more plasmid coding for cBLG. Furthermore, in vivo studies demonstrated 
that LL mInlA+ tended to increase the number of mice producing BLG [101]. 
 All strains that have been developed to be used as vaccine DNA delivery vectors are promising for mucosal 
immunization and the strategy to use L. lactis as a tool to deliver therapeutic plasmids proved to be valuable. Therefore, 
in order to improve this DNA delivery, our research group are currently seeking for other invasin gene that can easily 
bind to murine epithelial cells from conventional mice as well as testing other LAB specie that can stay longer than L. 
lactis in the gastrointestinal tract. Both strategies are being considered feasible as it could allow the use of LAB as 
efficient DNA-vaccine delivery vehicles in near future [80,102]. 
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Abstract 
DNA vaccines are the third generation vaccines based on purified plasmid preparations containing 
transgenes that encode antigenic/therapeutic proteins or peptides capable of triggering an im- 
mune response against a wide range of diseases. This vaccine platform presents several attributes 
that confer distinct advantages over other vaccine technologies in terms of safety, ease of fabrica- 
tion and stability. Many aspects, such as antigen expression and especially vector design, are un- 
der study because of their great influence on immunogenicity and efficacy of DNA vaccines. In this 
regard, with the attempt of improving the efficiency of DNA vaccines, co-expression of stimulatory 
sequences and diverse vector delivery systems are being optimized. With this in mind, this review 
aims to giving a conceptual approach of DNA vaccines, explaining their mechanisms of action and 
listing the already licensed veterinary DNA vaccines presented in the market. 
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1. Introduction 
According to World Health Organization (WHO) estimates, 18 million people die each year as a direct conse- 
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quence of infection, showing that these diseases still remain a considerable burden worldwide for which no ef- 
fective treatment or vaccine exists [1]. Furthermore, we can also add the problems related to inefficient drug 
therapies and increase microbial resistance to antimicrobials and antibiotics treatments [2] [3]. Moreover, new 
pathogens and “old” infectious diseases which have been thought to be extinct have emerged over the last two 
decades, highlighting the importance of developing new vaccines against infectious agents over the last century [4]. 

Vaccination represents one of the most cost-efficient tools to combat and eradicate diverse pathogenic and/or 
infectious agents spread around the world. Several infectious diseases, such as polio, measles, diphtheria, rubella, 
mumps and tetanus can be controlled and, in many cases, be eradicated with current vaccines as these have been 
used to mimic natural infections activating an immune response and consequently an immune protection without 
any potential harmful effects to patients. 

There exist different types of vaccines in clinical use. Currently, all licensed vaccines are based on killed or 
live-attenuated microorganisms, purified products derived from microorganisms, such as inactivated toxins, pu- 
rified antigens or polysaccharides conjugated to proteins which are able to efficiently induce humoral (antibody) 
and/or cellular immune responses essential to prevent and control diseases of global importance (Table 1). 
However, it is well known that some of these vaccines may cause harmful side effects or health risks in a sensi- 
tive part of the population and some can even present several disadvantages, including expensive costs, limited 
coverage, weak induction of cell-mediated immune responses, limited storage conditions and the inadequacy of 
the use of needles for some vaccine administration [5]. Moreover, vaccines for many pathogens, such as the hu- 
man immunodeficiency virus and the agents of malaria and tuberculosis are until now ineffective or unavailable 
[6], being the lacky of vaccines to prevent or treat these complex diseases one of the major public health prob- 
lems in the world.  

Several factors still limit the effectiveness of vaccination, which must be overcomed with the advances in the 
biotechnology field and a deeper comprehension of the immune system. In this regard, an ideal vaccine should 
include the following characteristics: 1) safe profile for the entire population; 2) long-term immunity and effi- 
cacy; 3) single dose administration; 4) easy administration through mucosal routes; 5) simple manufacturing; 6) 
resistance to temperature changes; 7) multivalency and 8) disease control [7]. In this regard, a new generation of 
vaccines is being developed to overcome technological limitations and to achieve safety and desirable require- 
ments to prevent and/or treat diseases [7].  

The era of genomics, proteomics, transcriptomics and metabolomics opens a new perspective for the devel- 
opment of new vaccines, playing an important role in the identification of potential antigens and drug targets, 
and in a better understanding of pathogens and their interactions with the host immune system. Moreover, the 
nature and the persistence of the immune response are very important points to be analyzed in new vaccination 
strategies. And, recently, several approaches, such as DNA vaccines, have been developed to improve vaccine 
safety and efficacy using sophisticated biological technologies. 

Perspectives for new and potential vaccines and therapeutic biotechnology emerged in 1950 when Stasney 
and colleagues showed that the features responsible for cancer malignancy were present in the chromatin of tu- 
mor cells and could be transferred to normal cells [8]. Following, several researchers demonstrated that plasmids 
harboring a desired gene sequence could be delivered into eukaryotic cells to target protein expression [9]-[11] 
and in 1992 Tang and colleagues showed that injection of plasmids containing the genomic copy of the human 
growth hormone (hGH) gene was capable of eliciting a specific humoral immune reaction against the hormone, 
 
Table 1. Overview of the current vaccine platforms (Adapted from [60]).                                            

Vaccine Types Characteristics Immune Aspects Main Disadvantages 

Attenuated Vaccines Replicative live vaccine TCD8+ cells activation Potencial reversion of pathogenicity 

Inactivated Vaccines Inactive vaccines B cells activation Poor induction of T-cell response 

Subunit Vaccines Antigens from pathogens TCD8+ and B cells activation Immunogen preparation 

Toxoid Inactivated toxin B cells activation Transitory effect 

Vectored Vaccines Recombinant live vaccine TCD8+ and B cells activation Potencial of adverse effects 

DNA Vaccine Recombinant plasmid  
expressing antigen of interest TCD8+ and B cells activation Less efficient induction  

of antibody response 



V. B. Pereira et al. 
 

 52 

suggesting that DNA could also be used to induce specific immune responses against infectious diseases [12]. 
Soon after, in 1993, two different research groups demonstrated that immunization with a DNA plasmid could 
protect mice against a lethal influenza challenge [13] [14]. Since then, great interest in developing DNA vac- 
cines, mainly due to their ability to elicit both humoral and cellular immune responses as well as protecting and 
even having therapeutic benefits in a variety of animal models for a wide range of disease targets, has emerged.  

DNA vaccines are the third generation vaccines that have been developed in order to overcome undesired 
properties of current conventional vaccines, since they can stimulate concomitantly different types of immune 
responses, improve vaccine stability and facilitate large-scale manufacturing. Diverse studies have already 
shown the potential of these new generation vaccines in preventing various infectious diseases in preclinical 
animal models and, also, their applications in immunotherapy to treat different types of cancer, allergies and au- 
toimmune diseases [15]. 

Great progress has been made in the field of DNA vaccination and many works have shown good results, 
proving that DNA vaccines are able to induce efficient immune responses in animals using genes from a variety 
of infectious agents, including influenza virus, hepatitis B virus, human immunodeficiency virus, human papil- 
loma virus and Mycobacterium tuberculosis. However, each DNA vaccine has to be well evaluated considering 
its applicability, the nature of the agent being immunized against, the nature of the antigen and the type of im- 
mune response required for protection. Until now, only four DNA vaccines [16]-[20] have been licensed for ve- 
terinary use. Despite the success of these DNA vaccines and the positive results of others in clinical trials, the 
efficiency of DNA vaccines in primates and humans is still lower than most researchers had anticipated [21]. 
Nevertheless, it is generally believed that the advances in DNA vaccine technology will offer customized and 
tailored vaccines to any disease in the future, representing an important component of next generation of proph- 
ylactic and therapeutic vaccines, efficient and economically accessible to peoples worldwide. 

2. Elements of DNA Vaccine Vector Design 
Several approaches have been leading the way to develop innovative, efficient, safe and promising vaccine mo-
dalities for humans and animals in the last years. Bacterial derived plasmid vectors are used in DNA-based vac-
cination to express molecules of medical and veterinary interest. These plasmids must internalize eukaryotic 
cells and reach their nucleus, where DNA transcription and translation of the gene of interest is driven by the 
cells. To achieve an efficient plasmid delivery into eukaryotic cells it is important to design and engineer plas- 
mids that allow maximum transfection efficiency and protein expression. 

DNA plasmids used for vaccination are based on constructed bacterial-derived plasmids that contain a euka- 
ryotic gene expression cassette, responsible to code the immunogenic or immunomodulatory molecule of inter- 
est in mammalian cells, and thus, allowing their in vivo generation. DNA vaccine plasmids can be divided into 
two main structures: 1) the plasmid backbone, necessary for prokaryotic propagation and which contains a bac- 
terial origin of replication and a bacterial selectable marker like an antibiotic resistance gene, and 2) a transcrip- 
tional unit, required for eukaryotic expression, which includes the promoter, used to drive optimal and high ex- 
pression of the ORF (open reading frame) of interest in mammalian cells, and the Polyadenylation (poly A) se- 
quence. Besides these two main structures it is also necessary to insert in the ORF of interest a specific consen- 
sus sequence present in the eukaryotic mRNA, called Kozak sequence (ACCATGG), which signals the start 
codon and is necessary to initiate protein synthesis in eukaryotic cells. To ensure correct translation termination 
and prevent read through, it is also important to add stop-codons in the ORF (Figure 1). 

The replication region of the plasmid backbone allows the maintenance and propagation of the plasmid in 
host cells for stable inheritance of the plasmid during bacterial growth, as well as to determine the plasmid’s 
host-range [22]. Nowadays, most of the plasmids used for this purpose derive from the pBR322 or pUC plas- 
mids. It is preferred to use origins of replication that provide large copy DNA plasmids in bacteria with high pu- 
rification yields in a short period of time, such as the Escherichia coli (E. coli): Co1EI origin of replication [23]. 

Selectable markers, like bacterial antibiotic resistance genes, ensure stable plasmid inheritance during bacteri- 
al growth and kanamycin is one of the most widely used today [24]. Although antibiotic resistance genes re- 
present powerful selectors, their use is discouraged by regulatory authorities due to concerns regarding plasmid 
transformation, alteration of microorganisms-associated characteristics of the patients and the spread of antibi- 
otic resistance genes throughout the host’s body [22]. Although antibiotic selection systems are important and 
convenient for cloning steps, these are undesirable within a DNA vaccine plasmid. Considering this issue, anti- 
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Figure 1. Structure of DNA vaccine plasmids. The top of the 
figure shows the transcriptional unit (eukaryotic expression 
region), responsible for high-level expression of the antigen of 
interest in eukaryotic cells, containing the promoter, the trans- 
gene of interest with the Kozak sequence, stop codon and po-
lyadenylation sequence (poly A). The lower part of the figure 
(prokaryotic region) is responsible for propagation and vac- 
cine plasmid maintenance in bacterial cells, containing a pro- 
karyotic replication origin and a selectable marker (Adapted 
from [143]). 

 
biotic free selection systems have to be developed by implementation of combined approaches [25] [26]. 

Promoters are required in plasmids to drive optimal and high expression of the gene of interest in mammalian 
cells. In general, virally-derived promoters, such as the cytomegalovirus (CMV) and the simian virus 40 (SV40) 
promoters are used for such purpose as these provide greater gene expression in vivo compared to other euka- 
ryotic promoters [27]. Currently, the CMV promoter drives high constitutive transgene expression levels and is 
the strongest and most widely used promoter in traditional DNA vaccines formulations [28]. However, alterna- 
tives to viral promoters are under investigation and include non-viral promoters of which the major histocompa- 
tibility complex class II (MHC-II) promoter is the most representative [29]. 

The insertion of the specific consensus sequence called Kozak sequence (ACCATGG) is necessary to initiate 
protein synthesis in eukaryotic cells. To prevent incorrect translation in the cell and which could lead to over- 
sized and incorrect product folding and interfere with mRNA stability, it is also important to add one or two 
stop-codon sequences [30]. 

On the other hand, poly A sequence signal (AAUAAA) inclusion next to the 3’ extremity of the sequence of 
interest is essential for efficient transcriptional termination and exportation of the mRNA from the nucleus to the 
cytoplasm, playing also a very important role in mRNA stability and eukaryotic expression. The Bovine Growth 
Hormone (BGH) polyadenylation signal is widely and efficiently used to achieve high level of expression pep- 
tides in eukaryotic cells [31]. 

3. Advantages of DNA Vaccines 
DNA vaccines have a wide range of attributes that confer them distinct advantages over other vaccine technolo- 
gies in terms of safety, ease of fabrication, stability and immunogenicity (Table 2).  

Opposite to traditional vaccines developed against pathogens, which include either killed or attenuated 
pathogenic agents, DNA vaccines do not involve unsafe infectious agents, present no risk of pathogenicity and 
can be safely administered to anyone. Furthermore, DNA vaccines can efficiently activate the three arms of 
adaptive immunityʊantibodies, helper T cells (Th) and cytotoxic T-lymphocytes (CTLs)ʊas well as innate 
immune responses [32]. 
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Table 2. Advantages/Characteristics of DNA vaccines (Adapted from [144]).                                          

Advantages Characteristics 

Immunogenicity x Induction of T and B cell-specific antigen 

Safety 
x Inability to revert to virulent forms 
x The efficacy does not depends on toxic treatments 
x No observed significant adverse effects in clinical trials so far 

Construction x Modifications in the transgene construct and vaccine can be made in short time 
x Optimization of plasmids and transcript is possible 

Stability x Increased thermal stabilityʊLong life time 

Mobility x Easy storage and transportʊNo need for constant refrigeration 

Time manufacturing x Rapid production and formulation 
x Reproducible in large-scale production 

 
Due to their highly flexible genetic design and simple structure, DNA plasmids can be easily manipulated and 

modified in a short period of time, a critical attribute when producing vaccines against emerging pandemic 
threats. Cheap and large-scale production of DNA vaccines is possible since DNA plasmid vaccine vectors can 
be easily replicated and amplified in bacteria. Another important advantage is that DNA vaccines are highly sta- 
ble at room temperature and easily stored, as they do not require special refrigeration, making them very prac- 
tical for use in developing nations [33]. 

Moreover, DNA vaccines are highly flexible and able to code multiple proteins in a single construct, including 
viral or bacterial antigens and immunological and biological proteins, creating multigenes or multivalent vac- 
cines with the possibility of adjuvant addition to enhance their potency [23] [34]. It is also worth mentioning that 
DNA vaccines can be used therapeutically [35], as they are unable to induce auto-immunity and have theoreti- 
cally unlimited boosting potential, which could be very useful in areas of cancer vaccine development which 
require repetitive boosting of T cell responses to combat tumor antigens. 

Despite the clear advantages DNA vaccines present, it is important to take into consideration some safety 
concerns associated to the possibility of DNA plasmid integration into the host’s cell genome, development of 
auto-immunity, as well as resistance of the antibiotic gene markers that should be addressed in appropriate ani- 
mal tests and human trials. However, DNA vaccines already tested did not present relevant integration into the 
genome of host cells [36]-[39] and no convincing evidences for the development of an auto-immune responses 
against DNA vaccines exist in pre-clinical studies performed in non-human primates and in humans [40]-[42]. 

4. Mechanism of Action and Immunology of Prophylactic DNA Vaccines 
The main purpose of prophylactic vaccination is to prime both humoral and cellular immune responses against 
specific antigens. It appears that innate responses that augment the adaptive response may also be crucial. In this 
context, DNA vaccines represent a potential strategy to reach the desirable immune responses to raise immunity 
protection against diseases. The capacity of genetic immunization to induce immune responses was firstly do- 
cumented in 1992 by Tang et al., who demonstrated that mice inoculated with micro projectiles coated with 
plasmid DNA harboring the human growth hormone (hGH) sequence were able to produce a specific anti-hGH 
immune response [12]. This result opened new perspectives for the development of DNA vaccine delivery sys- 
tems and several approaches have shown since then the potential and efficacy of this new technology to induce 
immune responses.  

The general mechanism of action of DNA vaccines consists of in vivo DNA plasmid inoculation and expres- 
sion of the gene of interest by host cells. Once the DNA plasmid is administrated and internalized by the cells, 
the plasmid uses a net of microtubules and their associated motor proteins in the cytoplasm to reach the cellular 
nucleus [43]. Following, transcription and translation of the transgene occurs via the host’s cellular machinery 
and the produced proteins are then presented to the surface of cells to become a target of the immune system. In 
contrast, when DNA vaccines are administrated for therapeutic purposes, the produced proteins must be secreted 
outside the cells to stimulate the immune system and generate both humoral and cellular immune responses. 
Several studies have demonstrated the importance of direct transfection of antigen-presenting cells (APCs) and 
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their critical role in DNA vaccine immunogenicity. Dendritic cells (DCs) are probably the most important APCs 
associated with the capture and processing of antigens via receptor-mediated endocytosis and its presentation to 
MHC class I and II. CD4+ and CD8+ lymphocytes can be activated during the process of DNA vaccination, in- 
ducing cellular immune and specific antibodies responses [44] [45]. 

DNA vaccines for prophylactic or therapeutic uses can be administered via different routes: intradermal, 
intravenous, intraperitoneal, subcutaneous and intramuscular [46] [47]. The intramuscular route is one of the 
most common and successful routes of immunization used in DNA vaccine studies both for prophylaxis or im- 
munotherapy. Parenterally administered vaccines are more effective against pathogens that enter the body 
through systemic routes but are less effective in stimulating the immune system associated with mucous mem- 
branes, a non-invasive delivery route. 

Mucosal DNA Vaccines 
The respiratory, gastrointestinal and urogenital tracts are covered by mucosal surfaces, represent the main portal 
of entry of pathogens and are protected by a large and highly specialized innate and adaptive mucosal immune 
system. As the majority of infections affect or start at mucosal surfaces, eliciting a mucosal immune response 
can prevent the infectious agents from attaching and colonizing the mucosal epithelium (non-invasive bacteria), 
or from penetrating and replicating in the mucosa (viruses and invasive bacteria) and/or block microbial toxins 
to bind to and affect epithelial and other target cells [48]. 

The preferred mucosal routes for vaccination purposes are the vaginal [49], intranasal [50] and oral mucosas 
[51]. However, potent adjuvants are required to augment the effects of plasmid vaccines in humans, especially if 
these are delivered in small amounts, as is the case of intranasal delivery [50]. 

Initial infections are prevented through the action of secretory IgA (S-IgA) antibodies, the receptor-mediated 
endocytotic activity and antigen presentation by phagocytic cells [52]; protection after infection is based on ac- 
tivation of CD8+ and CD4+ T lymphocytes, which are the major effect or cells of the mucosal immune system 
[52]. In this regard, many vaccines have already focused on improving the mucosal delivery systems to elicit 
both effective systemic cellular and humoral immune responses [53] [54]. 

Sites of the gut-associated lymphoid tissue (GALT), such as Peyer’s patches (PPs) and isolated lymphoid fol- 
licles in draining gut mesenteric lymph nodes (MLNs), are more accessible to antigens and bacteria present in 
the luminal compartment than other sites of the mucosa. Moreover, specialized antigen sampling cells, such as 
M cells in the GALT, are capable of taking up particulate antigens and specific binding proteins by endocytosis 
and transport them to the underlying immune cells. DCs residing in the subepithelial dome region of the lym- 
phoid follicles are then activated by contact with microbial antigens and migrate to the GALT, where they prime 
T cell responses [55].  

Lymphocytes involved in intestinal immune responses are found in organized immune inductive sites of the 
GALT [56], where the largest number is concentrated in B- and T-cell zones. B-cell zones contain germinal cen- 
ters believed to be the sites of isotype switching to IgA production and affinity maturation while T-cell zones 
contain large numbers of APCs such as DCs and macrophages [57] [58]. 

On the other hand, PP facilitate induction of mucosal immunity, with antigen stimulated B- and T-cells able to 
migrate to the systemic blood supply via the lymph to be seeded back to mucosal sites around the body [58] [59]. 
This enables communication between mucosal surfaces of the body [57]. 

The efficacy of DNA vaccines delivery by M cells depends on whether the administered agents can survive 
the gastric and intestinal environments, including pH-induced degradation, enzymes and diffusion across the 
mucus layers, and whether residence time in the intestine is long enough for sufficient interaction with target 
cells so that these can endocytose the vaccines. Therefore, oral administration of vaccines often requires delivery 
systems that can provide protection against enzymatic degradation and elimination in the gastrointestinal tract in 
order to maintain high bioavailability [60]. However, results of experimental approaches have proven difficult to 
induce strong intestinal immune responses as a single and naked oral administration of a DNA vaccine is usually 
not enough to achieve an immune response; development of effective mucosal delivery systems remains an ac- 
tive area of research. 

Biological parameters that characterize a DNA vaccine’s effectiveness have already been elucidated, although 
the exact mechanisms by which DNA vaccines produce antigen-specific immunity in vivo still require further 
studies. In addition, in many human clinical trials, the immune response has not been as effective as that seen in 
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non-human models and strategies to improve the immune response to plasmid DNA vaccines are under study 
[61]. 

5. How to Improve Immunogenicity of DNA Vaccines? 
The vaccination process of DNA vaccines is directly related to their ability to induce protective immunity, con- 
sidering that the induction of strong cellular and humoral immune responses is essential in eukaryotes. Many 
aspects, such as antigen expression and especially vector design, have great influence in the immunogenicity and 
efficacy of DNA vaccines and should be taken into consideration. In this regard, in an attempt to improve DNA 
vaccines, optimization of the following tools should be addressed: 1) plasmid DNA vectors, 2) transgene se- 
quence, 3) co-expression of stimulatory sequences, 4) vector delivery system, and 5) targeting of the vector for 
appropriate immune stimulation. 

5.1. Codon Usage 
One of the problems to reach optimal levels of expression of the foreign genes of interest by DNA vaccine ex- 
pression vectors in mammalian cells is the notable differences that are found among the codon usage of different 
pathogenic organisms and mammals. As such, codon optimization could be an efficient alternative to enhance 
the expression and immunogenicity of the transgene in mammalian cells, suiting the sequence to host codon bias 
based on generally available transfer RNA (tRNA) levels without altering the original amino acid sequence of 
the protein. It has been experimentally documented that common codons increase the translational rates of the 
expressed target gene compared with the use of rare codons, and the relative frequency of use of each codon de- 
pends and varies between species [62] [63]. 

Several approaches using the strategy of codon usage optimization have been successful in increasing protein 
translation rates and inducing efficient immune responses. Optimization of codon usage in mice influences the 
effects of DNA vaccines, enhancing translation efficiency and effective immune responses against intracellular 
bacteria such as Listeria monocytogenes and Mycobacterium tuberculosis [64]. Pulsawat and coworkers showed 
that codon optimization of Dermatophagoides pteronyssinus group 1 allergen improved its expression in vitro 
and induced an allergen-specific Th1 response in mice, representing a promising hypoallergenic DNA vaccine 
candidate for immunotherapy against house dust mite allergy [65].  

Messenger RNA (mRNA) optimization is also an essential step for achieving larger expression of the se- 
quence of interest. Besides, the large number of C-G rich sequences in the mRNA translation of the protein can 
be inhibited as an increase in the formation of secondary structures and the presence of pre-mRNA processing 
sites are capable of causing aberrant expression of the sequence of interest [66]. 

5.2. Customization of Antigenic Sequence 
Candidate genes for a DNA vaccine construction for prophylactic uses are usually molecules associated with 
pathogenicity and/or virulence of infectious agents that are commonly modified to target proteins to different 
cellular locations, cytoplasm, cell wall or extracellular medium, since the expression of proteins in different com- 
partments can influence the immunological response. Moreover, targeting antigens of interest to proteasomes or 
endosomes, using ubiquitin fusions, can also increase the number of peptides available to ligate to the major 
histocompatibility complex of class I (MCH-I) when induction of CTLs is required. Often, when it is necessary 
to express more than one gene of interest to trigger a protective immune response, polycistronic expression sys- 
tems or even molten epitopes expressed as a unique polypeptide can be used [27]. 

5.3. CpG Motifs 
Immune stimulatory sequences, called unmethylated phosphodiester linked cytosine and guanine (CpG) motifs, 
act through the Toll-like receptor 9 (TLR-9) to induce a series of immune stimulatory cytokines that lead to the 
activation of B-cells, monocytes, macrophages, dendritic cells (DCs) and natural killer (NK) cells, enhancing 
both non-specific and antigen-specific responses [67]. Cells are able to discriminate between endogenous and 
exogenous DNA based on these motifs, being these sequences practically absent in human cells, presenting, thus, 
adjuvant properties in DNA vaccines [68]. 
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5.4. Untranslated Regions (UTRs) 
UTRs are also responsible for regulating genetic expression through elements placed at the 5’ and 3’ ends of the 
translating sequence. Enhancer elements (boosters) and trans-activators of transcription can increase the activity 
of the promoter when placed at the 5’ or 3’ end of the gene. Some studied trans-activators have viral origin, such 
as the regulatory regions that act as transcriptional and post-transcriptional boosters [69]. So, the addition of 
leader sequences or 5’-UTR before the gene sequence can increase the stability of mRNA and contribute to 
larger translation efficiency. 

5.5. Adjuvants 
It has been demonstrated that co-injection of immune modulatory plasmids constitutes a promising strategy to 
improve the efficiency of DNA vaccines. These plasmids code for cytokines, such as interleukins, interferons, 
stimulatory colony factors and tumoralnecrose factors, chemokines and costimulatory molecules, with the objec- 
tive of increasing the quantity and potential of APCs without the adverse effects of cytokine administration in 
the form of purified proteins. Tests performed in monkeys with a DNA vaccine in development against HIV-1 
demonstrated that co-administration of a plasmid codifying IL-12 and IL-15 increased the cellular and humoral 
immunity [70]. 

Another way to increase the immunogenicity of vaccines could include the use of mixed vaccines, where the 
first dose would have a specific formulation and the second dose, the booster, a different one [71]. Prime-boost 
vaccines, including DNA, can elicit immune responses that differ in magnitude, quality and balance of cellular 
and humoral responses from those elicited by single components and could thus provide further enhancement for 
DNA immunizations. It has already been reported that this prime-boost strategy increases the production of an- 
tibodies [46] [72]. This strategy has been widely applied in a large number of vaccines, including HIV [73]-[75], 
avian influenza virus [76], tuberculosis [71] [77] [78] and malaria [79], resulting in stronger immune responses.  

5.6. Nuclear Targeting Sequences 
DNA nuclear targeting sequences (DTS) are recognition sequences of endogenous DNA-binding proteins that 
are essential for the transport of proteins into the cell’s nucleus. Considering this, optimizing the vector design 
by introducing DTS in the plasmid DNA can lead to an increased expression of the sequence of interest. It has 
been verified that specific virus sequences, such as that of the Simian Virus 40 (SV40), are capable of driving 
the bacterial plasmid to the nuclear compartment increasing the levels of gene expression, both in vitro [80]-[82] 
and in vivo [32] [83] [84]. The DTS of SV40 has 372 base pairs and contains ligation sites for several transcrip- 
tion factors that present nuclear localization signals and can transport the protein-plasmid complex through the 
nuclear pores using the nuclear import machinery of the host cell [80]. Moreover, there are also evidences of 
other existing sequences that act as DTS. Mesika and colleagues showed a 12-fold expression increase of the lu- 
ciferase reporter protein when using plasmids in which repeated sequences of binding sites for the transcription 
factor NF-kB were cloned [85]. Other groups demonstrated that when the oriP sequences from the Epstein-Barr 
virus or copies of the tet operator (tetO) were inserted into plasmids, these increased the nuclear import and ex- 
pression of the reporter genes carried by them [86] [87]. 

6. DNA Delivery Systems 
DNA vaccines can be administered by different systems and routes. The delivery of DNA molecules into mam- 
malian cells is a valuable tool to take into account when designing a DNA vaccine. The potential of transfection 
methods is essential to modulate gene expression and efficient induction of immunological responses, and sev- 
eral different DNA delivery systems have been evaluated and explored to improve their transfection capacity 
and induction of immunological responses, mainly to humans and large animals. The efficiency of these delivery 
systems depends on several factors, such as cell type, cellular context (in vitro, in vivo, ex vivo), transgene ca- 
pacity and general safety. 

It is essential that the gene delivery system does not present harmful side effects to the hosts. Currently, sev- 
eral different approaches are being used for gene delivery, being the approaches based on viral vectors or non- 
viral methods the most commonly used. While viral vectors remain the most common approach, non-viral ap- 
proaches have become more popular, as the use of viral vectors can raise safety concerns, such as toxicity and 
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possible induction of strong immunogenic reaction; as such, other non-viral strategies have become an alterna- 
tive. Non-viral methods include chemical, physical and biological methods that can deliver the DNA directly to 
the host cell cytoplasm (Table 3). 

6.1. Virus Delivery Systems 
It has become clear that there can be no single vector that is suitable for all applications. Viruses are simple and 
capable to infect host cells using the cell’s machinery to express the gene of interest and produce the antigen in 
its native form. Virus-based vectors harness the viral infection pathway but avoid the subsequent expression of 
viral genes that leads to replication and toxicity. Furthermore, these vectors can carry and express multiple anti- 
gens. An efficient viral vector has to be able to induce the multiple arms of the immune system and present 
safety issues. 

At present, five main classes of clinically applicable viral vectors are derived from oncoretroviruses, lentivi- 
ruses, adenoviruses, adeno-associated viruses (AAVs) and herpes simplex-1 viruses (HSV-1s). Each of these 
classes is characterized by a set of different properties that make it suitable for some applications and unsuitable 
for others. The only characteristic required by all vectors are the abilities to be reproducibly and stably propa-
gated and purified to high titres, to mediate targeted delivery and to mediate gene delivery and transgene expres-
sion without inducing harmful side effects. The five main classes of viral vector can be categorized in two 
groups according to whether their genomes integrate into host cellular chromatin (oncoretroviruses and lentivi-
ruses) or persist in the cell nucleus, predominantly as extra-chromosomal episomes (AAVs, adenoviruses and 
herpes virus). Due to safety concerns, the replication-defective viruses are most utilized in clinical trials. Al- 
though viral vectors have been widely used, their principal inconvenience is that they may cause genetic diseases or 
favor the development of cancerous cells. Moreover, severe adverse effects were observed during two indepen- 
dent gene therapy trials, raising serious safety concerns about the use of viral vectors [88] [89]. 

The virus classes most widely used for gene therapy applications in clinical trials are Oncoretrovirus vectors. 
A limitation to the usefulness of C-type retrovirus vectors is that they can only gain access to the cell nucleus if 
the nuclear membrane breaks down; therefore, they can only transduce dividing cells. Lentivirus vectors on the 
other hand can naturally penetrate an intact nuclear membrane and transduce non-dividing cells. These vectors 
have proven to be effective tools for gene delivery to the central nervous system, generating long-term gene ex- 
pression in the absence of inflammation [90]. Adenovirus vectors are the most efficient class of vector in terms 
of delivery to the cell nucleus and due to recent improvements that reduce the immunogenicity they have en- 
hanced their prospects for long-term gene transfer in a wide range of different tissues. However, production of 
 
Table 3. Main DNA vaccine delivery systems.                                                                  

 Viral Vectors Non-Viral Vectors 

Characteristic 

x Can express  
multiples antigens 

x Induces strong  
immune responses 

x Potential reversion  
of the virus to its  
wild type form 

x Risk of integration  
of the transgene in  
the host’s genome 

Chemical Physical Biological 

Liposomes Electroporation Gene Gun Bacteria 

x Synthetic  
vesicles of  
phospholipids  
bilayers  
containing  
DNA vaccine  
plasmids 

x Very safe  
system 

x Electric field pulse  
into the tissue so  
that it captures the  
DNA vaccine by  
means of transient  
pores in cells 

x Rapid, simple and  
efficient method 

x The cell membrane  
can be irreparably  
damaged with high  
voltages 

x Delivery of gold  
microparticles  
coated with DNA  
vaccine plasmids 

x Small amounts  
of DNA are  
necessary 

x High antibody  
production 

x Suboptimal  
transfection  
efficiency 

x Tissue damage  
from pressure  

x blast 

x Internalization of bacteria  
harboring the vaccine  
vector by target cells 

x Cell factories for large  
DNA plasmid production 

x Protect the DNA from  
degradation by nucleases 

x Amplification steps and  
purification of plasmid are  
not required, thereby  
reducing costs 

x Potential risk of  
chromosomal integration 

x Limited by their inefficiency 
x Potential induction of  

tolerance to the  
immunizing antigen 
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these viruses is very laborious. Regarding safe long-term gene transfer and expression in non-proliferating tis- 
sues, recombinant AAV vectors are the most promising vector system. The small size and simplicity of the vec- 
tor particle makes it possible to administer high doses of vector systemically without eliciting acute inflamma- 
tory responses or toxic side effects. In contrast, HSV-1 is the largest virus and has therefore the capacity to carry 
large fragments of foreign DNA [89]. However, major limitations of these vectors are their cytopathic effect and 
the induction of an immune response by viral gene expression [91]. 

Several viral vectors have already been evaluated for their capability as immunization systems in human clin- 
ical trials. The replication-defective recombinant adenovirus serotype 5 (rAd5) vector was used as a HIV-1 vac- 
cine candidate and showed to induce antigenʊspecific T cell responses while showing its safety and immuno- 
genicity [92] [93]. A recombinant baculovirus bearing human endogenous retrovirus (HERV) envelope protein 
used as a carrier for a human papillomavirus (HPV-16L1) DNA vaccine (AcHERV-HP16L1) was developed and 
results in mice showed that this viral delivery system is more advantageous than Gardasil, the current prophy- 
lactic vaccine commercialized against HPV, showing higher cellular immunogenicity, considerably lower pro- 
duction cost and comparable safety [94]. 

Overall, viral vectors represent one of the most efficient vehicles for gene transfer into most tissues; however, 
these systems have important disadvantages that include the induction of innate immune responses, possible re- 
version to the wild type form of the virus, risk of integration of the transgene into the host’s genome and human 
preexisting immunity against viral vectors. Several obstacles still have to be overcome and approaches are still 
on their way to find the standards for an ideal viral delivery system that will include the targeting of specific 
populations of cells in a target tissue and expressing therapeutic levels of transgene expression in a safe and re- 
gulated manner for the appropriate length of time. 

6.2. Non-Viral Delivery Systems 
6.2.1. Naked DNA Delivery  
Naked DNA plasmid transfection is a simple and direct method, free of complex formulations or from agents, to 
transfer in vivo DNA gene sequences of interest. Several naked DNA vaccines have already been tested for some 
diseases: herpes simplex virus type 1, leishmaniosis, malaria, HIV and different types of cancer. However, to 
achieve significant levels of immunity in humans and large animals, DNA delivery methods often require very 
high doses of plasmids and multiple boosts [42] [95] [96]; thus, increasing the efficiency of DNA vaccines in 
humans is still required. 

Animals immunized intranasally with a combination of DNA plasmids of a multiclade/multigene HIV-1 for- 
mulated with a lipid adjuvant showed significantly higher IgA levels in fecal pellets, while an enhancement of 
IgG systemic responses were observed both when the DNA was delivered mucosally and into the muscle. Ani- 
mals immunized with plasmid DNA alone (naked) did not develop measurable vaccine specific systemic IgG 
responses and very low or no mucosal humoral responses [50]. 

Another study to understand the details of DNA vaccine delivery in vivo used naked plasmid or polymer/DNA 
complexes injected intradermally into mice. When analyzing the transgene expression (luciferase) and the local 
tissue distribution of the plasmid DNA, comparable number of luciferase expressing cells were observed in the 
skin of mice that had received the naked plasmid or polyplexes one day after transfection; however, naked plas- 
mid levels dropped below detection limit after 24 h, whereas polyplexes persisted for up to 2 weeks, revealing 
that naked plasmid disperse quickly in the skin of mice after injection [97]. This emphasizes the importance of 
using a potent delivery system and an effective formulation for efficient plasmid immunization. 

Insufficient cell membrane permeability and low cellular uptake of DNA plasmid vectors contribute for a de- 
creased protein expression and consequently for a reduction of DNA vaccine effectiveness. Toxicity and non-ef- 
ficient delivery systems also represent an obstacle for DNA vaccine development. Therefore, alternative potent 
transfection methods must be improved and developed [49]. The potential of genetic immunization is obvious 
and the efficiency of the DNA delivery method to reach the target tissue is highly important for the success of 
clinical trials. Naked DNA vaccines still require an improvement in their delivery to boost better immune res-
ponses and protect against diseases. 

6.2.2. Physical Delivery Approaches  
Physical approaches are the simplest ways to transfer DNA into a cell as they use a physical force to permeate 
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the cell membrane and allow intracellular gene transfer. However, physical approaches have to consider two 
important factors for the development of DNA delivery systems: the entry of DNA of interest in the target cells 
and its transport through the plasma membrane. Physical delivery methods show several advantages over other, 
such as the requirement of small amounts of DNA, direct bombardment of the DNA into cells, high transfection 
efficiency, high immunogenicity and high antibody production.  

From out these approaches we can highlight gene gun, which is a ballistic needle free DNA delivery method 
that promotes cellular transfection by the bombardment of gold micro particles coated with specific DNA vac- 
cine plasmids. Gene gun was originally developed for plant tissue transfections, but it also showed to be effi- 
cient to transfect animal and human cells and to induce cellular and humoral immunity in murine [98]-[100] and 
human hosts [101]. Nevertheless, gene gun also presents the drawbacks of suboptimal transfection conditions 
and possible tissue damage from pressure blast [102] [103]. 

Electroporation represents another physical delivery method and which is an electrically mediated injection 
technique that induces the permeabilization of the plasma membrane creating pores and allowing the introduc- 
tion of plasmids containing foreign genes into the cells, which will subsequently express the desired genes. The 
reclosing of the cell membrane occurs naturally; however, the cell membrane can irreparably be damaged when 
high voltages are applied [104] [105]. Electroporation is a rapid, simple and efficient method widely used for the 
delivery of DNA, membrane protein insertion and other macromolecules into various types of cells, with nu- 
merous applications in the medical field and conventional biological laboratories [105]. Various complex extra- 
and intra-cellular factors can affect cell viability, such as the intracellular solute concentration, the electrical 
charge and the neighboring cells. Current studies have focused on the improvement of DNA molecules transport 
across the plasma membrane of the cell to optimize electrically mediated gene delivery [106].  

6.2.3. Chemical Delivery Approaches  
Chemical approaches use synthetic or naturally occurring compounds as carriers for gene delivery. These sys- 
tems seem to be very safe and quite efficient. The most studied strategy uses cationic polymers and cationic li- 
pids which transfers the DNA to the cells through intracellular vesicles, from which a small fraction of the DNA 
is released into the cytoplasm and migrates into the nucleus, where the transgene expression occurs.  

Liposomes are synthetic vesicles consisting of phospholipid bilayers and represent one of the major tech-
niques used for gene delivery into cells nowadays. A large number of cationic lipids with different molar ratios, 
such as derivate of diacylglycerol, lipids, polyamines and cholesterol, make the generation of different kinds of 
liposomes, possessing different physicochemical characteristics like size and net surface charge, possible [107]. 
Upon mixing with cationic liposomes, plasmid DNA is condensed into lipoplexes that trigger cellular uptake and 
facilitate the release of DNA from intracellular vesicles. The transfection efficiency of lipoplexes is affected by a 
great number of factors that include the chemical structure of the cationic lipid, the charge ratio between the ca- 
tionic lipid and the DNA, the total amount of lipoplexes applied and the cell type. 

Different types and configurations of cationic polymers have been explored and are widely used as carriers for 
both in vitro and in vivo gene delivery. An example of a commonly used cationic polymer for gene delivery is 
Polyethylenimine (PEI) [108], which requires condensation of the DNA with cationic polymers and the forma- 
tion of PEI/DNA complexes [109]. This PEI/DNA complex is then taken up by the cell into acidified endosomal 
compartments and released into the cytoplasm where it finally reaches the nucleus [110] [111]. Different mole- 
cular sizes, commonly 800kDa (PEI800) and 22kDa (PEI22), or structures, linear or branched, of PEI have al- 
ready been described. A study showed that this variability could have a direct effect on the transfection efficien- 
cy both in vitro and in vivo. The use of this polymer for DNA delivery in DNA-based immunotherapy or vacci- 
nation shows protective action by eliciting strong immune response [112]-[114]. 

6.2.4. Biological Approaches: Bacteria as DNA Vaccine Delivery System 
Development of effective strategies for the delivery of DNA vaccines to mucosal tissues has received considera- 
ble attention over the past decade, as well as the use of recombinant bacteria as carrier systems. Live recombi- 
nant bacteria and attenuated bacterial pathogens appear to be attractive and promising vehicles for vaccine deli- 
very and to induce both humoral and cellular immune responses [115].  

Several bacterial species are capable of transferring vaccine plasmids to mammalian host cells and are consi- 
dered cell factories that can produce large amounts of DNA plasmids. In 1980, Walter Schaffner observed, for 
the first time, gene transfer from bacteria to mammalian cells when tandem copies of the SV40 virus genome, 
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carried by E. coli laboratory strains, were transferred into co-cultured mammalian cells [116]. 
Bacterial DNA vaccine delivery systems consist in the internalization of bacteria, harboring a plasmid vector 

containing the sequence of the gene of interest, by target cells. Subsequent primary vesicle are formed and then 
fused to lysosomal compartments where lysis of bacteria occurs, releasing the plasmid DNA into the host’s cy- 
tosol. The plasmid DNA then migrates to the nucleus of the cell where the gene sequence of interest is tran- 
scribed for subsequent transduction and protein synthesis by the host’s cells machinery [117] [118].  

The use of bacteria as vehicles for the delivery of DNA vaccines has several advantages when compared to 
other methods, such as naked DNA vaccination and viral carriers. Bacteria deliver DNA vaccine plasmids di- 
rectly into the interior of the cells protecting the DNA from degradation by nucleases. Moreover, bacterial ve- 
hicles also act as natural antigens after host cell invasion, due to the presence of molecular markers associated to 
pathogens (PAMPs) that are capable of modulating the innate immune response and promote a robust and lasting 
adaptive response [119]. 

Bacterial carrier strains are easy to manufacture and allow for the maintenance of plasmids with high cloning 
capacity. Stable replication of vaccine plasmids by different bacterial carrier species can be further ensured by 
introducing bacterial genes, essential for survival or virulence within the host, into the vaccine plasmids and, 
thereby, circumventing the need to co-administrate plasmid selection markers [120]. Furthermore, in contrast to 
immunization with naked plasmid DNA or other delivery methods, no further plasmid amplification and purifi- 
cation steps are required, reducing thereby costs and labor extensively. Moreover, most bacterial carriers allow 
for mucosal immunization via oral route, show natural tropism for inductive sites of the immune system and 
provide danger signals which lead to a more efficient activation of the immune system as compared to immuni- 
zation by naked DNA [118]. 

Currently, the most widely used bacteria for DNA delivery are intracellular attenuated pathogenic bacteria, 
such as Salmonella typhi, Listeria monocytogenes, Shigellaflexneri, Yersinia enterocolitica and E. coli [118]. In 
1999, Fenelly and colleagues reported that an attenuated strain of S. flexneri carrying a DNA plasmid vaccine 
encoding different antigens of measles virus was able to induce, in intranasally immunized mice, a strong Th1 
type response and a lower amplitude Th2-type response [121]. Shata and Hone demonstrated that attenuated S. 
flexneri carrying a vaccine plasmid encoding the HIV-1 protein gp120 showed significant protection in mice 
against a challenge with a recombinant vaccinia virus-env vector, after intranasal vaccination [122]. Woo et al. 
(2001) and Zheng et al. (2001) evaluated, in a mouse model, the feasibility of Salmonella typhimurium deliver- 
ing a plasmid-encoded HBV surface antigen at eliciting effective cellular immune responses. They concluded 
that the relatively absent humoral but strong cellular response could make this vaccine a potential therapeutic 
vaccine candidate for chronic HBV [123] [124].  

In another work, a recombinant attenuated L. monocytogenes strain carrying plasmids for eukaryotic expres- 
sion of the Mycobacterium tuberculosis Ag85 complex (Ag85A and Ag85B) and MPB/MPT51 molecules, 
showed the induction of specific protective cellular immunity against M. tuberculosis. A specific Th1 cellular 
immune response following protective cellular immunity against an intravenous challenge with M. tuberculosis 
H37Rv, comparable to that caused by the conventional live BCG vaccine strain, was also observed [125]. 

However, these attenuated pathogenic bacteria present potential risk of reversion to their wild-type (virulent) 
phenotype, associated risk of infection and sensitive public opinion about their use as not being completely safe 
for human use, especially in children and immune compromised patients. Moreover, variation in the immunoge- 
nicity of the different attenuated strains has constituted a major problem and it has been difficult to reach the 
right balance between the level of attenuation (i.e., lack of disease symptoms) and immunogenicity (i.e., efficacy) 
[126].  

In this regard, the use of non-pathogenic and food-grade bacteria, such as lactic acid bacteria (LAB), can 
represent an attractive alternative as vehicles for mucosal DNA delivery vaccines, since they are naturally 
present in foods and have long been consumed by humans, can be safely delivered at high doses and generate 
mucosal and systemic immune responses [127] [128].  

Lactococcus lactis as DNA vaccines 
Lactococcus lactis, the model LAB, has been widely used as vehicle for the delivery of exogenous antigens at 

mucosal level [127]. L. lactis is one of the most advanced prototypes of non-invasive, non-colonizing bacterial 
vaccine vehicles. Presenting the “GRAS” (Generally Recognized As Safe) status, L. lactis can be orally and 
intranasally administered, do not need further plasmid amplification neither purification steps [129], and some 
species of this group are capable of increasing the amount of IgA in the mucosa and stimulate the phagocytic 
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system of the host [54]. Moreover, LAB have little immunogenic activity and can be continuously used in im- 
munization programs, do not present lipopolysaccharides (LPS) on their cellular wall, eliminating all possible 
risks of shock by endotoxin, and can be easily engineered to express multiple proteins and other molecules 
[127]. 

The use of L. lactis as microbial host for DNA delivery into mammalian cells has been evaluated as another 
promising DNA vaccination strategy [115] [130]-[132]. Delivery of DNA into mammalian cells was demon- 
strated by Guimarães and colleagues in 2006 using native L. lactis strains capable of delivering a plasmid (pLIG: 
BLG1) harboring the bovine ß-lactoglobulin (BLG) gene, one of the major cow’s milk allergen, under the tran- 
scriptional control of the viral promoter CMV. Production and secretion of BLG was observed in Caco-2 cells 
after incubation with L. lactis carrying the DNA plasmid vector, demonstrating that L. lactis is able to deliver 
BLG cDNA into mammalian epithelial cells in vitro [129]. After that, Chatel et al. showed that this L. lactis 
strain (pLIG:BLG1) orally administered to mice was also able to transfer the functional plasmid vector to mice’s 
epithelial membranes of the small intestine and induce a low and transitory Th1-type immune response [51].  

In an approach to improve DNA vaccine delivery, wall weakening treatments in L. lactis, with glycine, peni- 
cillin or lysozyme, were used to promote the uptake of these bacteria by Caco-2 cells. Strains harboring a func- 
tional plasmid containing a reporter red fluorescent protein (RFP) gene were used in vitro for gene delivery and 
L. lactis strain NZ3900 treated with glycine showed a good gene transfer frequency. However, a mechanism by 
which treated bacteria could be efficiently internalized into Caco-2 cells has not yet been developed and could 
be an interesting strategy to avoid the use of virulent genes [131]. 

In another attempt to improve DNA delivery, an invasive L. lactis strain expressing internalin A (InlA), a cell 
wall-anchored protein and major invasin of Listeria monocytogenes, was constructed [133] [134]. InlA binds to 
an extracellular domain of E-cadherin, a transmembrane cell-to-cell adhesion molecule. It was demonstrated that 
this recombinant L. lactis could be successfully internalized by epithelial Caco-2 cells in vitro and by entero- 
cytes in vivo after oral administration in guinea pigs. In addition, L. lactis InlA+ was able to deliver a vaccine 
vector expressing the green fluorescent protein (GFP) under the control of the CMV promoter and about 1% of 
Caco-2 cells expressed eGFP after co-culture with this strain [135]. However, it is important to note that in vivo 
experimental studies with L. lactis expressing the IntA+ are limited to guinea pigs or transgenic mice expressing 
human E-cadherin, as InlA only binds to human E-cadherin and does not interact with murine E-cadherin, limit- 
ing its experimental use in mouse models [136]. 

Thus, in the attempt of improving DNA delivery and increasing its use for a wider range of animal models, a 
new recombinant invasive L. lactis strain expressing the Fibronectin-Binding Protein A (FnBPA) of Staphyloc- 
cocusaureus [137] was constructed [136]. FnBPA mediates adhesion to host tissue and bacterial uptake into 
phagocytic and non-phagocytic host cells, has many binding domains for fibronectin and a specific domain for 
fibrinogen. It was demonstrated that the invasive capacity and internalization of L. lactis FnBPA+ into Caco-2 
cells was comparable to the observed in L. lactis InlA+ [136]. 

Recently, the L. lactis FnBPA + strain harbouring the pValac:BLG plasmid showed increased DNA plasmid 
transfer both in vitro and in vivo. This strain was capable of producing up to 30 times more BLG in Caco-2 cells 
than the non-invasive L. lactis p Valac:BLG strain and increased the number of mice producing BLG [132]. In 
order to avoid the use of this lactococci strain, De Azevedo et al. constructed a new L. lactis strain that produces 
a previously described mutated form of InlA (mInlA) and that allows binding to murine E-cadherin. The plasmid 
transfer in vitro using L. lactis mInlA + BLG increased 10 times compared to the wild type strain and the num- 
ber of mice producing BLG in isolated enterocytes after oral administration was slightly higher [115].  

All these approaches confirm the high potential of invasive recombinant lactococci strains as DNA delivery 
vector in vivo. Moreover, these strategies combine the advantages of mucosal immunization with the simplicity 
of the technique and low cost of DNA vaccines, as well as the secure use of these bacteria. In this context, the 
use of non-invasive and invasive L. lactis strains for the delivery of plasmids expressing molecules of interest 
could be a good, efficient, economical and safe strategy for the development of DNA vaccines for the control of 
a diverse array of diseases. 

7. Approved DNA Vaccines 
Four DNA vaccines have already been approved for veterinary use, being two of them prophylactic vaccines 
against infectious diseases, one for cancer immunotherapy and one for gene therapy (Table 4).  
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Table 4. DNA vaccines approved for veterinary use.                                                            

Type Species Target Product/Company License date/ 
country 

Route of  
administration Benefits 

Prophylactic  
vaccine Horses West Nile Virus 

West Nile-Innovator®/ 
Fort Dodge Animal 

Health 
2005 USA IM1 Production of  

protective antibodies 

Prophylactic  
vaccine Salmon 

Infectious  
haematopoietic  

necrosis virus (IHNV) 

Apex-IHN®/Novartis 
Animal Health 2005 Canada IM 

Stimulation of innate and  
adaptive immune responses 

improving the welfare  
and product yield 

Immunotherapy  
of cancer Dogs Melanoma Oncept™/Merial 2010 USA ID2 needle-free. 

Production of antibodies  
capable of preventing the 

progress of the disease and 
prolonging the animal’s life 

Gene therapy Swine 
Growth hormone  

releasing hormone  
(GHRH) 

LifeTide®  

SW5/VGX™  
Animal Health 

2008 Australia IM followed by 
electroporation 

Decrease in perinatal  
mortality and morbidity,  
increase of the number  
of pigs weaned per sow  

and productivity 

 
In 2005, the West Nile Virus (WNV) equine DNA vaccine was licensed by the US Department of Agriculture 

(USDA). This vaccine contains two genes that encode WNV proteins. One advantage of this DNA vaccine is 
that vaccinated horses can be differentiated from those that have been naturally infected by the virus, which 
could be considered an important factor for public health disease monitoring activities [138] [139]. Also in 2005, 
the Canadian Food Inspection Agency (CFIA) licensed a DNA vaccine against the Infectious Haematopoietic 
Necrosis Virus. Produced by Novartis, this vaccine is commercially called Apex-IHN® and prevents infectious 
haematopoietic necrosis in farm-raised Atlantic salmon and is composed of a plasmid containing the gene for a 
glycoprotein of the virus, under the control of the pCMV promoter, and is able to stimulate innate and adaptive 
immune responses [17]. 

The first therapeutic vaccine for cancer treatment that was approved by the USDA is commercially called 
ONCEPT™ (Merial). This vaccine is used for dogs affected by oral melanoma and is produced by the insertion 
of a non-canine gene for tyrosinase in a DNA plasmid. The tyrosine gene is present in tumour and normal cells, 
so no immune response against this antigen is formed. Human tyrosine is partially similar to the canine tyrosine; 
however, it is also partially recognized as a foreign antigen by the animal’s organism and is then able to break 
the tolerance to this protein, inducing a strong immune response [140] [141]. A conditional license of this vac- 
cine was available for veterinary oncologists and testing in 2007 and in 2010 it received full licensing. 

Finally, a gene therapy developed for pigs demonstrated that animals that had received only one dose of the 
DNA plasmid were capable of expressing the natural form of the growth hormone releasing hormone (GHRH), 
being this result the same as that obtained for pigs that were treated with two doses of the injectable growth 
hormone (GH) daily during eight weeks. The injectable dose of the plasmid (pGHRH) administrated through 
electroporation favoured the expression of GH. Approved in 2008 by the Australian Pesticides and Veterinary 
Medicines Authority, pGHRHwas the first licensed therapeutic plasmid administrated via electroporation. 
Commercially called LifeTide® SW 5 (VGX Animal Health), this vaccine is administered in a single dose to fe-
males of reproductive age, reducing perinatal morbidity and mortality and increasing productivity [19] [20].  

While some animal DNA vaccines are already being used, many human DNA vaccines are still being tested in 
clinical trials. Successfully tested vaccines in animal models opened the door to the development of human vac- 
cines, using procedures approved by ethic committees. Testing DNA vaccines in clinical trials is important to 
obtain information about adverse effects, safety and efficacy of the vaccine and vaccination procedure. Clinical 
trials are composed of four sequential phases. In Phase I, the experimental vaccine is administered to a group of 
20 - 80 people to evaluate the safety and proper dosing of the vaccine and identify its side effects. In Phase II the 
efficacy and safety are evaluated in a larger group of individuals (100 - 300), while in Phase III the vaccine is 
tested in an even larger group of people (1000 - 3000) and compared to conventional treatments, in order to pro- 
vide information on their safe use, effectiveness and side effects. Finally, in Phase IV, post marketing studies de- 
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lineate additional information, including the drug’s risks, benefits and optimal use (www.clinicaltrials.gov).  
A HIV-1 vaccine clinical trial phase I study was performed in healthy HIV-1–uninfected adults using the 

PENNVAX®-B DNA vaccine (PV is a mixture of 3 expression plasmids encoding HIV-1 Clade B Env, Gag, and 
Pol) and a DNA plasmid expressing human interleukin 12 (IL-12). Cellular immune responses were analysed 
after four intramuscular vaccine administration or three intramuscular administrations by electroporation. This 
trial showed that this vaccine was safe and well tolerated by patients and that the administration of PV and IL-12 
by electroporation had a significant dose-sparing effect and provided higher immunogenicity to that observed in 
the trial without electroporation, showing the power of combining DNA approaches to generate stronger im- 
mune responses in humans [142]. 

Sadly, until now no licensed human DNA vaccines exist, but the results obtained with the commercialized 
veterinary vaccines and the various human clinical trials that are under study are increasing the reliability of this 
vaccine platform, greatly raising hopes for the successful development of human vaccines and therapies. How- 
ever, a lot of effort and work is still necessary to improve the different DNA vaccine platforms to certify their 
safety and immunological efficiency.  

8. Conclusion 
DNA vaccine is a simple concept with a complex mechanism of action that represents a feasible strategy for 
world health today. The proof of this is that four DNA vaccines that have proved to be efficient for prophylaxis 
against infectious diseases, cancer immunotherapy and gene therapy have already been approved for veterinary 
use. Till today, no available human DNA vaccines exist, but the results obtained with the already licensed animal 
vaccines increases their reliability and hopes for the development of DNA vaccines for human use. Therefore, 
strategies designed to improve genetic vaccination efficiency are nowadays the focus of current studies with 
DNA vaccines. 
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Abstract 

The use of the food-grade bacterium Lactococcus lactis as vehicle for the delivery of 

DNA vaccine plasmids by oral route constitutes a promising strategy for vaccination 

against various infectious diseases.  As the delivery of DNA plasmids to eukaryotic 

cells is of critical importance for subsequent DNA expression and effectiveness of the 

vaccine, it is believed that the use of the recombinant invasive L. lactis FnBPA+ strain 

for oral delivery of the eukaryotic expression vector pValac for expression of the ESAT-



6 antigen (6-kDa Early Secreted Antigenic Target) of Mycobacterium tuberculosis by 

host cells could represent a new DNA vaccine strategy against Tuberculosis. Thus, the 

goal of this work was to construct the L. lactis FnBPA+ (pValac:ESAT-6) and test this 

strain in BALB/c mice. For this purpose, the coding sequence of ESAT-6 was firstly 

cloned into the pValac vector and its functionality was confirmed by 

immunocytochemistry. Following, the L. lactis FnBPA+ (pValac:ESAT-6) strain was 

constructed and its immunological profile was checked in BALB/c mice. This oral strain 

was able to significantly increase INF-γ production in spleen cells, showing a systemic 

cell Th1 response, required for vaccines against tuberculosis. In addition, an increase 

of T CD4+ and T CD8+ IFN-γ producing cells in animals from the L. lactis FnBPA+ 

(pValac:ESAT-6) group was also observed when compared to the negative group. 

Furthermore, these mice also showed a significant increase of specific secretory IgA 

production in colon tissue and fecal extract. Thus, this is the first time that L. lactis was 

used to deliver a plasmid DNA harboring an antigen against tuberculosis through 

mucous membranes. 

 

Keywords: Lactococcus lactis, DNA delivery system, Tuberculosis, ESAT-6 

 

1. Introduction 

Mucosal administration of bacterial carriers to deliver plasmid DNA constitutes a 

promising vaccination strategy. However, most of the bacteria used to deliver DNA 

vaccines into mammalian cells are invasive pathogens such as Listeria, Salmonella, 

and Shigella (Schoen et al., 2004). Nevertheless, the risk associated with possible 

reversion to their virulent phenotype is a major concern (Dunham, 2002). Therefore, 

due to safety reasons, food and commensal lactic acid bacteria (LAB) have been used 

as an alternative of DNA delivery vehicles to develop DNA vaccines (Wells and 

Mercenier, 2008). Lactococcus lactis (L. lactis), the LAB model, obtained the GRAS 

(Generally Recognized As Safe) status due to its lack of pathogenicity and has been 



extensively used for the production and delivery of antigens and cytokines and, more 

recently, as well as vehicle for the delivery of DNA vaccines by oral route (Wells and 

Mercenier, 2008; Guimarães et al., 2009). 

Internalization of the bacterial carrier is a fundamental step to achieve efficient DNA 

delivery in eukaryotic cells (Grillot-Courvalin et al., 1998). In order to increase this, an 

invasive L. lactis strain (L. lactis FnBPA+), that expresses the Fibronectin binding 

protein A (FnBPA) of Staphylococcus aureus, a bacterial invasin that is involved in 

intracellular spreading in the host (Que et al., 2001; Innocentin et al., 2009), was 

developed. Furthermore, a new plasmid called pValac was also constructed for 

eukaryotic DNA vaccination using LAB, and which contains the cytomegalovirus 

promoter (pCMV) and the polyadenylation sequence (polyA) from the bovine growth 

hormone (BGH). Its applicability was confirmed when the green fluorescent protein 

(GFP) was expressed in PK15 and Caco-2 cells transfected with the the pValac:gfp 

plasmid (Guimarães et al., 2009).   

The L. lactis FnBPA+ strain was then tested for its internalization ability and its 

potential as DNA vaccine delivery vehicle and showed to be invasive and capable of 

transferring the pValac:gfp plasmid to Caco-2 cells with an increased GFP expression 

when compared to native lactococci (Innocentin et al., 2009). Furthermore, in mice, oral 

administration of the invasive L. lactis FnBPA+ (pValac:gfp) strain showed GFP 

expression in epithelial cells of the small and large intestines by fluorescent 

microscopy, confirming the capacity of invasive recombinant LAB as DNA delivery 

vectors in vivo (Pontes et al., 2012; del Carmen et al., 2013). 

In this regard, it is believed that the use of invasive L. lactis strains containing the 

pValac vector, for eukaryotic expression of specific antigens, could represent a new 

strategy for controlling infectious diseases, such as Tuberculosis (TB). TB is still the 

leading killer worldwide among young adults caused by a single infectious agent and 

which results in more than 8 million new TB cases and 2 million deaths annually. 

Moreover, about one third of the global human population is estimated to be affected 



by latent TB (Pieters, 2008). Mycobacterium bovis Bacille Calmette Guerin (BCG), the 

only available TB vaccine for over the last 80 years, is ineffective against pulmonary TB 

in adults (Liu et al., 2009). Hence, the development of effective vaccination strategies 

against TB represents one of the prime objectives of TB research. 

Comparative genomic analyses identified locus regions called regions of difference 

(RD) that were deleted from the BCG genome during its divergence from M. bovis, 

event perhaps contributed to the inadequate protection imparted by BCG (Mostowy et 

al., 2003). ESAT-6 (6-kDa Early Secreted Antigenic Target), an immunodominant 

secretory protein of Mycobacterium tuberculosis encoded by the RD1 locus is present 

in all pathogenic members of the M. tuberculosis complex (Pym et al, 2002). ESAT-6, 

which has a large number of B and T cell epitopes, is strongly recognized during the 

early phase of M. tuberculosis infection, as well as in patients with active TB, and is a 

potent inducer of long-lasting memory immunity against TB (Andersen et al., 1993; 

Brandt et al., 1996). The strong immunogenicity of ESAT-6 and its absence in the BCG 

vaccine makes this antigen an attractive target for the development of a new TB 

vaccine. 

Thus, this study aimed to construct the pValac:ESAT-6 plasmid, verify its functionality 

in vitro, construct the invasive L. lactis FnBPA+ (pValac:ESAT-6) strain to orally 

immunize BALB/c mice and evaluate the out coming immunological cellular and 

humoral response. This work may represent a first step towards the development of a 

new methodology for oral DNA vaccines delivered by recombinant L. lactis. 

 

2. Materials and Methods 

 

2.1. Bacterial strains and growth conditions: The bacterial strains and plasmids 

used in this work are listed in Table 1. L. lactis subsp. cremoris strains were grown in 

M17 (Difco, Sparks, MD, USA) medium supplemented with 0.5% glucose (GM17) at 

30°C without agitation. Escherichia coli (E. coli) strains were aerobically grown in Luria-



Bertani (LB) medium at 37°C with vigorous shaking. Bacteria were selected by the 

addition of antibiotics as necessary: for L. lactis, erythromycin (Ery) 5 µg/mL and/or 

chloramphenicol (Cm) 10 µg/mL; for E. coli, Cm 10 µg/mL and/or kanamicin (Km) 50 

µg/mL.  

 

2.2. DNA manipulations: General DNA manipulations techniques were carried out 

according to standard procedures. Unless otherwise indicated, DNA restriction and 

modification enzymes were used as recommended by the suppliers. Plasmid DNA from 

E. coli and L. lactis were isolated as previously described (Sambrook et al., 1989) with 

the following modifications: for plasmid DNA extraction from L. lactis, the first step 

included addition of TES (10 mM Tris-HCl; 10 mM EDTA; 300 mM NaCl) containing 

lysozyme (10 mg/mL) for 60 min at 37°C to prepare protoplasts. Electroporation of L. 

lactis was performed as previously described (Langella et al., 1993): L. lactis 

transformants were plated onto GM17 agar plates containing the required antibiotic and 

were counted after 1 day incubation at 30°C. 

 

2.3. pValac:ESAT-6 and L. lactis FnBPA+ (pValac:ESAT-6) construction: The ORF 

of ESAT-6 was amplified from the genomic DNA of the M. tuberculosis H37Rv strain 

using the Pfx Platinum® DNA polymerase (Invitrogen) and the specific oligonucleotides 

for ESAT-6: 5’- GGATCCACCATGGAGCAGCAGTGGAATTTCGCG-3’ (ESAT-6 Fwd) 

and 5’-GAATTCCTATGCGAACATCCCAGTGACG-3’ (ESAT-6 Rev). The amplified 

product was purified (Kit illustraTM GFXTM PCR DNA and Gel Band Purification – GE 

Healthcare) and cloned into the Zero Blunt® TOPO® vector (Invitrogen) and 

transformed in E. coli TOP10. Following, the 300 bp ORF of ESAT-6 and the pValac 

vector were both digested with BamHI and EcoRI restriction enzymes, gel purified and 

ligated using the T4 DNA ligase (Promega), and transformed in E. coli TG1 to obtain 

the E. coli TG1 (pValac:ESAT-6) strain. The integrity of the insert was confirmed by 



sequencing using the BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied 

Biosystems) in an ABI3130 sequencing equipment (Applied Biosystems). 

Following, the pValac:ESAT-6 plasmid was transformed into the L. lactis FnBPA+ 

strain. To confirm the L. lactis FnBPA+ (pValac:ESAT-6) construction, specific primers 

for the pValac vector (ValF- 5’ GCTTATCGAAATTAATACGACTCACTATAGGG-3’ and 

ValR 5’-GGCTGATCAGCGGGTTTAAACG-3’) and for part of the ORF of fibronectin  

(FnAF- 5’-TCAGCTATTGATATCGATTA-3’ and FnAR- 5’ 

CAACACTATTGTGTCCACCG 3’) were used. 

 

 

2.4. Transfection assays of mammalian CHO cells with the pValac:ESAT-6: The 

pValac:ESAT-6 plasmid was assayed for ESAT-6 expression by transfection into the 

Chinese hamster ovary cell line [Flp-InTM-CHO (Invitrogen)]. CHO cells were cultured in 

complete Nutrient Mixture F12 Ham medium (Sigma), supplemented with 10% fetal calf 

serum (Gibco), 1% L-glutamine (Sigma), 100 ng/mL zeocin and 2,5% Hepes (Sigma). 

Ninety to 95% confluent CHO cells were then transfected with 4 μg of pValac:ESAT-6, 

or pValac:gfp (positive control), or none plasmid (negative control), previously 

complexed with Lipofectamine2000 (Invitrogen) as described by the supplier. The 

transfection efficiency of GFP-producing cells (positive control) was visualized 48 to 72 

hours after transfection with a fluorescent microscope (Zeiss Axiovert 200). 

 

2.5. Analysis of the ESAT-6 protein by immunofluorescence: Cells transfected or 

not with the pValac:ESAT-6 plasmid were washed twice in Phosphate Buffered Saline 

(PBS) solution, fixed for 15 min with paraformaldehyde (4% in PBS) and permeabilized 

with Triton X-100 (0.1% in PBS) for 10 min at room temperature. The cells were then 

incubated in a 1/50 dilution of specific rabbit polyclonal IgG anti-ESAT-6 antibody 

(Abcam) (10 µg/mL) in PBS/BSA 1% for 120 min at room temperature and rinsed three 

times in PBS. Following, the cells were then incubated in a 1/500 dilution of anti-rabbit 



IgG Alexa-Fluor 488 (Invitrogen) (4 µg/mL) in PBS/BSA 1% and DAPI (Invitrogen) (2 

µg/mL) for 60 min at room temperature in the dark. Samples were mounted with 

hydramount and the images were captures using a Zeiss LSM 510 META inverted 

confocal laser-scanning microscope equipped with an argon laser and blue filter with 

maximum emission of 520 nm; a filter with emission around 461 nm was used for DAPI 

detection. Images of each sample were collected and analyzed using the Zeiss LSM 

Image Browser software.    

Cells transfected or not with the pValac:ESAT-6 plasmid were examined through flow 

cytometry. Using the Foxp3 Staining Buffer Set Kit (eBioscience), 106 cells were 

incubated with fixation buffer, washed and incubated with the permeabilization buffer. 

Thereafter, the pellet was incubated with the rabbit polyclonal IgG anti-ESAT-6 

antibody (Abcam) (10 µg/mL) diluted in PBS/BSA 1% for 30 min at room temperature 

and then washed. Following, the cells were incubated in a 1/500 dilution of anti-rabbit 

IgG Alexa-Fluor 488 (Invitrogen) (4 µg/mL) for 30 min at room temperature in the dark. 

After washing twice, the cells were fixed with paraformaldehyde and quantification of 

ESAT-6 producing CHO cells was performed using a FACScan (Becton Dickinson 

Bioscience) equipment and data acquired were analyzed using the FlowJo program 

(TreeStar, Ashland, OR, USA). 

 

2.6. Cloning, expression and purification of the recombinant ESAT-6 protein: The 

ORF of ESAT-6 was amplified from the genomic DNA of the M. tuberculosis H37Rv 

strain using specific oligonucleotides (FprotESAT-6: 5’ 

CACCATGACAGAGCAGCAGTGGAATTTC 3’ and RprotESAT-6: 5’ 

AAATGCGAACATCCCAGTGACGTT 3’) designed for directional cloning in the 

expression vector pBAD202/D-TOPO® (Invitrogen) and transformed in E. coli TOP10, 

according to manufacturer’s instructions. The nucleotide sequence of the cloned insert 

was confirmed by sequencing. To induce the ESAT-6 expression from E. coli 

pBAD:ESAT-6, arabinose was used as inducer at a final concentration of 0.002%; the 



induced culture was lysed in a solution of 2M urea and purified using nickel columns 

(HisTrap™ HP Columns - Easy, High-performance Purification - GE Healthcare) and 

FPLC ÄKTAPRIME plus (GE Healthcare). To visualize the molecular weight of the 

recombinant ESAT-6 protein (rESAT-6) and confirm its purity, it was resolved by SDS-

PAGE and stained with Comassie Blue solution and the Silver Nitrate method 

(Sambrook et al., 1989). The immunogenicity of the purified rESAT-6 was verified by 

ELISA using a commercial mouse monoclonal anti-ESAT-6 antibody (Abcam). 

 

2.7. Mice: Conventional BALB/c mice, with 4-5 weeks of age, obtained from the inbred 

closed colony (CEBIO) maintained at the Federal University of Minas Gerais (UFMG -

Belo Horizonte, Brazil), were treated with Ivermectina 0.001% (Agener União) and 

used for the immunization assays. Procedures and manipulation of animals followed 

the rules of the Ethical Principles in Animal Experimentation, adopted by the Ethics 

Committee on Animal Experimentation (CEUA/UFMG/Brasil). All animals were 

maintained in collective cages (5 animals/cage) in an environmentally controlled room 

with a 12-hour light/dark cycle and unlimited free access to water and food and each 

animal was analyzed individually. 

 

2.8. Immunization assay with L. lactis FnBPA+ (pValac:ESAT-6): BALB/c mice 

were divided in the following experimental groups: saline (negative); L. lactis MG1363 

(wild type L. lactis strain; control); L. lactis FnBPA+ (invasive L. lactis strain; control); L. 

lactis MG1363 (pValac:ESAT-6) and L. lactis FnBPA+ (pValac:ESAT-6). Mice were 

orally immunized by gavage with 1x108 CFU of bacterial suspension in a final volume 

of 100 µL of saline. Immunizations were ministered at three different times (days 1, 15 

and 29) and at each time, mice were immunized for three consecutive days. Animals 

were sacrificed on day 42 after being anesthetized with a ketamine and xylazine 

mixture.  

 



2.9. Characterization of the humoral immune response profile: Blood collection 

was performed during the experiment on days 14, 28 and on the day of scarification 

(day 42) and the serum was separated to evaluate anti-ESAT-6 immunoglobulins (IgG, 

IgG1, IgG2a and IgA). Mucosal secretory IgA (sIgA) was also measured from colon 

tissues and fecal extracts. These Igs were measured by Capture Enzyme-Linked 

Immunosorbent Assay (ELISA) (Sambrook et al., 1989), coating the plates with 5 

µg/mL of rESAT-6. 

 

2.10. Characterization of the cellular immune response profile: On the day of 

sacrifice, spleens were removed, macerated, and 1x106 cells/spleen were plated in 

complete RPMI 1640 (Sigma Aldrich) medium supplemented with 10% of fetal bovine 

serum, sodium pyruvate 1 mM, non-essential amino acids 1 mM, gentamicin 25 µg/mL 

and L-glutamine 2 mM, and maintained at 37ºC and 5% CO2. The spleen of each 

animal was seeded to 96-wells microtiter plates and treated by three different methods: 

experimental samples were stimulated with 5 µg/mL of rESAT-6, positive control 

samples were stimulated with 16µg/ml concanavalin A (ConA, Sigma) and only 

complete RPMI medium was added to negative control samples (non-stimulated cells). 

After 60h of stimuli, the supernatant of cells was collected to measure the cytokines 

INF-γ, TNF-α, IL-12, IL-10 and IL-4 through Sandwich ELISA (Sambrook et al., 1989). 

The results were expressed by the subtraction of non-stimulated culture from the 

stimulated rESAT-6 culture.  

 

2.11. Verification of INF-γ producing T CD4+ and T CD8+ cells by flow cytometry: 

The labeling of intracellular IFN-γ in T CD4+ and T CD8+ cells was performed using 

the culture of stimulated or not stimulated splenocytes with rESAT-6. For this, 1x106 

cells were first plated and after 12 hours of incubation at 37ºC and 5% CO2, these were 

maintained in RPMI medium and Brefeldin A 10 μg/mL (Sigma) for 2h. Following, the 

cells were washed twice with PBS-BSA 1% and specific surface marker antibodies 



[anti-mouse CD8-FITC 2.5 μg/mL and anti-mouse CD4-CY 0,66 μg/mL - BD 

PharmagenTM] were added and cells were incubated at 4°C for 30 minutes in the dark. 

After two more washes and using the Mouse Foxp3 Buffer set (BD PharmagenTM), cells 

were resuspended in fixation buffer and kept at 4°C for 30 minutes. The cells were then 

washed with a permeabilization solution and incubated at 4°C for 30 minutes. After 

washed, the cells were incubated with PE anti-mouse IFN-γ [4 μg/mL - BD 

PharmagenTM] at room temperature for 20 minutes in the dark. After washing twice, the 

cells were fixed with paraformaldehyde for analysis by flow cytometry using the 

FACScan equipment and analyzed using the FlowJo program (TreeStar, Ashland, OR, 

USA). 

 

2.12. Statistical analysis: Statistical variance analysis was performed using the 

GraphPad Prism 5.0 software (San Diego, CA, USA) and all results were expressed as 

the mean ± standard error of the mean (SEM). Analyses were performed by One-way 

ANOVA followed by Bonferroni or Dunnett pos-test. A 95% confidence limit was 

considered to be significant (p < 0.05).  

 

3. Results 

 

3.1. Construction of Lactococcus lactis FnBPA+ (pValac:ESAT-6): The ORF of 

ESAT-6 was successfully cloned into the pValac vector between the Cyto Megalo Vírus 

promoter (pCMV) and the polyadenylation signal of Bovine Grown hormone (BGH 

polyA) sites, required for gene expression by host eukaryotic cells. The pValac vector 

also harbors a prokaryotic region containing the RepA/RepC replication origins for both 

E. coli and L. lactis, respectively, and a chloramphenicol resistence gene (Cm) for 

bacteria selection (Figure 1). The construction of the pValac:ESAT-6 plasmid was 

confirmed by digestion, PCR and sequencing (data not shown). The pValac:ESAT-6 

plasmid was inserted into the invasive L. lactis FnBPA+ strain, a recombinant strain 



that is capable of adhering and invading eukaryotic cells, resulting in the recombinant 

L. lactis FnBPA+ (pValac:ESAT-6) strain. 

 

3.2. Functionality of pValac:ESAT-6 plasmid in eukaryotic cells in vitro: In order to 

determine expression and protein production of ESAT-6 antigen by eukaryotic cells and 

subsequently functionality of pValac:ESAT-6, this plasmid is transfected in CHO cells. 

Through confocal microscopy and labeling the transfected cells with the specific 

antibodies, it was possible to visualize and verify the expression of the ESAT-6 protein 

by these cells after 72h of transfection with the pValac:ESAT-6 plasmid (Figure 2a, 2c 

and 2f). No fluorescence was visualized in the negative controls (Figure 2d and 2e). 

These results were also verified through flow cytometry (Figure 3). By representation of 

the results in dot plot graphics it was possible to confirm the expression of the ESAT-6 

protein by CHO cells since approximately 34% of transfected cells emitted 

fluorescence (Figure 3a) against no fluorescence by non-transfected cells (Figure 3b), 

demonstrating that the pValac:ESAT-6 is functional. 

 

3.3. The rESAT-6 protein was successfully purified: The ESAT-6 ORF was 

successfully cloned into the pBAD expression vector, and the construct was confirmed 

by PCR and sequencing. After induction of the culture with arabinose, it was possible 

to observe the production of the rESAT-6 protein, with the expected molecular weight 

(26kDa), in the insoluble cell fraction. Thus, the culture was lysed with 2M urea and the 

protein purified by fast protein liquid chromatography (FPLC), confirming the molecular 

weight and purity by the silver nitrate method. Moreover, it was confirmed by ELISA 

that the purified protein was reactive to commercial monoclonal anti-ESAT-6 antibody 

(data not shown).  

 

3.4. Lactococcus lactis FnBPA+ (pValac:ESAT-6) was able to induce significant 

sIgA: The administration of Lactococcus lactis FnBPA+ (pValac:ESAT-6) to BALB/c 



mice was able to increase anti-ESAT-6 sIgA in the colon tissues and fecal extracts. A 

statistically significant increase in specific sIgA production in colon tissues (Figure 4A) 

and in fecal extracts (Figure 4B) was observed when compared to all other groups 

tested. Regarding the humoral systemic response, levels of IgA, IgG and their isotypes 

IgG2a and IgG1 were measured in the serum of immunized mice, but no significant 

difference was observed during experiment (data no shown). Despite this, a slight non-

significant increase was observed in serum IgA (Figure 4C). Two weeks after the last 

immunization there was a visual increase in the detection of serum IgA in the 

experimental L. lactis FnBPA+ (pValac:ESAT-6) group, but this was not significantly 

different compared to the L. lactis FnBPA+ control group, where an increase of 

systemic IgA was not possible to confirm. 

 

3.5. Lactococcus lactis FnBPA+ (pValac:ESAT-6) was able to induce significant 

INF-γ production: The administration of Lactococcus lactis FnBPA+ (pValac:ESAT-6) 

to BALB/c mice was able to increase INF-γ production by spleen cells rESAT-6 

stimulated. After 60h of stimulus, a significant increase in INF-γ production was 

observed in the group that received L. lactis FnBPA+ (pValac:ESAT-6), with the 

production approximately three times greater (1,5ng/mL) compared to all other control 

groups tested (Figure 5A). Regarding the other pro-inflammatory cytokines tested, IL-

12 and TNF-α, no difference was observed between the experimental groups tested 

(Figure 5C and 5D). Furthermore, no significant difference was observed for the Th2 

cytokines IL-10 and IL-4, with no significant difference of IL-10 between the groups 

tested and no significant detection of IL-4 (data not show). However, there was a 

significant increase, compared to the negative group, of intracellular IFN-γ producing T 

cells in mice immunized with the invasive L. lactis FnBPA+ (pValac:ESAT-6) strain, as 

observed by flow cytometry. Approximately 13% of T CD8+ cells of mice from the L. 

lactis FnBPA+ (pValac:ESAT-6) group were producing IFN-γ, versus approximately 8% 

in the negative group. However, only 1.7% of T CD4+ cells produced IFN-γ in mice 



immunized with L. lactis FnBPA+ (pValac:ESAT-6) when compared with the negative 

control that showed approximately 1% (Figure 6A and 6B).  

 

4. Discussion: The use of LAB, and especially L. lactis, for the production of 

heterologous proteins of biotechnological interest is now a reality. With new information 

regarding these microorganisms and new genetic tools, new possibilities of use are 

being envisioned. In this context, the use of L. lactis as mucosal delivery system may 

represent a next step to be achieved in this area. For this, was developed the invasive 

L. lactis strain expressing FnBPA, able to enhance the deliver eukaryotic expression 

vectors to mucosal epithelial cells (Innocentin et al., 2009). This system here presented 

uses oral administration, a non-invasive route that can be easily used in large 

immunization programs. Moreover, this immunization system can be used for the 

control of many infectious diseases whose pathogens invade the host through the 

mucosal surface, as is the case of TB.  

In this regard, the use of L. lactis FnBPA+ (pValac:ESAT-6) strain demonstrated that its 

oral administration in mice results in a specific immune response to ESAT-6, with 

significant mucous sIgA and INF-γ production, suggesting its ability for mucosal DNA 

delivery. Another result that confirmed our delivery system was the increase of INF-γ 

producing T CD4+ and T CD8+ cells. T CD8+ cells are the main cell type involved in 

the response to intracellular produced antigens, like in DNA plasmid delivery.  

The immune response obtained using the immunodominant antigen ESAT-6 was as 

expected, since many authors have shown that this antigen has an important role in T 

cell response in the first stage of the infection and a large number epitopes have 

already been described (Lalvani et al., 2001b; Mustafa et al., 2000; Mustafa et al., 

2003). Moreover, several studies have also demonstrated the ability of this antigen, 

used as a DNA vaccine, to generate a predominantly Th1 response with high INF-γ 

production and consequent protection to TB challenge (Xu et al., 2008; Yuan et al., 

2012). In addition, it has already been shown that ESAT-6 acts by increasing the 



immunogenicity and protection of the BCG vaccine when used in a prime-boosting 

vaccination regime (Wang et al., 2004; Fan et al., 2007).  

Similar results were also obtained by Wang et al. (2009) using ESAT-6 in a study 

where the route (orogastric - gavage) and delivery method (bacteria - attenuated 

Salmonella typhimurium) were similar to this work. The production of the fusion 

ESAT6-Ag85B protein by this DNA vaccine developed a strong Th1 immune response 

with high amount of T CD8+ INF-γ producing cells and an increased proliferation of 

specific T CD4+ and T CD8+ cells. In this work, also was observed a significant 

increase of specific IgA in the serum and tissues of the intestine, stomach and lung of 

animals, with higher levels when compared to those observed using BCG alone. 

Moreover, when combining the DNA vaccine together with BCG higher production of 

sIgA was observed, being the highest in the intestinal tissue.  

Regarding delivery systems, it has been previously shown that L. lactis expressing 

FnBPA is able to internalize in vitro and in vivo at higher rates compared to wild-type L. 

lactis due to the presence of the superficial FnBPA (Innocentin et al., 2009; Pontes et 

al., 2012; Pontes et al. 2014). In this context, the production of specific sIgA in the 

colon tissues and fecal extracts was approximately three-times higher in the L. lactis 

FnBPA+ (pValac:ESAT-6) group in comparison with the non-invasive L. lactis MG1363 

(pValac:ESAT-6) group. The same difference was observed regarding the cellular 

immune response, where the INF-γ stimulus of the invasive strain [L. lactis FnBPA+ 

(pValac:ESAT-6)] was approximately three-times higher in comparison with the non-

invasive [L. lactis MG1363 (pValac:ESAT-6)], which may suggest that the invasive 

strain was able to deliver the pValac:ESAT-6 vector at a higher rate or more efficiently, 

resulting in a higher ESAT-6 production, and consequently induce a better mucosal 

immune response. 

The mechanism of action of this DNA vaccine probably mimics the viral infection. L. 

lactis carrying a DNA plasmid is internalized by intestinal cells and the major 

histocompatibility complex I (MHC-I) antigen presentation pathway enables the immune 



system to detect cells with peptides from the pValac:ESAT-6 plasmid, such as infected 

enterocytes and dendritic cells (DCs). DCs are able to engulf bacteria from the 

intestinal lumen and then express ESAT-6 via the MHC-I pathway. If not directly 

infected, DCs can acquire exogenous antigens from producing enterocytes and 

presents them to the MHC-II or even via the MHC-I pathway, in a mechanism called 

cross-presentation (Joffre et al., 2012). In this context, with the activation by DCs, 

modulation/activation of a Th1 profile with specific T CD4+ cells producing INF-γ 

occurs and specific naive antigen T CD8+ cells become effector cytotoxic T 

lymphocytes (CTLs). 

In summary, these results show that oral administration of L. lactis FnBPA+ 

(pValac:ESAT-6) is a good alternative to generate a specific immune response to the 

tuberculosis ESAT-6 antigen, suggesting the applicability and effectiveness of this 

novel DNA delivery-based strategy. Thus, further studies should be realized in order to 

optimize this delivery system. 
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Figures: 

 

Fig. 1. Structure of the pValac:ESAT-6 plasmid. Risks indicate: BamHI and EcoRI 

restriction sites and BGH polyadenylation region (poly-A). Arrows indicate: 

cytomegalovirus promoter (pCMV); ORF of the 6-kDa Early Secreted Antigenic Target 

(ESAT-6); replication origin of E. coli (Rep A) and L. lactis (Rep C) and  

chloramphenicol resistance gene (Cm). 

 

 



 

Fig. 2. Confocal microscopy: expression of the ESAT-6 protein by CHO cells 

transfected with the pValac:ESAT-6 plasmid. A) Capture of Alexa 488; B) Capture of 

DAPI; Overlap of images: C) Images A and B; D) Negative control of the primary and 

secondary antibodies; E) Negative control of the secondary antibody and F) Increased 

field of image C. Images obtained using a Zeiss LSM 510 META inverted confocal 

laser-scanning microscope with a 63X objective. 

 

 

Fig. 3. Flow cytometry: expression of the ESAT-6 protein by CHO cells 

transfected with the pValac:ESAT-6 plasmid. A) Dot Plot showing the transfected 

cells labeled with specific antibodies for ESAT-6 labeling B) Dot Plot showing the non-



transfected cells labeled with specific primary anti-ESAT-6 and secondary Alexa 488 

antibodies. Dot Plots showing the cell count on the Y axis and the FL1 detector (Argon 

laser, 488nm) on the X axis. Images obtained using the FlowJo software.  

 

 

Fig. 4. Production of anti-ESAT-6 IgA in immunized animals. A) SIgA detection in 

colon tissues of immunized animals at the end of the experiment. B) SIgA detection in 

fecal extracts of immunized animals. Experimental groups: (-): Saline; M: L. lactis 

MG1363; ME: L. lactis MG1363 (pValac:ESAT-6) (non-invasive experimental group); F: 

L. lactis FnBPA+ (invasive control); FE: L. lactis FnBPA+ (pValac:ESAT-6) (invasive 

experimental group). Data is shown as the mean±SED and the data is from two 

independent experiments (n=10). P value: **p<0.01 versus all groups or as displayed 

on the figure, analyzed at the same immunization/collection time. 

 



 

Fig. 5. Th1 type cytokines from the spleen cells in response to the recombinant 

ESAT-6 stimulus. Production levels analyzed by ELISA of A) INF-γ, B) TNF-α and C) 

IL-12 after 60h of cultured supernatants of spleen cells. The bar represents the 

stimulated culture minus the non-stimulated culture for each animal. Data is shown as 

the mean±SED and the data is from two independent experiments (n=10). P value: 

**p<0.01 versus all groups. 

 

 

Fig. 6. INF-γ producing T CD4+ and T CD8+ cells analyzed by flow cytometry. A) 

Dot Plot showing INF-γ producing T CD4+ and T CD8+ cells, respectively. B) The 

percentages of INF-γ producing T CD4+ and T CD8+ cells represent the mean±SEM 

from a representative experiment of two independent experiments. *p< 0.05 and **p< 



0.01. Results obtained from ESAT-6 stimulated splenocytes of immunized mice, 

labeled with anti CD8-FITC, anti CD4-CY and anti INF-γ-PE. Dot Plots showing the 

SSC (side scatter) on the Y axis and the FL2 detector (INF-γ-PE) on the X axis. Images 

obtained using the FlowJo software.  
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Meios e Soluções 

 

 

 

 
 



Meios e Soluções: 

Acrilamida/Bisacrilamida 30% (SDS-PAGE): 29,2 g de acrilamida, 0,8 g de 

bisacrilamida e água milli-Q q.s.p. 100 mL.  

 

AKTA Wash: Uréia 2 M, NaH2PO4 200 mM, NaCl 0,5 M e Imidazole 5 mM em H2O 

destilada (ajustar pH 7,4). Autoclavar 121ºC 15 minutos para armazenar. 

 

AKTA Elution: Uréia 2 M, NaH2PO4 200 mM, NaCl 0,5 M e Imidazole 500 mM em 

H2O destilada (ajustar pH 7,4). Autoclavar 121ºC 15 minutos para armazenar. 

 

Coatting buffer (Tampão Carbonato) (ELISA): 1,86 g de Na2CO3 e 2,93 g de 

NaHCO3, completar o volume com água bidestilada para 1 L, ajustando-se o pH para 

9,6. Estocar a 4ºC. 

 

DMEM: contendo 45 g/L de D-glicose, L-glutamina e 110 mg/L de piruvato de sódio, 

suplementado com 1% de Penicilina/Estreptamicina e 10% Soro Fetal Bovino (Gibco). 

Para cultura final, foi adicionado, ainda, 1% de HEPES (Life Technologies). 

 

Gel de Poliacrilamida 15% (gel de separação): 5 mL de acrilamida/bisacrilamida 

30%; 2,5 mL de Tampão Tris-HCl 1,5 M pH 8,8; 100 µL de SDS 10%; 2,3 mL de água 

milli-Q; 100 µL de PSA 10% e 4 µL de TEMED. 

 

Gel de Poliacrilamida 5% (gel de concentração): 830 µL de acrilamida/bisacrilamida 

30%, 630 µL de Tampão Tris-HCl 1 M pH 6,8, 50 µL de SDS 10%, 3,4 mL de água 

milli-Q, 50 µL de PSA 10% e 5 µL de TEMED. 

 

Macs-Facs: Paraformaldeído 20x diluído em PBS 1x, filtrado 0,22 µm e pH 7,2 

 

PBS 10X: 80 g de NaCl, 2 g de KCL, 11,45 g de Na2HPO4 e 2 g de KH2PO4. Completar 

para 1 L com água destilada (pH 7,4). Autoclavar 121ºC por 15 minutos. 

 



PBS-caseína (Solução de Bloqueio) (ELISA): 1 L de PBS 1x, pH 7,2, e 2,5 g de 

caseína. Acrescentar a caseína ao PBS aquecido e filtrar em gaze, caso necessário. 

Estocar a -20ºC. 

 

PBS-Wash: PBS 1x + BSA 1%, pH 7,2 

 

RPMI completo: 450 mL de RPMI 1640, contendo 2 mM de L-glutamina (LGC 

Biotecnologia), 50 mL de Soro fetal bovino (Gibco), 5 mL de aminoácidos não 

essenciais (MEM NEAA - Gibco), 5 mL de solução de piruvato de sódio (Sigma), 0,450 

mL de 2-mercaptoetanol (Life Tecnologies), 0,250 mL de Gentamicina (estoque a 50 

mg/mL) e 0,9 mL de Estreptomicina (estoque a 25 mg/mL). 

 

Salina-Tween (10X) (ELISA): 85 g de NaCl, 5 mL de Tween 20 e água bidestilada 

para 1 L (concentração de uso 1x). 

 

Solução de Ácido sulfúrico (ELISA): 53,24 mL de H2SO4 em 1 L de água bidestilada. 

 

Solução de Bradford: 25 mg de Coomassie Brilhant Blue G-250, 12,5 mL de etanol, 

25 mL de ácido orto-fosfórico, q.s.p 50 mL de água destilada. Solução armazenada ao 

abrigo de luz e a 4ºC. 

 

Solução de Coloração (Método de Nitrato de Prata): 10 mL de Nitrato de Prata, a 

2,5%, 40 µL de formaldeído e água milli-Q q.s.p. 100 mL. 

 

Solução de Comasie Blue (SDS-PAGE): 100 mL de ácido acético glacial, 500 mL de 

metanol, 0,5 g/L de brilhante blue R250 e 400 mL de água Mili-Q. 

 

Solução descorante (SDS-PAGE): 40% de metanol, 10% de ácido acético em água 

destilada. 

 

Solução de Finalização (Método de Nitrato de Prata): 1,46 g de EDTA-Na22H20 e 

água milli-Q q.s.p. 100 mL.  

 



Solução de Fixação (Método de Nitrato de Prata): 40 mL de Etanol, 10 mL de Ácido 

acético e água milli-Q q.s.p. 100 mL. 

 

Solução de Lise (Extração plasmideana de L. lactis): NaOH 0,2 N (200 µL); SDS 1% 

(250 µL); água destilada q.s.p. 5 mL.  

 

Solução de Neutralização (Extração plasmideana de L. lactis): acetato de potássio 5 

M (60 mL); ácido acético glacial (11,5 mL); água destilada q.s.p. 100 mL. 

 

Solução Reveladora (Método de Nitrato de Prata): 2,5 g de Carbonato de Sódio, 20 

µL de Formaldeído e água milli-Q q.s.p. 100 mL.  

 

Solução de Revelação (ELISA): 4 mg de OPD, 10 mL de tampão citrato e 2 µL de 

H2O2. Preparar no momento do uso e proteger da luz. 

 

Solução de Sensibilização (Método de Nitrato de Prata): 30 mL de etanol, 2 mL de 

tiossulfato de sódio a 10%, 6,8 g de acetato de sódio anidro, 0,5 mL de glutaraldeído, a 

25%, e água milli-Q q.s.p. 100 mL. 

 

Solução Tampão para extração de Tecidos: 23,4 g de NaCl, 500 µL de Tween 20, 5 g 

de BSA, 34 mg de Phenil Methil Sulfonul Fluoride em 1 mL de DMSO, 44,6 mg de 

Cloreto de Benzthonium, 372 mg de EDTA, 40 µL de aprotinina. Completar para 1 L 

com PBS 1x.  

 

Tampão carbonato para sensibilização de IFNγ (ELISA): 1,83 g de Na2CO3.H2O, 

8,4 g de NaHCO3 em 1 L de água destilada. Acertar o pH para 8,3. 

 

Tampão citrato (ELISA): 13,41 g de NaHPO4.7H20, 5,19 g de C6H8O7 e água 

bidestilada para 1 L, acertando o pH para 5. Estocar a 4ºC. 

 

Tampão fosfato especial para sensibilização (ELISA): Solução A: NaH2PO4 0,1 M 

em água destilada. Solução B: Na2HPO4.7H2O 0,1 M em água destilada. Adicionar 

aproximadamente 80 mL da solução B em 500 mL da solução A até o pH atingir 6,0. 

 



Tampão da Amostra (2X) (SDS-PAGE): 2,5 mL Tampão Tris-HCl 0,5 M pH 6,8, 2 

mL de glicerol 100%, 0,4 mL de β-mercaptoetanol, 0,4 g de SDS, 0,02 g de azul de 

bromofenol e água milli-Q q.s.p 10 mL. 

 

Tampão de amostra (gel de agarose): Glicerol 50%; Azul de bromofenol 0,20%; TBE 

2,5X. 

 

Tampão de corrida Tris-glicina (10X) (SDS-PAGE): 30 g de Tris-base, 144 g de 

Glicina, 10 g de SDS e água milli-Q q.s.p. 1 L (concentração de uso: 25 mM tris; 250 

mM glicina; 0,1% SDS). 

 

Tampão de Transferência (pH 8,3) (Western Blot): 3,03 g de Tris (25 mM), 14,4 g 

de glicina (192 mM), 200 mL de metanol ou etanol (20%) e água destilada q.s.p. 1 L. 

 

TBE (10X) (gel de agarose): 54 g de Tris; 27,5 g de ácido bórico; 20 mL de EDTA 0,5 

M (pH 8,0 - 8,5); água destilada q.s.p. 1L.  

 

TE-LYS (Extração plasmideana de L. lactis): TE 0,5X (10 mM Tris-HCl; 10 mM 

EDTA; 300 mM NaCl) e 10 mg/mL Lisozima. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


