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RESUMO  

 

O uso de bactérias como veículos para a entrega de plasmídeos vacinais por via das 

mucosas constitui uma estratégia de vacinação promissora. Neste contexto, bactérias 

patogênicas atenuadas como Shigella, Yersinia, Listeria e Salmonella vêm sendo 

utilizadas para a entrega de plasmídeos vacinais às células mamíferas, embora 

apresentem risco de reversão ao seu fenótipo patogênico. Visando contornar este 

problema, a utilização de bactérias não patogênicas, tais como as Bactérias Lácticas 

(BL), vem sendo proposta. Dentro do grupo das BL, Lactococcus lactis vem sendo 

extensivamente utilizado para a produção e entrega de antígenos e citocinas em nível 

de mucosas. Estudos envolvendo esta bactéria têm também focado em sua utiilização 

como veículo para entrega de vacinas gênicas, sendo desenvolvidas linhagens 

invasivas de L. lactis para aumentar a eficiência de entrega das referidas vacinas às 

células do hospedeiro. Nosso grupo de pesquisa desenvolveu um plasmídeo replicativo 

em L. lactis, contendo um cassete de expressão eucariótica, o pValac (Vaccination usig 

lactic acid bacteria). Assim, o uso de linhagens invasivas de L. lactis para a entrega do 

vetor pValac expressando o antígeno Ag85A de M. tuberculosis, poderia representar 

uma nova estratégia para o controle da tuberculose. Assim sendo, o objetivo deste 

trabalho foi a construção do plasmídeo vacinal pValac:Ag85A e a verificação de sua 

funcionalidade in vitro, utilizando células eucarióticas da linhagem CHO (Chinese 

Hamster Ovary), bem como sua clonagem na linhagem invasiva L. lactis FnBPA+, 

gerando assim, a linhagem L. lactis FnBPA+ (pValac:Ag85A). Esta linhagem, por sua 

vez, foi utilizada em experimentos de imunização de camundongos C57BL/6 e as 

respostas imunes humoral e celular, geradas pela mesma, foram avaliadas. Como um 

todo, observou-se uma polarização da resposta imune para o padrão Th1, nos animais 

imunizados com a referida linhagem em relação aos animais dos grupos controles. 

Além disso, observou-se a produção das imunoglobulinas IgG e sIgA nas mucosas, 

especificamente na mucosa respiratória. Em suma, este projeto constitui um primeiro 

passo rumo à validação da eficácia e efetividade de novas vacinas gênicas baseadas 

em bactérias lácticas geneticamente modificadas, por via de administração em 

mucosas.  



 

IX 

 

ABSTRACT  

Using bacteria as a vehicle for orally delivering vaccines plasmids is considered a 

promissing vaccination strategy. Thus, attenuated pathogenic bacteria, such as 

Shigella, Yersinia, Listeria and Salmonella are being used for delivering plasmids of 

vaccine type to mammal cells. However, there is a risk of reversing to its wild 

phenotype. In order to counteract this problem, we propose the use of non pathogenic 

bacteria, as lactic bacteria (BL). Within the group of lactic bacteria, the Lactococcus 

lactis is deemed as a model microorganism, which is being extensively used for antigen 

and cytokines production and delivery to the mucosal level. Recently studies about this 

bacteria have focused on their usage as vehicles for the delivery of genic vaccines. For 

this, invasive strains of L. lactis have been developed in order to increase the delivery 

efficiency of these vaccines to host cells. Furthermore, our investigation team 

developed a plasmid that replicates in L. lactis and contains a eukaryotic expression 

cassette named pValac (Vaccination using lactic acid bactéria). In this way, the use of 

invasive strains of L. lactis for the delivery of vector pValac expressing the antigen 

Ag85A of Mycobacterium tuberculosis could represent a new strategy for controlling 

tuberculose. The aim of this investigation was not only the development of plasmid 

vaccine pValac:Ag85A and its functional evaluation in vitro but also its clonation in its L. 

lactis FnBPA+ invasive strain for using this system as a potential genic vaccine. The 

highly functional performance of the eukaryotic expression cassette when coding 

antigen Ag85A was confirmed through the detection of Ag85A protein through of 

immunocytochemistry; and flow cytometry after tansfecting pValac within mammalian 

cells. Finally, plasmid pValac:Ag85A was transformed into invasive L. lactis strain, 

originating L. lactis FnBPA+ (pValac:Ag85A) strain. This strain was used in C57BL/6 

mice intranasal immunization. The humoral and cellular immune responses were 

evaluated. We observed a polarization of the immune response towards a Th1, in 

immunized mice with it strain. In the respiratory mucosal, we detected production of 

both, IgG and sIgA, antibody. In this way, this project is the first step towards the 

effective validation of new genetic vaccines based on lactic bacteria genetically modified 

administered in mucosal level. 
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1.2 Introdução Geral 

 

Diversos agentes infecciosos invadem o hospedeiro através da superfície de 

mucosas para causar doenças, sendo que a microbiota do trato gastrointestinal atua 

como um estímulo primário para a ativação do sistema imune de mucosas (Deplancke 

e Gaskins, 2002; Macfarlane e Cummings, 2002). Assim, o uso de bactérias como 

veículos para a entrega de plasmídeos vacinais pela rota oral constitui uma estratégia 

de vacinação promissora contra um amplo 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 de expressão eucariótica às células de 

mamíferos (Daudel, Weidinger e Spreng, 2007). Após essas bactérias invadirem as 

células epiteliais e serem fagocitadas, o plasmídeo consegue escapar da vesícula e 

alcançar o núcleo da célula hospedeira, resultando na expressão da ORF (do inglês, 

Open Reading Frame) de interesse e posterior apresentação antigênica (Grillot-

Courvalin, Goussard e Courvalin, 1999). Contudo, esses microorganismos apresentam 

riscos de reversão ao seu fenótipo selvagem, ou seja, podem voltar a serem 

patogênicos, não sendo, assim, totalmente seguros para uso humano, especialmente 

se tratando de crianças e pacientes imunocomprometidos (Dunham, 2002) situação 

esta que pode ser contornada pela utilização de bactérias não patogênicas.  

Neste contexto, o uso de Bactérias Lácticas (BL) como veículos para a entrega 

de plasmídeos vacinais representaria uma alternativa atrativa em relação à utilização 

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

diverso de microorganismos 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 

dos mesmos, não só por sua importância econômica, como na indústria de laticínios, 

mas também devido ao fato de ser um microorganismo de fácil manipulação, ser 

considerado seguro (GRAS, do inglês Generally Recognized As Safe), ter o seu 

genoma completamente sequenciado e possuir um grande número de ferramentas 

genéticas já desenvolvidas (Bolotin et al., 2001; Azevedo e Miyoshi, 2004; Bahey-El-

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Bahey-El-Din%20M%22%5BAuthor%5D
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Din e Gahan, 2010). Há muito, moléculas heterólogas de interesse médico e 

biotecnológico vêm sendo produzidas em L. lactis (Wells e Mercenier, 2008) e, 

atualmente, o uso desta bactéria como um veículo para a entrega de plasmídeos 

vacinais tem se mostrado bastante promissor. 

Neste contexto, uma linhagem recombinante de L. lactis, expressando a proteína 

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

testada a fim de melhorar e facilitar a entrega do DNA às células mamíferas (Innocentin 

et al., 2009). A proteína 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 vetor de expressão eucariótica 

funcional à linhagem celular Caco-2 (Innocentin et al., 2009) de forma muito mais 

eficiente que a linhagem de L. lactis selvagem. Alem disso, um novo plasmídeo, 

denominado pValac (Vaccination using lactic acid bacteria), de 3.742 pb, foi construído 

por nosso grupo de pesquisa. O pValac foi formado pela fusão do (i) promotor do 

citomegalovírus (pCMV), que permite a expressão do antígeno em células eucarióticas, 

(ii) sítio de clonagem múltipla, (iii) sequência sinal de poliadenilação do Hormônio 

Bovino de Crescimento (BGH poli-A), que visa 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 antibiótico 

cloranfenicol (Cm), para seleção das linhagens recombinantes (Guimarães et al., 

2009). Assim, a utilização de linhagens invasivas de L. lactis para a entrega do vetor 

pValac expressando um antígeno de interesse poderia representar uma nova estratégia 

para o controle de doenças infecciosas, como, por exemplo, a tuberculose. 

A Tuberculose (TB), causada pela bactéria 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 no mundo (Lugo e Bewley, 2008). A Organização Mundial da Saúde 

(WHO, do inglês World Health Organization) na reunião “Global reporter control”, 

realizada em 2011, declarou uma incidência de 8,8 milhões de novos casos de TB, com 

1,1 milhões de mortes entre pessoas HIV negativas e um adicional de 350.000 óbitos 

associados às pessoas HIV positivas, naquele ano (WHO, 2011). O tratamento desta 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Bahey-El-Din%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Gahan%20CG%22%5BAuthor%5D
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doença consiste na administração de múltiplos antibióticos durante um período de 

tempo prolongado, que geralmente não é seguido pelos pacientes, contribuindo para a 

seleção de linhagens resistentes a multiples drogas; o que por sua vez, torna esta 

medida pouco eficaz. Além da quimioterapia convencional, a doença pode ser 

controlada utilizando-se a única vacina licenciada para uso clínico, a BCG (Bacillus 

Calmette-Guérin). Embora venha sendo amplamente utilizada no Brasil e em outros 

países, a eficácia da BCG ainda permanece controversa. Esta vacina protege contra as 

formas mais graves da doença, como tuberculose miliar e meníngea em crianças, 

entretanto, sua eficácia contra a TB pulmonar em pacientes adolescentes e adultos 

varia de 0 a 80% (Brewer, 2000; Britton e Palendira, 2003; Liu et al., 2009). São 

consideradas várias razões para esta eficácia variável, incluindo diferenças entre 

sublinhagens de BCG, exposição à micobacterias não tuberculosas (NTMs), estado 

nutricional, assim como, também o background genético da população e, finalmente, 

variações entre as diferentes linhagens de Mycobacterium tuberculosis (WHO 2004; 

Mendoza et al.; 2011). Dessa maneira, estratégias para o desenvolvimento de novas 

vacinas mais eficazes e economicamente viáveis visando combater esta doença 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, são as primeiras a estabelecerem um contato com o sistema 

imunológico do hospedeiro. As proteínas do complexo Ag85 – Ag85 A, B e C – 

constituem as principais proteínas secretadas (aproximadamente 30%) por M. 

tuberculosis encontradas nos filtrados de cultura (Wiker et al., 1992). As proteínas do 

referido complexo são fortemente imunogênicas devido ao fato de as mesmas serem 

capazes de estimular tanto uma resposta imune humoral quanto celular. A diferença 

existente entre a eficiência das vacinas feitas com micobactérias vivas e as vacinas 

feitas com micobactérias mortas é devida aos antígenos secretados pelo 

microorganismo. Neste caso, as vacinas vivas, após inoculação, seriam capazes de 

liberar constituintes do complexo antigênico 85, dentre outras proteínas secretadas, 

resultando assim, em uma maior estimulação do sistema imune (Wiker et al., 1992). 
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Neste contexto, este trabalho teve como objetivo a construção do plasmídeo 

vacinal pValac codificando o antígeno Ag85A de M. tuberculosis e sua entrega às 

células mamíferas através da utilização de linhagens recombinantes de L. lactis 

FnBPA+
 contendo o referido plasmídeo, o que poderá representar uma futura estratégia 

para o desenvolvimento de uma nova formulação vacinal, mais segura, eficaz e 

econômica, contra a TB. 
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1.3 Estrutura da Tese  

 

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

dividida em três assuntos principais: (i) as vacinas de DNA, seu mecanismo de ação, 

suas vantagens e suas principais vias de entrega; (ii) as Bactérias Lácticas (BL) como 

veículos para entrega de plasmídeos vacinais, especialmente no que concerne ao uso 

de linhagens invasivas de Lactococcus lactis e (iii) as características do bacilo 

Mycobacterium tuberculosis; a Tuberculose como sendo uma doença re-emergente no 

mundo e as vacinas em desenvolvimento contra esta doença, explorando 

principalmente o potencial da proteína Ag85A como antígeno vacinal. Em seguida, 

encontram-se os objetivos do trabalho e a metodologia utilizada para o 

desenvolvimento do mesmo e, posteriormente, os resultados obtidos até o momento 

bem como a discussão dos mesmos. Por fim, as conclusões e perspectivas do 

presente trabalho serão expostas, seguindo-se das referências bibliográficas e anexos. 

 

 

.  
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2.1 Vacinas de DNA   

 

Muitos avanços ocorreram desde 1798, quando o médico inglês Edward Jenner 

(1749 – 1823) imunizou um garoto de oito anos, James Phipps, contra a varíola e criou 

o que, anos mais tarde, ficou conhecido como "vacina" (Stewart e Devlin, 2006; Azizi, 

2010). Desde as primeiras vacinas vivas atenuadas ou mortas até a nova era das 

vacinas de DNA, no início dos anos 1990, a biologia molecular e microbiologia têm 

ajudado no controle e na profilaxia de diversas doenças infecciosas, cânceres, alergias 

e doenças auto-imunes, induzindo rápida e eficiente resposta imune ou criando 

tolerância imunológica (Ferrera et al., 2007).  

Dentre as atuais formulações vacinais, as “vacinas de DNA” são as mais 

recentes formas de vacinação e apresentam uma interessante alternativa para a 

apresentação de moléculas antigênicas ao sistema imune. Estas vacinas consistem na 

administração de plasmídeos 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), levando a apresentação 

destes ao sistema imune e subsequente proteção.  

Os primeiros estudos que sugeriram que a injeção de uma vacina de DNA 

(“plasmídeo de DNA”), in vivo, poderia levar à expressão da sequência codificadora 

presente no plasmídeo e, em seguida, à produção da proteína de interesse, foram 

realizados por Ito (Ito, 1960). Sua pesquisa demonstrou que a injeção de DNA nu do 

papilomavírus em coelhos foi capaz de induzir tumores nesses animais. Além disso, 

Atanasiu e colaboradores obtiveram resultados semelhantes após a inoculação de 

hamsters com poliomavírus (Atanasiu, Orth e Dragonas, 1962), enquanto outros grupos 

relataram que utilizando técnicas similares, poderiam induzir miócitos cardíacos de 

ratos a expressar β-galactosidase recombinante (Wolff et al., 1990; Lin et al., 1990; 

Kitsis et al., 1991).  

A primeira evidência na literatura do uso imunológico de uma molécula de DNA, 

no entanto, somente seria apresentada em 1992, por Tang e colaboradores. Seus 

estudos mostraram que a injeção da sequência codificadora do hormônio do 

crescimento humano na pele de camundongos, usando a técnica de “gene gun”, foi 
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capaz de aumentar anticorpos específicos contra aquele hormônio, sugerindo que o 

DNA poderia ser utilizado também para induzir resposta imune contra infecções 

patogênicas (Tang, DeVit e Johnston, 1992). Naquele mesmo ano, durante a Reunião 

Anual de Vacinas no “Cold Spring Harbor Laboratory”, três outros grupos de pesquisa 

reportaram indução de imunidade celular e humoral em modelo murino, após a 

“imunização gênica”. Dois destes trabalhos comprovavam a geração de resposta imune 

contra o vírus influenza (Ulmer et al., 1993; Fynan et al., 1993) e o terceiro, contra o 

vírus da imunodeficiência humana tipo 1 (HIV-1) (Wang et al., 1993). Posteriormente, 

resultados semelhantes foram obtidos após imunização de camundongos contra o 

herpesvirus bovino I (Cox, Zamb e Babiuk, 1993) e contra o vírus da raiva (Xiang et al., 

1994), reiterando o potencial imunogênico e protetor das vacinas de DNA. 

 

2.1.1 Vantagens das vacinas de DNA  

 

 Assim como as vacinas baseadas em patógenos atenuados, as vacinas de DNA, 

são capazes de induzir imunidade humoral e celular, sem contudo, apresentarem os 

riscos associados a vacinas de patógenos atenuados. Assim, além de ser mais segura 

esta vacina, apresenta muitas outras vantagens sobre as vacinas tradicionais (Tabela 

1).  

Nestas vacinas, a síntese endógena do antígeno ocorre com características 

estruturais muito semelhantes à molécula nativa sintetizada pelo patógeno, criando 

condições para indução de respostas imunes mais efetivas (Silva et al., 2004). Devido 

à sua estrutura simples, modificações na construção do plasmídeo vacinal podem ser 

feitas em um curto período de tempo e, tendo em vista que as vacinas de DNA podem 

ser facilmente replicadas em bactérias, é possível uma produção rápida, barata, e em 

larga escala (Kutzler e Weiner, 2008). Além disso, diferentemente das vacinas vivas e 

de subunidade, as vacinas gênicas são altamente estáveis e não requerem 

refrigeração, característica muito favorável à sua utilização sob condições oferecidas 

em países em desenvolvimento (Silva et al., 2004). 

 Outra vantagem relevante que as vacinas gênicas apresentam sobre as demais 

estratégias vacinais é a possibilidade de se codificar mais de um antígeno em um 
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mesmo vetor vacinal (Capone et al., 2006; Williams, Carnes e Hodgson, 2009), 

gerando as chamadas vacinas “multigenes” ou “multivalentes” (Gurunathan et al., 

2000a), que possibilitam imunizações simultâneas contra vários agentes infecciosos. 

Cabe ainda ressaltar que as vacinas de DNA oferecem a possibilidade de ser usadas 

terapeuticamente (Delavallée et al., 2008).  

 Em relação ao seu perfil de segurança, estas não apresentam riscos de causar 

infecções, pois os plasmídeos expressam apenas genes específicos para determinada 

proteína antigênica (Oliveira, 2004) e assim, são capazes de direcionar a resposta 

imune apenas aos antígenos desejados para a imunização, com também de gerar 

memória imunológica (Lara e Ramirez, 2012).  

Questões referentes à possibilidade de integração da vacina de DNA ao material 

genético do hospedeiro, bem como a geração de auto-imunidade em resposta às 

vacinas de DNA tem sido levantadas. Embora a taxa de integração ao genoma das 

vacinas de DNA seja considerada desprezível, isto é, 1.000 vezes menor que a taxa de 

mutação espontânea do DNA (Robinson et al., 1997), pesquisas estão sendo 

desenvolvidas com o intuito de melhorar ainda mais a segurança destas vacinas, como 

por exemplo, avaliação de mecanismos reguladores (Xiao et al., 2004; Kim et al., 

2004).  

Outra posssível estratégia a ser desenvolvida são as vacinas de RNA, que 

embora difíceis de serem produzidas, não apresentam risco de integração no genoma 

da célula hospedeira (Schalk et al., 2006). Com relação ao desenvolvimento da auto-

imunidade, tem sido observada ausência de anticorpos anti-DNA no soro, após 

imunização gênica de camundongos (Xiang et al., 1994; Parker et al., 1999; Choi et al., 

2003), ratos (Tuomela et al.,2005), coelhos (Parker et al., 1999), peixes (Kanellos, et 

al., 1999) como também em estudos pré-clínicos em primatas não humanos e nos 

primeiros estudos em seres humanos, não havendo assim evidência convincente do 

desenvolvimento de auto-imunidade em resposta à vacina de DNA (Bagarazzi et al., 

1997; MacGregor et al., 1998; Le et al., 2000; Klinman et al., 2000; MacGregor et al., 

2000).  

Outra questão de segurança levandada recai sobre a presença de gene de 

resistência a antibióticos, em particular a canamicina, não comumente utilizada para 
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tratar infecções humanas. Entretanto, estratégias alternativas ao uso de antibióticos 

como marcador de seleção vêm sendo amplamente exploradas (Mairhofer et al., 1997; 

Cranenburgh et al., 2001; Garmory et al., 2005) como, por exemplo, a complementação 

auxotrófica (Williams, Carnes e Hodgson, 2009) e um sistema recentemente 

desenvolvido e testado em Escherichia coli que utiliza um gene essencial para o 

crescimento, fabl, e o biocida Triclosán como agente seletivo, permitindo a eficiente 

seleção de bactérias transformadas (Goh e Good, 2008; El-Attar et al., 2011). 

 

 Tabela 1: Vantagens na utilização das vacinas de DNA. 

   Características 
 

Construção  Modificações no plasmídeo vacinal podem se realizar em curto período de 
tempo 
 
Possibilidade de otimização dos plasmídeos e transcrito 
 
Utilização dos avanços da genômica para construção da vacina 
 

Tempo de 
manufatura 

Rápida produção  
 
Produção em larga escala 
 

 Segurança Incapacidade de reversão a formas virulentas, como as vacinas vivas 
 
Diferentemente de algumas vacinas inativadas, a eficácia não depende 
de tratamentos tóxicos 
 
Nenhum efeito adverso significante nos ensaios clínicos realizados até o 
momento foi reportado 
 

Estabilidade Maior termo-estabilidade em relação às outras vacinas 
 
Maior vida útil  
 

Mobilidade Fácil estocagem e transporte 
 
Não é necessária refrigeração constante 
 

Imunogenicidade Indução resposta imune celular e humoral, assim como as vacinas vivas 

Fonte: Adaptado de Kutzler e Weiner, 2008 
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2.1.2 Vacinas de DNA Aprovadas e em Ensaios Clínicos 

 

As vacinas de DNA constituem uma nova geração de produtos biotecnológicos 

utilizados tanto para fins profiláticos quanto para fins terapêuticos que estão apenas 

começando a entrar no mercado. Estas vacinas podem ser aplicadas como vacinas 

preventivas ou terapêuticas para doenças virais, bacterianas ou parasitárias, como 

também para o tratamento de câncer. Os progressos nesta área resultaram no 

desenvolvimento e comercialização de quatro vacinas de DNA licenciadas para uso 

veterinário, sendo uma delas contra o vírus do Nilo Ocidental, que infecta cavalos 

(Davidson et al., 2005), outra contra o vírus da necrose hematopoiética infecciosa em 

salmões (Garver, LaPatra e Kurath, 2005), uma terceira vacina para tratamento de 

melanoma canino (Bergman et al., 2006) e, finalmente, uma vacina terapêutica 

relacionada à liberação do fator de crescimento em suínos (Thacker et al., 2006). Tais 

licenciamentos se apresentam como uma importante validação dessa plataforma 

vacinal, visto que ilustram seu potencial comercial (Kutzler e Weiner, 2008).  

 Com relação à utilização das vacinas de DNA em seres humanos, os resultados 

positivos obtidos através de estudos pré-clínicos em diferentes modelos animais, 

inclusive primatas, proporcionaram o acúmulo de dados sobre a eficácia e a segurança 

dessas formulações, permitindo o início dos testes clínicos (Silva et al., 2004). Assim 

sendo, apesar de ainda não existirem produtos licenciados para uso humano, diversos 

ensaios clínicos utilizando vacinas de DNA estão sendo conduzidos, sendo que muitos 

destes têm se concentrado no combate à AIDS e no tratamento e prevenção de 

diversos tipos de câncer e doenças autoimunes (www.clinicaltrials.gov; acesso em 

fevereiro/2014). Estes testes têm demonstrado que as vacinas de DNA são bem 

toleradas e seguras, uma vez que não foram relatados eventos adversos significativos 

em vários dos estudos já concluídos (Liu e Ulmer, 2005; Liu, 2011).  

 

2.1.3  Estrutura dos Plasmídeos para Vacinas de DNA 

 

As vacinas de DNA são baseadas na tecnologia do DNA recombinante, 

compostas por plasmídeos que codificam genes frequentemente relacionados à 

http://www.clinicaltrials.gov/
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virulência ou patogencidade de agentes infecciosos. Os plasmídeos contêm um gene 

de resistência a um determinado antibiótico, controlado por um promotor procariótico, e 

uma origem procariótica de replicação, permitindo, respectivamente, a seleção e 

replicação dos plasmídeos em bactérias transformadas. A unidade de transcrição é 

geralmente composta por um promotor viral forte e constitutivo, que confere um alto 

nível de expressão da ORF (do inglês, Open Reading Frame) de interesse em células 

eucarióticas, e uma sequência sinal de poliadenilação, para estabilização do transcrito 

(Figura 1) (Feltquate, 1998; Gurunathan, Klinman e Seder, 2000b; Junior et al., 2004). 

 

 

Figure 1:Representação esquemática de um plasmídeo vacinal. Na parte superior da figura, 

encontra-se a Região de Expressão Eucariótica, responsável pela expressão do antígeno em 

células eucarióticas, contendo o promotor que promove a expressão da ORF de interesse, a 

sequência de Kozak, códon de parada e a sequência sinal de poliadenilação (Poli-A), para 

estabilização do transcrito primário. Na parte inferior, encontra-se a Região de Propagação 

Procariótica, responsável pela propagação e manutenção do plasmídeo vacinal na célula 

bacteriana, contendo assim uma origem de replicação procariótica e um marcador de seleção. 

Fonte: Adaptado de Kutzler e Weiner, 2008. 

Atualmente todos os plasmídeos utilizados como vetores de vacinas gênicas 

utilizam origens de replicação teta e a grande maioria destes plasmídeos é derivada 

dos plasmídeos pBR322 ou pUC, possuindo a origem de replicação ColE1, de 

Escherischia coli. ColE1 é o sistema melhor caracterizado, sendo qualificado por 
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permitir alta taxa de replicação do DNA plasmideano em um curto período de tempo 

(Williams, Carnes e Hodgson, 2009).  

Em relação aos marcadores de seleção, os mais utilizados são genes que 

conferem resistência a antibióticos, sendo responsáveis pela estabilidade/manutenção 

do plasmídeo na célula bacteriana. O marcador de resistência mais comumente 

utilizado é a canamicina. A resistência à ampicilina não é recomendável, devido à sua 

hiper-reatividade, vista em alguns pacientes que fazem uso dos antibióticos β 

lactâmicos (Williams, Carnes e Hodgson, 2009). Por sua vez, a resistência às 

tetraciclinas é toxica para alguns hospedeiros, como E. coli.  

No cassete de expressão eucariótica, vários tipos de promotores virais têm sido 

utilizados, sendo que dentre eles pode-se citar o promotor do Citomegalovírus (pCMV), 

Rous vírus (pRSV), Símio vírus (pSV40), Baculovírus (promotor da polihedrina) e 

Herpes simplex vírus tipo 1 (promotor da timidina quinase). Atualmente O pCMV é o 

mais utilizado, por promover um alto nível de expressão constitutiva.  

Além disso, a utilização de alguns promotores não-virais também vem sendo uma 

alternativa atraente, como o promotor da poliubiuitina C humana (UbC) e o promotor do 

fator de elongação 1α (EF1 α) (Gill et al., 2001). Outros promotores intensamente 

estudados são aqueles promotores ativos somente em células apresentadoras de 

antígenos (APC, do inglês Antigen Presenting Cells), otimizando, assim, a resposta 

imunológica (Ni et al., 2009). Um exemplo destes promotores é o promotor do gene do 

Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC, do inglês Major Histocompatibility 

Complex) de classe II (Vanniasinkam, Reddy e Ertl, 2006). Porém, é necessário que 

esta estratégia explore promotores que sejam ativos em várias populações de APCs e 

não numa única população para, desta forma, garantir uma resposta imunológica 

adequada (Ahsan e Gore, 2011). Promotores quiméricos também estão sendo 

considerados, como o promotor quimérico SV40-CMV. (Shepherd e Scott, 2008). Com 

a utilização deste promotor, observou-se melhora na expressão e/ou na 

imunogenicidade, conferida pela vacina de DNA (Kutzler e Weiner, 2008). Somando-se 

às estratégias acima citadas e visando uma alternativa aos promotores virais, um 

recente trabalho comparou dois promotores, o pCMV e o promotor macrosalin. 

Macrosalin é uma glicoproteína expressa especificamente em monócitos, macrófagos 
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e, em menor proporção, em células dendríticas (DC), ou seja, um promotor que está 

presente em grande parte das APCs. Esta pesquisa reportou que mesmo o promotor 

macrosalin tenha mostrado uma menor expressão da proteína de interesse quando 

comparado ao promotor viral, essa foi suficiente para induzir proteção nos animais 

vacinados, quando utilizada a via intramuscular (Ahsan e Gore, 2011). 

A possibilidade de se codificar múltiplas proteínas em uma única construção é 

uma vantagem importante que as vacinas de DNA têm sobre outros tipos de vacinas 

(Capone et al., 2006; Williams, Carnes e Hodgson, 2009). Assim, além do antígeno ao 

qual se deseja imunizar, podem, por exemplo, ser adicionados ORFs com funções 

adjuvantes, no intuito de melhorar a potência destas vacinas (Ingolotti et al., 2010). 

A inserção de uma sequência consenso específica, presente no mRNA eucarioto 

sinalizando o start codon, denominada sequência de Kozak (ACCATGG), é necessária 

para iniciação da síntese proteica em células eucarióticas. Para garantir a terminação 

correta da proteína, também é importante a inserção de um ou mais stop códons 

(Kutzler e Weiner, 2008). 

A inclusão de um sítio de rescisão, ou sequência sinal de poliadenilação 

(AAUAAA) junto à extremidade 3’ da sequência de interesse é essencial para uma 

correta expressão eucariótica. O sinal de poliadenilação é necessário para a correta 

finalização da transcrição do gene de interesse (clivagem do pré-mRNA de 11-30 

nucleotídeos downstream a sequência), adição da cauda poli-A e exportação do RNA 

mensageiro (mRNA), do núcleo para o citoplasma, desempenhando um papel 

importante na estabilidade do mRNA (Kutzler e Weiner, 2008). A maioria dos vetores 

utilizados como vacinas de DNA contém o sinal de poliadenilação de SV40 ou do 

Hormônio Bovino do Crescimento (BGH, do inglês Bovine Growth Hormone). Estudos 

têm revelado que a sequência sinal de poliadenilação do BGH é até duas vezes mais 

eficiente que as demais, sendo, por isso, a mais comumente utilizada (Xu et al., 2002). 
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2.1.4 Otimização da Imunogenicidade Das Vacinas Gênicas 

 

A otimização da imunogenicidade das vacinas gênicas é tema de inúmeras 

pesquisas na comunidade cientifica. Várias estratégias tem sido desenvolvidas no 

intuito de se obter um modelo vacinal promissor. 

Uma destas estratégias  consiste na otimização dos códons (codon usage) para 

maximizar a expressão da ORF de interesse na célula hospedeira. A referida técnica 

promove uma alteração específica da sequência codificadora com base nos níveis de 

RNA transportador (tRNA) geralmente disponíveis naquela célula, podendo assim, 

resultar em maiores taxas de tradução da proteína em questão, conforme descrito por 

diversos autores (Kim e Sin, 2005; Tokuoka et al., 2008; Muthumani et al., 2008). Como 

exemplo bem sucedido desta estratégia, pode-se citar um estudo recente de vacinas 

gênicas desenvolvidas para o vírus do papiloma humano (HPV), onde se demonstrou 

aumento da imunogenicidade e indução de forte resposta imune humoral e celular em 

modelos animais (Zhao e Chen, 2011). A adição de sequências líder ou região 5’ não-

traduzida (5’-UTR) antes da ORF de interesse também podem aumentar a estabilidade 

do mRNA e contribuir para uma maior eficiência de tradução (Xu et al., 2001). 

O aumento da taxa de secreção proteica pode melhorar a produção de 

anticorpos (Haddad et al., 1997).  Para tanto, ORFs de interesse podem ser 

modificadas para produção de proteínas secretadas, ligadas a membrana, citosólicas 

ou associadas a uma organela, de forma que, alterando a localização celular, a 

resposta imunológica possa ser influenciada (Becker et al., 2008).  

Quando necessária a expressão de mais de uma ORF de interesse (como 

antígenos e citocinas) para geração de uma resposta imune mais robusta, há a 

possibilidade de se utilizar um sistema de expressão policistrônico ou ainda fazer uso 

de epítopos fundidos, expressos como um único polipeptídeo (Becker et al., 2008). 

Uma vacina de DNA codificando Ag85A de M. tuberculosis junto ao fator estimulador 

de colônias de granulócitos e macrófagos (GM-CSF, do inglês Granulocyte 

Macrophage Colony Stimulating Factor) demonstrou resultados satisfatórios, quando 

avaliada a resposta imunológica gerada em ratos (Dou et al., 2005). 
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Um importante componente das vacinas de DNA são as sequências 

imunoestimulatórias (ISS) (Pisetsky, 1996), denominadas motivos citosina-fosfato-

guanina não metilados (motivos CpG). Os motivos CpG são responsáveis pela ativação 

do receptor Toll-like 9 (TLR, do inglês Toll Like Receptor) e desempenham um papel 

fundamental na imunidade inata e adaptativa, pela estimulação de linfócitos B, células 

dendríticas, macrófagos e células NK (NK, do inglês Natural Killer) (Li e Zhu, 2006; 

Kumagai et al., 2008). Com base nestes motivos, a célula pode discriminar entre DNA 

endógeno e exógeno, sendo estas sequências praticamente ausentes em células 

humanas, apresentando assim propriedade adjuvante nas vacinas de DNA (Angel et 

al., 2008). 

 Uma estratégia promissora que visa o melhoramento dos níveis de 

imunogenicidade das vacinas gênicas é a co-injeção de plasmídeos que codificam 

proteínas imunomoduladoras, tais como interleucinas (IL), interferons (INF), 

quimiocinas e moléculas co-estimulatórias. O objetivo desta estratégia é aumentar a 

quantidade e a potência das células apresentadoras de antígeno, sem os efeitos 

adversos da administração de citocinas na forma de proteínas purificadas. Testes em 

macacos com uma vacina de DNA contra HIV-1 mostraram que a co-administração de 

plasmídeos codificando IL-12 e IL-15 foi capaz de aumentar a imunidade celular e 

humoral (Chong et al., 2007). Recentemente, trabalhos realizados com uma linhagem 

de BCG recombinante co-expressando as proteínas de Ag85B/CFP10 de M. 

tuberculosis, junto à citocina imunoestimulatória IL-12, demonstraram a geração de 

uma forte resposta imune em ratos que receberam a referida vacina, considerada 

qualitativamente superior à resposta induzida pela vacina BCG licenciada (Lin et al., 

2012). 

A proteção atribuída por uma vacina tem sido associada com a permanência do 

antígeno no organismo. Para cumprir com esta premissa e ao invés de aumentar o 

número de doses, pesquisadores sugerem a necessidade de administração de doses 

“reforço”, a fim de sustentar a imunidade estimulada pela dose inicial. A maioria das 

vacinas licenciadas incluem uma dose estímulo e ao menos um reforço do mesmo 

imunógeno, para assim, gerar uma efetiva resposta imune no que refere a: eficiência, 

qualidade e localização da resposta imunológica (Fiorino et al., 2013)  
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O princípio de “dose inicial-reforço”, denominado prime-boost, é bastante 

investigado na comunidade científica. Existem dois tipos de abordagens relacionadas 

às estratégias de prime-boost: homólogas e heterólogas. O Prime-boosted homólogo é 

aquele no qual a mesma formulação vacinal é administrada várias vezes ao longo de 

um determinado período de tempo. Por sua vez, o conceito de reforço heterólogo, 

consiste em um mesmo antígeno ser apresentado de forma diferente ao sistema imune 

durante a dose inicial e a de reforço (Rodrigues et. al., 2004; Lu, 2009; Radosevic et al., 

2009 ). É de fundamental importância que a formulação utilizada na dose inicial suscite 

uma resposta com o padrão requerido para conferir proteção ao indivíduo vacinado. Já 

a dose reforço terá como função apenas a expansão e manutenção da resposta imune 

inicial. Foi comprovado que esta estratégia aumenta a potência da vacina de DNA, 

particularmente na produção de anticorpos (Reyes-Sandoval e Ertl, 2001). O prime-

boost heterólogo tem sido aplicado em diferentes combinações de sistemas de entrega 

e foi testado em vários ensaios clínicos (Hill et al., 2010; Paris et al., 2010; Rowland e 

McShane, 2011; O’Hara et al., 2012; Sheehy et al., 2012). Pelo fato de o prime-boost 

heterólogo poder ser administrado numa combinação de diferentes vias de vacinação, 

como por exemplo, por via de mucosas e via sistêmica, possui a vantagem de induzir 

respostas imunes tanto em nível local quanto sistêmico, demonstrando a capacidade 

de produzir melhores resultados imunológicos (McCluskie et al., 2002; Glynn et al., 

2005; Mapletoft et al., 2010; Pattani et al., 2012).  

 

2.1.5 Mecanismo de Ação das Vacinas de DNA 

 

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 esta siga um caminho complexo, que pode mimetizar a infecção natural. 

Acredita-se que uma vez que o DNA plasmideano é administrado, este seja 

internalizado pela célula e translocado para o núcleo, sendo capaz de atravessar a 

membrana nuclear por três maneiras distintas: (i) difusão; (ii) difusão facilitada e (iii) 

durante a mitose (Faurez et al, 2010). Uma vez no núcleo, utilizando a maquinaria de 

transcrição das APCs e das células locais, a ORF de interesse é transcrita e 
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posteriormente traduzida em proteína. Em seguida, as proteínas recém-sintetizadas 

são degradadas nos proteossomas celulares, em peptídeos de 8 a 10 aminoácidos 

(aa), e estes são transportados ao retículo endoplasmático (RE) através de um sistema 

de transporte especializado que utiliza proteínas transportadoras TAP I e TAP II, em 

um processo dependente de ATP. Uma vez no RE, esses peptídeos são vinculados à 

moléculas de MHC de classe I e direcionados para a via secretória, atingindo a 

superfície celular. Este complexo “MHC I-peptídeo” é então reconhecido pelos 

receptores de células T (TCR, do inglês T Cell Receptor), que ativam linfócitos T 

citotóxicos (CD8+) (Tang, DeVit e Johnston, 1992; Waine e McManus, 1995; Shedlock e 

Weiner, 2000; Huygen, 2005). Além disso, estas proteínas exógenas podem ser 

secretadas ativamente pelas células transfectadas, estimulando diretamente a 

produção de anticorpos por linfócitos B, ou estas células podem também entrar em 

apoptose e liberar vesículas apoptóticas. Dessa forma os antígenos são endocitados 

e/ou fagocitados (apresentação cruzada nas vacinas de DNA) e entram na via 

endossômica, onde serão degradados em peptídeos maiores (15 a 25 aa), que logo 

são vinculados a moléculas de MHC de classe II. O referido complexo “MHC II-

peptídeo” é então translocado para a superfície celular e reconhecido por receptores 

das células T, ativando assim linfócitos T CD4+, gerando expansão da resposta imune 

(Tang, DeVit e Johnston, 1992; Waine e McManus, 1995; Shedlock e Weiner, 2000; 

Huygen, 2005). A célula hospedeira fornece as modificações pós-traducionais 

necessárias, às proteínas de interesse, simulando uma infecção natural, ativando 

linfócitos TCD4+, TCD8+ bem como a produção de anticorpos, sendo esta uma das 

maiores vantagens da imunização gênica (Liu, 2011) (Figura2). 
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Figure 2:Representação Esquemática da Indução da Imunidade Celular e Humoral por 

Vacinas de DNA. A sequência codificadora de interesse é clonada no plasmídeo vacinal e este 

então é administrado ao indivíduo. O exemplo demonstra a entrega da vacina de DNA por via 

intramuscular. Após alcançar o núcleo de miócitos e APCs, os componentes do plasmídeo 

permitem a iniciação da transcrição gênica, levando à síntese de proteínas no citoplasma. 

Posteriormente, as APCs migram através dos vasos linfáticos aferentes para os órgãos 

linfóides e apresentam os peptídeos antigênicos via moléculas de MHC classe I ou II aos 

linfócitos T. Células TCD8+ tornam-se ativadas assim como os linfócitos TCD4+, que passam a 

secretar citocinas, levando à ativação de células B. Além disso, os antígenos livres são 

reconhecidos por imunoglobulinas expressas na superfície das células B, que, por sua vez, os 

apresentam novamente aos linfócitos TCD4+ auxiliares. Esse processo coordenado gera uma 

resposta específica contra o antígeno de interesse após ativação de células T e B que migram 

através dos vasos linfáticos eferentes para o local onde a vacina foi administrada. Fonte: 

Adaptado de Kutzler e Weiner, 2008. 
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2.1.6  Métodos de entrega das vacinas de DNA 

 

 Existem diversas barreiras celulares que dificultam a chegada do DNA exógeno 

para seu tecido alvo. Uma importante barreira que o DNA plasmideano deve superar é 

o meio extracelular, pois uma vez desprotegido, o mesmo pode ser exposto a 

nucleases, que são capazes de degradá-lo, tornando-o ineficaz para induzir uma 

resposta imune (Júnior et al., 2004). A membrana plasmática bem como o envelope 

nuclear das células se mostram também como grandes obstáculos a serem transpostos 

pelo plasmídeo vacinal para que a vacina de DNA seja de fato efetiva (Lechardeur et 

al., 1999). Sendo assim, diferentes métodos de entrega têm sido desenvolvidos com o 

intuito de superar estas dificuldades. 

A biobalística ou gene gun é o método utilizado para aumentar a entrega 

epidérmica de DNA, onde as células de Langerhans e queratinócitos são diretamente 

transfectados pelo bombardeio de partículas de ouro revestidas com os plasmídeos de 

DNA (Fuller; Loudon, e Schmaljohn, 2006). Outra estratégia que tem sido bastante 

investigada e tem se mostrado promissora para a entrega de vacinas de DNA é a 

eletroporação, técnica que se baseia na aplicação de pulsos de alta voltagem com 

duração de milissegundos em um tecido, gerando poros na membrana celular, 

permitindo a entrada da vacina de DNA no citoplasma das células (Zaharoff et al., 

2002). O dano tecidual que a eletroporação provoca gera inflamação, que recruta 

células dendríticas (DC, do inglês Dendritic Cell), macrófagos e linfócitos para o local 

da injeção (Murtaugh e Foss 2002; Liu et al., 2008), induzindo uma importante resposta 

imune celular e humoral. Em estudos envolvendo primatas, a entrega das vacinas de 

DNA por eletroporação tem aumentado os níveis de resposta, bem como a amplitude 

das mesmas (Luckay et al., 2007).  

Outro método estudado é a iontoforese, técnica que utiliza uma força elétrica de 

baixa intensidade que promove a movimentação de íons no estrato dérmico, sendo 

usada para otimizar a entrega intradérmica de vacinas de DNA (Prausnitz e Langer, 

2008). Mais recentemente tem sido desenvolvida a técnica denominada “DNA tatooing” 

para administração de vacinas gênicas; estratégia esta que se assemelha a um 

processo de tatuagem e que tem apresentado resultados interessantes quanto à 
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geração de respostas imunes mais potentes (Pokorna, Rubio e Muller, 2008; van den 

Berg et al., 2009). Esta técnica também tem mostrado resultados promissores tanto em 

modelo animal de pequeno porte como em primatas não humanos e está atualmente 

sob avaliação clínica (Oosterhuis et al., 2012). 

A nanotecnologia, assim como a utilização adenovírus (Benihoud, Yeh e 

Perricaudet, 1999), retrovírus (Hu e Pathak, 2000) ou Vaccinia vírus (Moorthy et al., 

2003), também vem sendo explorada para facilitar a internalização destas vacinas. A 

nanotecnologia é atualmente aplicada na administração de drogas, mas já está sendo 

considerada para a entrega de vacinas de DNA e terapia gênica (Peek, Middaugh e 

Berkland, 2008).  

 

2.1.7  Vias de Entrega das Vacinas de DNA   

 

As vias de entrega de uma vacina de DNA são consideradas outro parâmetro de 

grande importância para a expressão dos antígenos de interesse e condicionamento de 

uma resposta imune eficaz.  

Existem diversas vias e formas pelas quais uma vacina de DNA pode ser 

administrada, sendo que a administração de DNA nu, por via intramuscular, tem sido a 

abordagem mais utilizada (Kutzler e Weiner, 2008). Entretanto, embora esse 

mecanismo seja um processo simples e de baixo custo, alguns inconvenientes podem 

limitar sua utilização, como por exemplo, a necessidade de aplicação de grandes 

quantidades de plasmídeo (Lowrie et al., 1997). Além disso, as vacinas administradas 

parenteralmente são pouco eficientes em estimular o sistema imune associado a 

mucosas, sendo efetivas somente contra patógenos que penetram no organismo pela 

rota sistêmica (Lowrie et al., 1997).  

Este inconveniente pode ser contornado pela administração das vacinas por via 

das mucosas. Tem sido relatado que a vacinação utilizando a via das mucosas - oral, 

nasal, sublingual e do trato genital - é capaz de induzir células B de memória 

produtoras de IgA, como também de IgG,  o que a torna excelente via na indução de 

uma resposta imune duradora (Quiding, et al., 1991; Tengvall, et al., 2010; Alam, et al., 

2011; Simon, et al., 2011).  
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A vacinação por esta via, recomendada pela Organização Mundial da Saúde por 

razões econômicas, logísticas e de segurança, apresenta a possibilidade de geração 

de ambas as respostas imunes sistêmica e de mucosas (Neutra e Kozlowski, 2006; 

Wells, 2011), sendo esta última particularmente interessante, haja vista que patógenos 

como Escherichia coli, rotavírus, Shigella flexneri, dentre outos, utilizam esta via como 

porta de entrada para infecção das mucosas, já patógenos como HIV, M. tuberculosis 

utilizam a mucosa como uma porta de entrada para uma infecção sistêmica (Neutra e 

Kozlowski, 2006).  

Desta forma, as vacinas de mucosas, podem contribuir significativamente para a 

melhoria da saúde global, estimulando respostas imunes não só contra infecções das 

mucosas, mas também contra doenças como HIV e Mycobacterium tuberculosis 

(Holmgren e Czerkinsky, 2005; Neutra et al., 2006). Ademais, a administração de 

vacinas por esta via é relativamente simples, o que permite maior aceitação por parte 

dos indivíduos a serem vacinados (Bahey-El-Din, Gahan e Griffin, 2010a). 

Portanto, uma área atraente no desenvolvimento de vacinas de nova geração e 

o desenvolvimento de vacinas adequadas para imunização das mucosas (Zaman,  

Chandrudu e Toth; 2013), como também o uso de diferentes tipos de adjuvantes 

adequeados para essa via.  

 

2.1.7. 1   Vias das mucosas   
 

A maioria das infecções bacterianas e virais se dá através das superfícies das 

mucosas, de forma que a imunidade contra agentes infecciosos poderá depender da 

indução da resposta imune associada a mucosas. Para combater alguns agentes 

infecciosos, a administração de vacinas pela via das mucosas é o método mais 

apropriado para imunização, já que várias pesquisas relatam que trata-se de uma via 

importante capaz de induzir respostas imunes tanto sistêmicas quanto de mucosas. 

(Almeida e Alpar, 1996; Boyaka et al., 2003; Holmgren e Czerkinsky, 2005; Brandtzaeg, 

2010). 

As principais vias de mucosas que estão sendo avaliadas para fins de vacinação 

com DNA são as vias vaginal (Kanazawa et al., 2008), oral (Guimarães et al., 2009) e 
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intranasal (Dou et al., 2012). Dentre essas vias a via intranasal e considerada a mais 

apropriada para a vacinação de mucosas (Zaman, Chandrudu e Toth; 2013). Uma das 

principais vantagens que a referida via apresenta é a não utilização de agulhas, o que a 

torna uma via muito promissora para a realização da vacinação sem a necessidade de 

pessoal treinado, como também a diminuição do risco de acidentes. Uma outra 

característica importante é que as vias aéreas superiores estão recobertas de grandes 

quantidades de cilios, gerando assim uma ampla superfície de absorção. Cabe 

salientar que após a vacinação intranasal é possível induzir tanto imunidade sistêmica 

quanto das mucosas (Davis, 2001; Zaman, Chandrudu e Toth; 2013), característica 

esta, que torna a via intranasal uma via promissora para o desenvolvimento de vacinas 

de nova geração. Na tabela 2 estão citadas algumas das vantagens como também 

desvantagens da via intranasal (Tabela 2). 

 
 Tabela 2: Vantagens e desvantagens da vacinação intranasal.   

                Vantagens                                                         Desvantagens  

Desnecessária a utilização de agulhas                                   Depuração rápida  

Via não invasiva (fácil aceso)                         Captura ineficiente 

Pequenas doses do antígeno                                       Falta de adjuvante compatível                   

                                                                                                 em humanos   

Indução de imunidade sistêmica 

           e das mucosas 

Imunidade local e em sítios distantes  

Alta vascularização 

A alta quantidade de cílios  

Imunização de grandes grupos  

                 populacionais. 

Fonte: Adaptado de Davis, 2001.  
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2.1.8  Imunidade das mucosas  

 

O sistema Imune esta constituído por dois grandes compartimentos: o sistema 

imune sistêmico e o sistema imune das mucosas. O sistema imune de mucosas 

funciona como a primeira linha de defesa contra patógenos e basicamente está 

composto por sítios efetores e indutores. Os sítios indutores são os responsáveis pela 

captura de antígenos como também de estimular as células T e B naive. 

Posteriormente estas células irão migrar para os sítios efetores; sítios estes nos quais 

acontece a produção da imunoglobulina A (IgA) secretora e desta forma a imunidade 

inata será iniciada (Tamura e Kurata, 2004).  

As superfícies das mucosas são definidas como as superfícies do corpo 

cobertas de muco e estas incluem a superfície respiratória, do trato gastrointestinal, 

urogenital além das superfícies das córneas e conjuntiva. Na superfície das mucosas, 

as células epiteliais e as células secretoras de muco estão organizadas de modo de 

estabelecer uma barreira epitelial, que em conjunto com as células do sistema imune, 

desempenham um papel vital na defesa do hospedeiro contra as infecções por 

patógenos (McKenzie, Brady e Lew, 2004). As referidas superfícies estão em contato 

constante com o ambiente exterior, portanto são sítios vulneráveis ao ataque 

microbiano e basicamente desempenham um ativo papel na regulação da resposta 

imune, bem como em funções fisiológicas, tais como transporte de nutrientes, íons e 

água, manutenção da homeostase e respiração (McKenzie, Brady e Lew, 2004; Mayer 

e Dalpke, 2007). 

 Um ser humano adulto possui em torno de 400m2 de área de superfície de 

mucosas e estima-se que 80% do total da população das células imunes estão 

associadas a estas superfícies. Adicionalmente, a maioria da superfície das mucosas 

contem tecido linfoide especializado associado (MALT, do inglês Mucosa-Associated 

Lymphoid Tissues). O NALT consiste no tecido linfóide associado ao tecido 

gastrointestinal, bronquial e nasal (NALT, do inglês, Nose Associated Lymphoid Tissue) 

como também conjuntiva e o tecido urogenital. Todos eles são necessários para a 

indução da resposta imune (Lugton, 1999).  
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2.1.8.1   Imunidade Associada aos Tecidos Nasais e Faríngeos (NALT)   
 

O Tecido Linfóide Associado aos Tecidos Nasais e Faríngeos (NALT) 

compreende uma estrutura organizada de células que participam na indução da 

resposta imunológica. Dentre essas células destacam-se macrófagos alveolares, 

células dendríticas (DC), linfócitos T e linfócitos B, as quais são cobertas por uma 

camada epitelial contendo células diferenciadas intercaladas dentre elas, denominadas 

de células M (do inglês, Microfold Cells) (Li et al., 1997, Davis, 2001). As células M são 

o portal de entrada para os antígenos ao NALT, facilitando o transporte dos patógenos 

através da mucosa e no tecido linfoide organizado, e consequentemente são a via para 

a indução da imunidade das mucosas (Fujimura 2000).  

A proteção nesta superfície das mucosas correlaciona-se principalmente com a 

produção de IgA secretória, sIgA, que junto a outros mecanismos inatos de defesa, 

como a secreção de mucinas, defensinas, lisozimas, oxido nítrico, dentre outros, 

fornecem proteção adicional contra os patógeno (Whaley e Zeitlin, 2005).  

A IgA das secreções externas difere da IgA da circulação sistêmica por possuir 

um determinante antigênico extra, chamado de componente ou peça secretora (PS). A 

PS facilita o transporte de IgA para a superfície epitelial através de um receptor, RIg 

localizado nas células epiteliais, através de um transporte ativo, por vesículas até o 

lúmem (Pillai et al., 2012). Portanto a imunidade das mucosas é mediada 

principalmente por imunoglobulina A secretora, considerado este o principal isotipo de 

imunoglobulinas nas secreções, sendo de grande importância na imunidade local 

(Lycke, 2012). O fato da sIgA possuir um alto grau de glicosilação e ser dimérica a 

torna resistente a degradação no ambiente externo rico em proteases presentes nas 

superfícies mucosas (Mestecky et al., 2005).  

São várias as funções que a sIgA apresenta na superfície das mucosas, dentre 

as quais podem ser citadas a retenção dos microorganismos no muco, sendo capaz de 

impedir o contato do patógeno com o epitélio e o bloqueio de moléculas específicas da 

superfície celular de patógenos que medeiam a invasão das células epiteliais 

(Hutchings et al., 2004), impedindo assim o ingresso dos mesmos. As IgAs localizadas 

subjacentes ao epitélio possuem a capacidade de direcionar novamente ao lúmen, 
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patógenos que atravessaram a barreira epitelial, como também mediar a destruição 

dos microorganismos através das células citotóxicas dependentes de anticorpos 

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

Jackson, 1996; van Egmond et al., 2001). Cabe salientar que as células B produtoras 

de IgA surgem a partir de células B naive localizadas no tecido linfóide associado a 

mucosas, MALT. Estas células B que inicialmente eram produtoras de IgM, pela 

estimulação antigênica, quando na presença de TGF-β, IL10 e fator de ativação de 

células B (BAFF, do inglês B cell-activating factor), sofrem uma mudança no isotipo de 

imunoglobulina de IgM para IgA (Lycke, 2012). 

Os antígenos solúveis, de menor tamanho, são capazes de atravessar o epitélio 

nasal, enquanto que os antígenos particulados penetram - ou são capturados - 

principalmente através das células M (Davis, 2001). Os antígenos transportados 

ativamente pelas células M são então capazes de atingir as células dendríticas, 

macrófagos e células B. Posteriormente ocorre o processamento e apresentação 

destes antígenos ao sistema imune (Ogasawara et al., 2011). Em consequência as 

células T helper CD4+ serão ativadas e a interação entre estas células, e com as 

células B, promoverão a produção de IgA por linfócitos B. Assim diferentes células B 

irão se deslocar para os sítios efetores onde serão diferenciadas em células 

plasmáticas,  capazes de produzir anticorpos (Johansen e Kaetzel, 2011). 

 

2.1.8.2 Estruturas Linfóides das Vias Aéreas Superiores em Animais e Seres 
Humanos 

 

A existência de agregados linfóides na parede bronquial (similar as placas de 

Peyer do intestino) tem sido descrito em varias espécies de animais, tais como ratos, 

coelhos, camundongos e porquinhos da índia. Estes agregados encontram-se 

localizados ao redor da principal bifurcação bronquial, sitio este atingido pelas 

partículas inaladas. Já em espécies como gatos, porcos e no homem existem poucos 

agregados organizados. Embora existam diferenças na organização de tecido linfóide 

bronquial entre as diferentes espécies, acredita-se que os antígenos administrados 
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sejam processados da mesma forma na mucosa respiratória das diferentes espécies 

(Bienenstock, McDermott e Clancy, 1999).  

A presença de tecido linfóide nas faringes foi descrito em 1884 pelo pesquisador 

Welhim vom Waldeyer, que descreve um tecido em forma de anel comportando as 

tonsilas nasofaríngeas ou adenoides (NT), um par de tonsilas palatinas (PT), um par de 

tonsilas tubais (TT), e as tonsilas linguais (LT), sendo as tonsilas, aglomerados de 

nódulos linfáticos revestidos apenas de epitélio com importantes funções imunológicas 

(Perry e Whyte,1998) (Figura 3). Sua localização na região orofaríngea permite estreito 

contato do sistema imune com os antígenos tanto ingeridos quanto inalados. Os 

antígenos que atingem as criptas das tonsilas são capturados pelas células M e células 

de Langerhans, comprometendo macrófagos da região. Assim, os antígenos serão 

apresentados e transportados na região extrafolicular, onde encontram-se as células T. 

Os centros tonsilares germinais suportam significativa proliferação de células B de 

memoria (Davis, 2001, Orga et al., 2001) 

 

 

Figure 3:Tecido linfóide faríngeo e anéis de Waldeyer. Fonte: Davis, 2001. 
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2.1.8.3. Resposta imune associada a superfície das mucosas  
 

Tem sido demostrado que a vacinação intranasal além de gerar resposta imune 

no NALT, também tem sido eficaz na indução de imunidade sistêmica, como também 

das mucosas gástrica, respiratória (Brandtzaeg, 2011; Jabbal, 2010) e do trato genital, 

fato este que torna esta via muito promissora, inclusive no desenvolvimento de vacinas 

contra doenças de transmissão sexual (Mestecky et al., 2011).  

Uma característica comum de todos os sítios das mucosas indutivos é que 

incluem uma superfície epitelial comportando as células M, as que recobrem os 

folículos linfoides não encapsulados (FAE, do inglês Follicle-Associated Epithelium). 

Além destes componentes, também podem ser encontradas células glandulares 

produtoras de mucinas, linfócitos, células plasmáticas, células dendríticas e 

macrófagos (Orga et al., 2001).  

Os antígenos que ingressam ao organismo, tanto pela vias aéreas quanto pela 

via alimentar, são capturados pelas células M e transportados para os FAE, onde 

células dendríticas, apresentadoras de antígenos, irão estimular células T naive CD4+ 

ou CD8+. As células T CD4+ ativadas irão diferenciar em Th1, Th2, e Th17, células T 

regulatórias, células T helper foliculares (TFH). As células T helper (CD4+ ativadas) 

receberam os antígenos estranhos processados pelas células dendríticas no contexto 

de moléculas MHC classe II. Desta forma as células B ativadas serão capazes de 

capturar antígenos, que posteriormente serão apresentados as células T 

proporcionando assim a ativação do sistema imune (Brandtzaeg, 2011). Células T e B 

migram para os linfonodos de drenantes e para os tecidos linfoides efetores como o 

pulmão e trato genital (Lucky, 2012). (Lycke, 2012). 

 

Como foi mencionado anteriormente a sIgA é o principal anticorpo das 

superfícies das mucosas. No entanto um outro isotipo de grande relevância foi 

encontrado na superfície de mucosas, IgG, após a invasão de antígenos, ou 

administração de vacinas à superfície de mucosas (Mestecky et al., 2005, Brandtzaeg, 

2011). A IgG presente nas mucosas, em conjunto com a IgM pentamérica secretada, e 
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a sIgA, podem neutralizar patógenos, prevenindo sua entrada nas mucosas como 

também na circulação sistêmica (Neutra e Kozlowski, 2006). 

A via T dependente conduz à produção de IgA. Tem sido considerado que esta 

via é essencial à construção de uma resposta imune às vacinas. A proteção contra 

muitas infecções bacterianas e virais baseia-se na estimulação eficaz de células T 

helper efetoras Th1. As células Th1 são linfócitos capazes de produzir interferon-gama 

(INF-γ), fator de necrose tumoral-alfa (TNF-α) e interleucina 2 (IL-2), participando da 

defesa contra patógenos intracelulares, como também para alguns patógenos 

extracelulares. Por outro lado os linfócitos Th2 possuem um papel indireto, apoiando a 

produção de anticorpos uma vez que são capazes de produzir as citocinas:  IL-10, IL-

13, IL-5 e IL-4. Por sua vez, células Th17 são consideradas efetoras, definidas por sua 

produção de IL17, sendo estas células capazes de produzir IL-21 e IL-22 também. A 

população de Th17 encontra-se na lâmina própria das mucosas e participa na proteção 

contra várias doenças bacterianas. A população Th17 é particularmente frequente na 

mucosa gastrointestinal, como consequência da colonização bacteriana. As respostas 

influenciadas pela IL17 é essencial para a manutenção da barreira de mucosas através 

do recrutamento de neutrófilos, liberação de peptídeos antimicrobianos e defensinas. 

(Blaschitz e Raffatellu 2010; McAleer e Kolls, 2011; Mattsson et al., 2011). 

As pesquisas desenvolvidas em vacinas de mucosas tem mostrado que a 

proteção contra a infecção pode durar por um grande período de tempo, inclusive por 

anos, embora a IgA de mucosas não seja observada de 6 a 9 meses após a vacinação 

(Brandtzaeg, 2007; Czerkinsky e Holmgren, 2009). Essa duração da resposta imune é 

atribuída à presença das células B de memória produtoras de IgA capazes de gerar 

uma rápida resposta a uma segunda exposição do patógeno, com a consequente 

melhora na capacidade da prevenção contra a infecção (Brandtzaeg, 2007; Plotkin, 

2010).  

Dentro do contexto da imunização por via de mucosas, a utilização de bactérias 

geneticamente modificadas representa uma alternativa promissora para a entrega dos 

plasmídeos vacinais (Bermúdez-Humarán et al., 2003a). 

 O uso de bactérias como veículos para a vacinação genética é uma ideia 

atraente e simples, que deriva de um número de propriedades intrínsecas oferecidas 
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por este sistema. As bactérias oferecem várias vantagens em relação aos sistemas 

virais, uma vez que os vírus codificam proteínas virais com epítopos imunodominantes, 

os quais podem competir com os epítopos da proteína recombinante na indução de 

células T do sistema imune. Além disso, a quantidade de material genético que pode 

ser clonado em plasmídeos bacterianos é muito maior do que aquela que as partículas 

virais podem acomodar. Por fim, com relação ao perfil de segurança, as bactérias, ao 

contrário dos vírus, são controláveis através da administração de antibióticos comuns 

(Darji et al., 2000). 

 

2.1.9  Bactérias na Entrega de Vacinas de DNA 

 

Estudos realizados por Walter Schaffner em 1980 demonstraram que as 

bactérias são potenciais vetores para a transferência de plasmídeos vacinais às células 

de mamíferos, in vitro. A partir desta pesquisa, várias outras foram realizadas a fim de 

propor as bactérias como novos vetores a serem utilizados para transferência de 

vacinas gênicas (Schaffner, 1980; Courvalin, Goussard e Grillot-Courvalin, 1995; 

Sizemore, Branstrom e Sadoff, 1995; Vassaux et al., 2006). Essa transferência ocorre 

quando a bactéria entra na célula eucariótica em uma vesícula primária, que logo após 

é fundida a um compartimento lisossômico, ocorrendo a lise bacteriana. 

Subsequentemente, o DNA plasmideano deve escapar da vesícula para o citoplasma 

e, em seguida, ser translocado para o núcleo da célula, para que ocorra a expressão 

da ORF de interesse e consequentemente apresentação do antígeno ao sistema imune 

(Figura 4) (Schoen et al., 2004; Pontes et al., 2011). 
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Figure 4:Representação esquemática da transferência de um plasmídeo vacinal de 

uma bactéria invasiva atenuada para uma célula eucariótica. (1) Célula eucariótica e 

bactéria contendo o plasmídeo vacinal; (2 e 3) Entrada da bactéria, em uma vesícula 

primária, na célula hospedeira; (4) Fusão da vesícula primária com o compartimento 

lisossômico e lise bacteriana; (5) Escape do plasmídeo de DNA da vesícula para o 

citoplasma; (6) a vacina de DNA alcança o núcleo da célula; (7 e 8) Transcrição e tradução 

do antígeno de interesse e apresentação deste ao sistema imune. Fonte: Pontes et al., 

2011. 

 
Em relação à entrega de DNA nu por via intramuscular, citada anteriormente, o 

sistema de entrega de vacinas de DNA por bactérias é mais vantajoso, devido ao fato 

de que estas atravessam a membrana plasmática da célula alvo, entregando o 

plasmídeo vacinal diretamente no interior da mesma. O fato de as bactérias abrigarem 

o DNA plasmideano faz com que este plasmídeo vacinal fique protegido contra 

degradação por nucleases. Outra consideração a ser ressaltada é que as bactérias 

carreadoras são capazes de acomodar plasmídeos de grande massa molecular, o que 

possibilita a inserção de múltiplas ORFs de interesse (Hoebe, Janssen e Beutler, 

2004). Ademais, as bactérias podem atuar como adjuvantes naturais após a invasão da 

célula hospedeira, devido à presença de moléculas em sua estrutura, denominadas 

Padrões Moleculares Associados aos Patógenos (PAMPs, do inglês Pathogen-

Associated Molecular Patterns), capazes de modular a resposta imune inata, e assim 

promover uma resposta adaptativa eficiente e duradoura. Por fim, este sistema é tido 
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como pouco dispendioso, devido à facilidade de cultivo das bactérias, sendo a 

manutenção do plasmídeo vacinal garantida pelo crescimento da cultura bacteriana e 

desta forma, etapas de purificação do plasmídeo tornam-se desnecessárias (Hoebe, 

Janssen e Beutler, 2004). Cabe ainda salientar que a maioria das bactérias 

transportadoras de vacinas gênicas permite a imunização de mucosas através da via 

oral, intranasal ou retal, além de mostrarem um tropismo natural pela indução do 

sistema imunológico, o que leva a uma ativação mais eficiente das respostas imunes 

pelo referido sistema em relação à imunização com DNA nu (Schoen et al., 2004).  

 

2.1.9.1 Bactérias Patogênicas Utilizadas Para a Entrega de Vacinas de DNA 
 

Bactérias patogênicas intracelulares atenuadas têm sido amplamente estudadas 

para a entrega de vetores de expressão eucariótica às células mamíferas (Daudel, 

Weidinger e Spreng, 2007), dentre as quais pode-se citar, Shigella flexneri (Kaminski et 

al., 2009), Yersinia enterocolitica (Autenrieth e Autenrieth, 2008) E.coli invasiva (Brun et 

al, 2008) Salmonella typhi (Osorio et al., 2009) e Listeria monocytogenes (Schoen et 

al., 2008). Estas últimas duas bactérias têm sido recentemente estudadas como 

vetores de entrega de vacinas de DNA terapêuticas para tratamento do câncer, sendo 

esta uma estratégia interessante já que estes microorganismos são capazes de ativar 

diferentes componentes do sistema imune (Shahabi et al., 2010). 

São várias as estratégias de atenuação disponíveis, sendo que a maioria dos 

vetores utilizados para imunização gênica apresentam deleção de um gene essencial 

para o metabolismo (mutantes auxotróficos), o que limita seu crescimento in vivo. 

Outras bactérias são atenuadas de maneira a produzir uma fago lisina após sua 

entrada em células eucarióticas (Pilgrim et al., 2003; Loessner et al., 2008), o que as 

torna incapazes de perpetuar dentro do hospedeiro e, consequentemente, de causar 

infecções. No entanto, há sempre a insegurança de que o vetor atenuado possa 

readquirir a habilidade de se replicar e causar doenças no hospedeiro, fato que deve 

ser levado ainda mais em consideração quando se trata de sua administração em 

crianças bem como em pacientes imunocomprometidos (Dunham, 2002). Sendo assim, 

alguns grupos de pesquisa, visando estratégias mais seguras para a entrega das 
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vacinas de DNA, têm explorado o potencial de bactérias não patogênicas para esta 

finalidade, contexto no qual a utilização das Bactérias Lácticas representa uma 

alternativa promissora (Stahl et al., 1997; Lee, 2003, Glenting e Wessels, 2005). 

 

2.2 Bactérias Lácticas 

 

2.2.1 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, trinta e dois gêneros bacterianos com porcentagem de G+C no genoma 

inferior a 55%, compõem o grupo das BL (König e Fröhlich, 2009), dentre os quais 

estão incluídos os gêneros Lactococcus, Streptococcus, Leuconostoc, Enterococcus, e 

Lactobacillus, sendo este último o maior representante do grupo, contendo cerca de 80 

espécies (Carr, Chill e Maida, 2002).  

Desde os tempos remotos, o ser humano utiliza essas bactérias para a 

fabricação e conservação de vários gêneros alimentícios, como queijos, vinhos, 

iogurtes, leites fermentados, picles, dentre outros. Hoje em dia sabe-se que a 

conservação de alimentos se deve à acidificação do meio (pH 3.5 a 4.5) e à produção 

de agentes bacterianos, como bacteriocinas e compostos orgânicos. Por serem 

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

são consideradas seguras (GRAS, do inglês Generally Recognized As Safe) para 

consumo humano de acordo com o Food and Drug Administration (FDA), órgão 

americano que fiscaliza medicamentos e alimentos (Van de Gauchte et al., 2006). 

Uma importante propriedade atribuída a muitos destes microrganismos é a 

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

2005), referidos, assim, como probióticos, ou seja, "microrganismos vivos que, quando 

administrados em quantidades adequadas, conferem um benefício à saúde do 

hospedeiro” (Sanders, 2003). Parte dos efeitos benéficos dos probióticos estão 
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relacionados ao fato destas bactérias serem capazes de modular a microflora intestinal, 

regulando o equilíbrio entre as bactérias benéficas e as potencialmente prejudiciais 

(Dogi et al., 2012). Os probióticos são capazes de agir diretamente sobre o sistema 

imune do hospedeiro, aumentando tanto a resposta inespecífica (fagocitoses e 

atividade das células NK) (Perdigón, Fuller e Raya, 2001) quanto a resposta especifica, 

como produção de anticorpos, citocinas e proliferação de linfócitos (Vintiñi et al., 2000; 

Perdigón, Fuller e Raya, 2001). As propriedades imunoestimulatorias das BL foram 

demonstradas através do aumento da produção de IgA, da produção de citocinas, tais 

como INFγ, IL-12 e IL-10, além do aumento da atividade fagocítica (Perdigón et al., 

2002; Christensen, Frøkiaer e Pestka, 2002).  

As BL, no intestino, estimulam os enterócitos a produzirem citocinas e 

quimiocinas, as quais podem ter efeitos sobre outras células epiteliais, sobre linfócitos 

intra-epiteliais e sobre outras células do sistema imune, localizadas na lâmina própria 

adjacente ao epitélio intestinal. Cabe ressaltar que não há um perfil de citocinas 

produzido pelas células imunes que caracterize uma BL como probiótica. As BL 

consideradas probióticas estimulam a produção de diferentes citocinas em nível 

intestinal permitindo ao sistema imune estar em “estado de alerta”, mas mantendo a 

homeostase e o balanço entre citocianas pro-inflamatórias e anti-inflamatórias 

(Galdeano et al., 2007). 

O potencial para novas aplicações das BL, tais como vacinas orais, produção de 

proteínas heterólogas e metabólitos vêm sendo explorado por vários grupos de 

pesquisa. Estas bactérias têm sido utilizadas como “usinas celulares” para a produção 

de moléculas de interesse médico e biotecnológico, como citocinas, enzimas, 

alérgenos e antígenos (Nouaille et al., 2003; Bermúdez-Humarán, Corthier e Langella, 

2004) e também utilizadas como veículo para a apresentação de antígenos exógenos 

às superfícies de mucosas (Mercenier, Muller-Alouf e Grangette, 2000). Recentemente, 

muitos dos estudos envolvendo as BL têm se concentrado em sua utiilização como 

veículo para entrega de vacinas de DNA (Guimaraes et al., 2006; Chatel et al., 2008, 

Innocentin et al., 2009; Tao et al., 2011); utilizando principalmente a bactéria láctica 

modelo Lactococcus lactis. 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Fr%C3%B8kiaer%20H%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Pestka%20JJ%22%5BAuthor%5D
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2.2.2 Lactococcus lactis: a Bactéria Láctica Modelo 

 

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

figura como microrganismo modelo no estudo das mesmas, não só por sua importância 

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

manipulação; (ii) possuir o status “GRAS”; (iii) ter sido a primeira BL cujo genoma foi 

sequenciado (Bolotin et al., 2001) e (iv) possuir um grande número de ferramentas 

genéticas já desenvolvidas (Duwat et al., 2000; Nouaille et al, 2003; Mills et al, 2006).  

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

cremoris, (Schleifer et al., 1985). Estas 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 

Lactococcus (Nouaille et al, 2003; Mills et al, 2006) possibilitaram o aparecimento de 

novas áreas de aplicação de L. lactis, como a entrega de proteínas, vacinas e drogas 

terapêuticas por via de mucosas (Braat et al, 2006; Hanniffy et al, 2007; Bahey-El-Din, 

Gahan e Griffin, 2010b). 

 

2.2.3 Utilizações Biotecnológicas de Lactococccus lactis 

 

Dentre as aplicações extra-alimentares vislumbradas para L. lactis, podem ser 

citadas: (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 produtor de proteínas diretamente no hospedeiro ou como um 

carreador para entrega de vacinas gênicas. 

 

2.2.3.1 Produção de Proteínas em Lactococcus lactis 
 

A expressão de proteínas heterólogas em L. lactis tornou-se mais acessível 

devido aos avanços no conhecimento genético desta bactéria como também devido ao 
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desenvolvimento de novas técnicas na área da 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 para L. lactis e outras BL (Nouaille et al., 2003; Pontes 

et al., 2011). Dentre estes sistemas, se destacam o sistema NICE (do inglês Nisin 

Controlled Expression System) (Kuipers et al., 1998) e o sistema XIES (do inglês 

Xylose-Inducible Expression System) (Miyoshi et al., 2004). O sistema NICE, baseado 

em genes que participam da biossíntese e regulação da nisina (de Ruyter et al., 1996; 

Kuipers et al., 1998), emprega o promotor PnisA e os genes regulatórios nisRK. Tal 

sistema é muito bem caracterizado, sendo o mais utilizado em BL (de Vos & Gasson, 

1989; Wells et al., 1993a; de Ruyter et al., 1996; de Vos, 1999; Mierau e Kleerebezem, 

2005). Por sua vez, o sistema XIES faz uso do promotor PxylT, induzido por xilose, e 

dos elementos genéticos (sítio de ligação do ribossomo e sequência codificadora do 

peptídeo sinal) da proteína Usp45 de L. lactis (Miyoshi et al., 2004) 

O fato de L. lactis não produzir endotoxinas, LPS ou qualquer outro produto 

metabólico tóxico (Bolotin et al., 2001) o torna interessante para a produção de 

moléculas heterólogas em relação ao uso de modelos tradicionais como E. coli. Além 

disso, este microorganismo apresenta poucas proteínas secretadas, sendo que apenas 

uma, a Usp45 (Unknown secreted protein of 45 kDa) que é secretada em quantidades 

suficientes para ser detectada em gel de poliacrilamida desnaturante (SDS-PAGE do 

inglês- Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis) corado pela 

técnica “azul de Commassie” (van Asseldonk et al., 1990), característica que facilita a 

purificação e análise das proteínas de interesse. Por fim, as linhagens utilizadas são 

desprovidas de plasmídeos selvagens (linhagens IL1403 e MG1363) (Gasson, 1983b; 

Chopin et al., 1984). Aliando tais características positivas ao desenvolvimento dos 

vários sistemas de expressão e endereçamento protéico, inúmeras proteínas de origem 

eucariótica, bacteriana e viral já foram produzidas utilizando L. lactis como sistema de 

expressão (Nouaille et al., 2003; Le Loir et al., 2005). 
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2.2.3.2 Lactococcus lactis Como Vacinas Vivas de Mucosas 
 

A microbiota do intestino humano é extraordinariamente complexa e importante 

para a digestão, proteção contra agentes patogênicos e principalmente para 

manutenção da imunidade de mucosas. As mucosas, como a gastrointestinal, são os 

locais onde o corpo entra em contato com a maioria dos antígenos e agentes 

infecciosos, representando, portanto, a primeira linha de defesa contra os 

microorganismos que utilizam esse meio de entrada (Kagnoff e Eckmann, 1997; 

Izadpanah et al., 2001). A superfície da mucosa intestinal é a única dentre os tecidos 

que se encontra em contato permanente com uma vasta, diversa e dinâmica 

comunidade microbiana. A mucosa intestinal é composta por varias células diferentes, 

cada uma das quais contribuindo de maneira única em limitar a penetração bacteriana 

através da barreira epitelial e manter assim, ignorância imunológica para os simbiontes 

intestinais (Mcperson, et al., 2001).  

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

veículo para a apresentação de antígenos exógenos na superfície de mucosas, 

sobretudo na mucosa intestinal. Além de possuírem o status GRAS, elas também são 

consideradas pouco imunogênicas, ao contrário dos microrganismos patogênicos, e 

podem ser continuamente utilizadas em programas de imunização, além de não 

possuírem LPS em sua parede celular, característica que elimina os riscos de choque 

por endotoxina (Mercenier, Muller-Alouf e Grangette, 2000). 

O desenvolvimento dos vários sistemas de expressão, utilizando promotores 

constitutivos ou indutivos, de proteínas heterólogas em L. lactis permitiu a construção 

de diversas linhagens recombinantes que vêm sendo estudadas como possíveis 

vacinas profiláticas e terapêuticas em modelos animais (Norton et al., 1995; Dieye et 

al., 2001). Um exemplo interessante é a linhagem de L. lactis capaz de expressar o 

antígeno PAc de Streptococcus mutans que, após ter sido administrada em 

camundongos, foi capaz de suscitar nos mesmos a produção de IgG e IgA PAc-

específicos (Iwaki et al., 1990).  

Outro grande exemplo é a linhagem de L. lactis que expressa TTFC (fragmento 

C da toxina tetânica), um antígeno altamente imunogênico. Norton e colaboradores 



 

40 

 

(1995) observaram um aumento significativo nos níveis de IgA após imunização oral de 

camundongos com as linhagens recombinantes produtoras de TTFC. Outros trabalhos 

mostraram que os animais vacinados com L. lactis produtora da forma intracelular 

deste antígeno 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).  

Após o sucesso dos primeiros experimentos de imunização, L. lactis foi utilizada 

para expressar vários antígenos derivados de bactérias e vírus e as linhagens 

recombinantes foram testadas como veículos vacinais contra diversas doenças 

infecciosas (Giomarelli et al., 2002; Bermúdez-Humarán, Corthier e Langella, 2004) 

bem como contra doenças inflamatórias do intestino (Wells e Mercenier, 2008). O 

primeiro ensaio clínico utilizando L. lactis recombinante expressando IL-10, uma 

citocina anti-inflamatória, foi conduzido em pacientes com a Doença de Crohn, no início 

de 2006. O ensaio foi aparentemente bem sucedido e demonstrou ser uma estratégia 

viável para o tratamento dessa doença em seres humanos (Braat et al., 2006; 

Huibregtse, 2011). 

Todavia, apesar dos resultados interessantes que vêm sendo obtidos, um 

grande desafio a esta abordagem se relaciona principalmente com a expressão de 

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

algumas vezes não é certo, pois modificações tais como glicosilações e formação de 

pontes dissulfureto são limitadas devido à falta da enzima dissulfeto isomerase, o que 

resulta em uma quantidade muito baixa da forma ativa da proteína de interesse, como 

observado com a IL-12 (Bermúdez-Humarán et al., 2003a) e interferon omega ovino 

(Bermúdez-Humarán, et al., 2003b). 

Uma estratégia para contornar este problema seria a utilização destas bactérias 

não só como produtoras do antígeno de interesse, mas também como veículos de 

entrega de plasmídeos vacinais com cassetes de expressão eucariótica ao indivíduo, 

de forma que as modificações pós-traducionais da proteína de interesse fossem 

realizadas pelas células deste hospedeiro. Dentro deste contexto, várias pesquisas têm 

explorado o potencial de L. lactis como carreador de vacinas de DNA (Guimaraes et al., 
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2006; Chatel et al., 2008; Innocentin et al., 2009; Bahey-EL-Din, Ganhan e Griffin, 

2010b; Tao et al., 2011).  

 

2.2.3.3 Lactococcus lactis Como Carreador Para Vacinas Gênicas 
 

Em 2006, Guimarães e colaboradores demonstraram que células epiteliais da 

linhagem Caco-2 co-cultivadas com linhagens de L. Lactis nativas, contendo um 

cassete de expressão eucariótica da proteína β-lactoglobulina bovina (BLG), o maior 

alérgeno do leite de vaca, foram capazes de expressar e secretar esta proteína 

(Guimarães et al., 2006). Mais tarde, camundongos foram imunizados com essa 

mesma linhagem e a proteína BLG foi detectada na membrana epitelial do intestino 

delgado de 53% destes animais (Chatel et al., 2008). Uma resposta imunológica BLG 

específica, baixa e transitória do tipo Th1 foi obtida e os camundongos tornaram-se 

protegidos após sensibilizações com o referido alérgeno. Entretanto, apesar de 

interessante, observou-se baixa taxa de transferência de DNA in vivo. Esse fato muito 

provavelmente deve-se ao status não patogênico de L. lactis, o que impede sua 

persistência no trato gastrointestinal, dificultando sua interação com células epiteliais 

do hospedeiro (Chatel et al., 2008).  

Assim, uma estratégia adotada para aumentar a eficiência de entrega destes 

vetores foi o desenvolvimento de linhagens de L. lactis invasivas, uma das quais a 

linhagem de L. Lactis expressando o gene da internalina A (InlA) de Listeria 

monocytogenes (Guimarães et al., 2005). InlA é uma proteína de 84 kDa que fica 

ancorada à parede celular da bactéria, mediando sua entrada em células epiteliais 

mamíferas por se ligar à E-caderinas presentes nas mesmas (Gaillard et al., 1991; 

Lebrun et al., 1996). Foi demonstrado que esta linhagem foi internalizada por células 

humanas epiteliais in vitro mais eficientemente que a linhagem não invasiva. O mesmo 

resultado foi observado in vivo após sua administração oral em porcos-da-índia. Além 

disso, essa internalização promoveu a entrega de plasmídeos contendo a ORF da 

proteína verde fluorescente (GFP, do inglês Green Fluorescent Protein), levando à 

produção da mesma nos animais (Guimarães et al., 2005). 
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Estes resultados foram obtidos a partir da utilização de um plasmídeo de grande 

peso molecular chamado pLIG (10 kb), fruto da cointegração de dois replicons, um de 

E. coli e outro de L. lactis (Guimarães et al., 2005). Entretanto, após diversas tentativas 

de se clonar ORFs codificadoras de antígenos de interesse neste plasmídeo, foi 

verificado que sua estrutura (grande peso molecular) tornavam os procedimentos de 

clonagem muito difíceis. Dessa maneira, um novo plasmídeo chamado pValac (do 

inglês Vaccination using Lactic acid bacteria), de peso molecular (3742 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 (MCS, do inglês-Multiple Cloning Site ), (iii) sequência 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 quanto em L. lactis, e (iv) um gene de resistência ao antibiótico cloranfenicol, 

para a seleção das linhagens recombinantes (Guimarães et al., 2009).  Devido a seu 

pequenho tamanho, o pValac proporciona procedimentos de clonagem e transformação 

mais acessíveis (Guimarães et al., 2005, Pontes et al., 2011), representando, dessa 

maneira, uma potencial ferramenta promissora para a imunização gênica (Pontes et al., 

2011). 

Embora atraente, a utilização experimental de L. lactis expressando InlA em 

camundongos possui 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 testada 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. 

Assim, uma nova 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 à células de mamíferos 

(Innocentin et al., 2009). A proteína FnBPA medeia a adesão de S. aureus ao tecido 

hospedeiro e sua entrada em células não fagocíticas (Sinha et al., 2000), portanto, sua 

utilização poderia facilitar a entrega dos plasmídeos vacinais. Resultados in vitro 

revelaram que esta linhagem invasiva transformada com o plasmídeo pValac:gfp foi 
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capaz de invadir células Caco-2 de maneira comparável à observada em L. lactis 

expressando InlA e mais eficiente que a linhagem não invasiva, bem como de entregar 

o DNA plasmideano às células mamíferas (Innocentin et al., 2009). 

 Deste modo L. lactis apresenta grande potencial como veículo carreador de 

vacinas de DNA e à medida que mais provas de conceito vão sendo estabelecidas, 

vislumbra-se, em um futuro próximo, a real utilização deste microrganismo em 

protocolos de imunização gênica (Pontes et al., 2011).  

Assim, a utilização de linhagens de L. lactis invasivas para a entrega de um 

plasmídeo de expressão eucariótica expressando um determinado antígeno de 

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

de DNA, mais seguras, eficazes e economicamente viáveis, visando o controle de 

diversas doenças infecciosas, como, por exemplo, a tuberculose. 

 

2.3 Tuberculose 

 

2.3.1 Generalidades  

 

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

humanidade. O agente causador desta doença, conhecido como Mycobacterium 

tuberculosis, foi isolado pela primeira vez em 1882, pelo médico alemão Robert Koch 

(1843-1910). Cento e trinta anos após esta descoberta, um terço da população mundial 

(aproximadamente 2 bilhões de pessoas) ainda se encontra infectada com M. 

tuberculosis em estado latente, sendo que 10% destas desenvolvem a TB ativa durante 

a vida (Pieters, 2008), fato que torna esta doença um dos principais problemas sociais, 

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

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

pobreza, ocorrendo principalmente nos países em desenvolvimento, e que tem sido 

exacerbada, desde os anos 80, pela crescimento do HIV (McShane, 2005). 

A bactéria M. tuberculosis pertence à família Mycobacteriaceae e é considerada 

o principal agente etiológico da TB humana (Pfyffer et al., 1998; Barrera, 2007).  
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Desde o seu isolamento em 1905, a linhagem M. tuberculosis H37Rv tem sido 

aplicada mundialmente em pesquisas pelo fato de manter plena virulência em modelos 

animais de TB, ao contrário de alguns isolados clínicos e por ser suscetível às drogas e 

ser propícia à manipulação genética. A sequência completa do genoma desta linhagem 

foi publicada em 1998 (Cole et al., 1998), sendo este re-anotado em 2002 (Camus et 

al., 2002). 

 Pacientes com TB pulmonar ativa sofrem de doença debilitante grave, 

apresentando sintomas tais como suores noturnos, febre, tosse e expectoração com 

sangue, podendo transmitir o bacilo através de gotículas durante a expectoração, tosse 

e até mesmo durante uma simples conversa. Após a infecção e antes da doença se 

instalar, o patógeno induz a formação de granulomas, que são compostos de fagócitos 

mononucleares, células dendríticas (DCs), células B e células T (Ulrichs e Kaufmann, 

2006).  

 A quimioterapia padrão contra a referida doença é bem extensa, com duração 

de seis meses de tratamento (WHO, 2005). O longo período de tratamento exigido 

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

doença e na seleção de bacilos resistentes (Silva, 1999; Zhang, 2005), sendo 

observada a ocorrência de linhagens de M. tuberculosis multidrogas resistentes (MDR-

TB) e extensivamente droga-resistentes (XDR-TB) (Gandhi et al., 2006), situação que 

se vê agravada devido à co-infecção TB-HIV (Espinal et al., 2001; Corbett et al., 2003).  

 

2.3.2 Patologia e Imunidade  

 

Patologia 

 

Atualmente a TB atinge cerca de 9 milhões de pessoas resultando na morte de 

1,5 milhões de pacientes por ano (Who, 2011). Trata-se de uma doença contagiosa 

propagada através do ar por meio de gotículas de secreção comportando os bacilos; 

estes são eliminados através da tosse, espirro ou mesmo da fala de pessoas com 

doença ativa.  
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Os sitios primários de infecção na TB são os pulmões, podendo também 

acometer outras regiões do corpo como rins, ossos, trato geniturinário, sistema nervoso 

central, articulações, pele, gânglios linfáticos e trato gastrointestinal (Gurski e Baker, 

2008; Vilasaró et al., 2008; Yoshida et al., 2009). 

Os fatores que irão influenciar o desenvolvimento da infecção são as condições 

imunológicas e genéticas do individuo exposto, bem como a virulência da linhagem 

infectante (Dannenberg, 1989). Após a infecção e antes da doença, os bacilos 

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

disseminando-se por todo o corpo. A propagação da infecção pela via sanguínea a 

diversas partes do organismo gera a TB miliar. Este tipo de TB pode atingir as 

meninges gerando assim, a meningite tuberculosa (Palomino et al., 2007).  

 

Imunidade 

 

Após a infecção com as gotículas contendo o bacilo, os macrófagos alveolares e 

células dendríticas intersticiais fagocitam o patógeno a fim de transportá-lo para os 

linfonodos drenantes (Reece e Kaufmann, 2012). Uma pequena quantidade de 

bactérias consegue atingir o parênquima pulmonar e se replicar. Nos linfonodos  

drenantes, os linfócitos T são estimulados pelas células dendríticas que apresentam os 

antígenos de M. tuberculosis (Dorhoi e Kaufmann, 2009; Dorhoi, Reece e Kaufmann, 

2012). Durante a recirculação, as células T ativadas interagem com fagócitos 

mononucleares no pulmão, onde são capazes de atrair e ativar mais monócitos e mais 

células T, granuloma sólido, local onde o agente patogênico será contido (Co, et al., 

2004; Kaufmann, 2013) (Figura 5).  
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Figure 5:Fluxo da infecção por micobactérias. Na parte superior da figura, esta representado um gráfico de carga bacteriana e 

um esquema da formação de um granuloma. Na parte inferior do gráfico as fases da infecção por M. tb, resposta do hospedeiro e as 

diferentes funções das células T. A linha pontilhada e a seta no topo do gráfico indicam o escape da microbactérias dos granulomas, 

e a fagocitose por macrófagos e polimorfonucleares para a reinicação do ciclo de formação de granulomas. Fonte: Co et al., 2004. 
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Os polimorfonucleares infectados como também as células dendríticas após um 

período de tempo entram em apoptose, o que leva a formação de vesículas apoptóticas 

carregadas de bacilos ou antígenos do mesmo; estas vesículas serão fagocitadas por 

outras DC da região assim, os peptídeos serão expostos na glicoproteína MHC classe 

I. (Schaible, et al., 2003; Winau et al., 2006). Este processo conhecido como 

crosspriming, pode estimular tanto células CD4 como células CD8 que serão capazes 

de participar da imunidade contra o M. tuberculosis (Winau et al., 2006; van der Wel et 

al., 2007). 

 

As células T CD4+ (helper) ativas migram para o local da infecção e, de acordo 

com as citocinas presentes no ambiente, serão capazes de se diferenciar em efetoras 

do tipo Th1, Th2 ou Th17. Assim, as DC que fagocitaram os bacilos são as 

responsáveis pela produção de IL12, citocina esta responsável pela ativação de células 

NK e diferenciação de células CD4+ em células efetoras do tipo Th1.  

As células Th1 secretam IFN-γ, e TNF-α, responsáveis pela ativação das 

funções microbicidas dos macrófagos e polimorfonucleares, os quais são capazes de 

controlar o patógeno no seu estágio intracelular (Kaufmann, 2004; Flynn, 2004; 

Salgame, 2005, Kaufmann 2013) (Figura 6).   

Os linfócitos Th17 também participam ativamente no desenvolvimento da 

imunidade contra TB. Estas células produtores da citocina IL17, tem como função atrair 

e ativar neutrófilos para o sitio da infecção. Existe relatos de que esta citocina participa 

nos primeiros estádios da infecção (Khader et al., 2007).  

 Outra população de linfócitos T que contribuem para o controle da resposta 

imune celular na TB são as células CD8+. As células T CD8+ produzem moléculas 

citolíticas como perforinas, granulosinas e granzimas que, além de lisar as células do 

hospedeiro, são capazes de matar diretamente o bacilo (Stenger, et al., 1998; Nicod, 

2007). Estas células reconhecem peptídeos antigênicos no contexto de MHC classe I 

das células apresentadoras de antígenos (Dorhoi, Reece e Kaufmann, 2012).  

Existe um grupo de células T, denominadas T reguladoras (Treg) que, ao 

contrario das células efetoras (CD4 e CD8), são células capazes de controlar e/ou 
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suprimir a resposta imune. Sua principal função baseia-se na desaceleração da 

resposta imune após o patógeno ter sido eliminado (Joosten et al., 2008; Urdahl, 

Shafiani e Ernst, 2011). 

As citocinas do padrão Th2, como IL-4, IL-5 e IL-10, também estão presentes na 

resposta imunológica contra M. tuberculosis. Estas citocinas são capazes de estimular 

linfócitos B a se diferenciarem em plasmócitos com consequente produção de 

anticorpos, os que irão ajudar no controle da infecção (Mosmann e Coffman, 1989; 

Romagnani, 2005).  

 

 

Figure 6:Representação esquemática de um alvéolo adjacente a um granuloma sólido. 

Os bacilos estão contidos em células epiteliais e em macrófagos dentro do granuloma. A 

camada exterior é constituída por diferentes subpopulações de linfócitos T cercados por uma 

parede fibrosa. No granuloma os linfócitos T interagem com os macrófagos e as células 

dendríticas. Fonte: Kaufamnn, 2013. 
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O patógeno também é capaz de induz a formação de granulomas, que são 

compostos de células fagóciticas mononucleares (MPs), células dendríticas (DCs), 

linfócitos B e linfócitos T (Ulrich e Kaufmann 2006). Estes granulomas podem conter o 

agente patológico em estado latente gerando infecção latente, ou seja, infecção sem 

doença clinica (Kaufmann, 2013).  

 

2.3.2. 1 Infecção Latente e Doença Ativa.  
 

Estima-se que 90% das pessoas infectadas com M. tuberculosis possuam 

infecções assintomáticas por tuberculose latente (TL) (Who, 2011). Somente o 5% dos 

casos de TL evoluem para infecção primaria dentro do primeiro mês de infecção, com 

uma proporção significativamente alta em crianças e em pacientes imunodeprimidos, 

pois estes apresentam uma resposta falha na contenção do patógeno (Lawn e Zumla, 

2011).  

Existe um equilíbrio entre o patógeno e as células que fazem parte do 

granuloma. Perturbações desse equilíbrio providenciam aos bacilos vantagens sobre o 

hospedeiro, o que resulta em uma morte massiva de células imunes (Ulrichs e 

Kaufmann, 2006; Reece e Kaufmann, 2012), formando o granuloma caseoso. Desta 

maneira a bactéria pode multiplicar rapidamente e ser disseminada para outros órgãos 

pela via sanguínea e linfática e, por fim para o ambiente, seja via respiração ou 

expectoração, podendo infectar outros indivíduos. (Figura 7).  
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Figure 7:Representação esquemática de transmissão e difusão de M. tuberculosis  em 

granuloma caseoso. Os bacilos estão contidos em células epiteliais e em macrófagos dentro 

do granuloma. A camada exterior é constituída por diferentes subpopulações de linfócitos T 

cercados por uma parede fibrosa. No granuloma os linfócitos T interagem com os macrófagos e 

as células dendríticas. Fonte: Kaufamnn, 2013. 

 

A manutenção de granulomas torna-se essencial para a prevenção da 

reativação da infecção por microbactérias em estado latente. A formação de 

granulomas envolve a contribuição de muitos subgrupos de células, principalmente 

linfócitos T, como também macrófagos. Torna-se evidente que a formação de 

granulomas envolve não somente a interação entre muitos tipos diferentes de células 

mas também das complexas interações entre hospedeiro e as micobactérias (Co et al., 

2004). 
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2.3.3. Diagnostico, tratamento e prevenção.  

 

O diagnostico de TB é realizado por técnicas de coloração de Ziehl Neelsen, 

como também de culturas positivas de M. Tuberculosis, contiguamente com a 

avaliação de sintomas clínicos e a avaliação radiográfica do tórax do paciente. (Bock et 

al., 1996; Murphy et al., 1995; Tattevin et al., 1999). 

 A quimioterapia padrão contra a TB 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).  

 Devido ao longo período do tratamento (6 meses), a grande maioria das 

pessoas acaba por abandoná-lo, gerando a seleção de bacilos resistentes. Este fato, 

em conjunto com o surgimento de linhagens resistentes a multiples drogas (MDR-TB), 

caracterizadas por serem resistentes a isoniazida e rifampina, e de linhagens 

extensivamente droga-resistentes (XDR-TB), resistentes ainda à fluoroquinolona e a 

pelo menos um antibiótico de segunda linha (amicacina, canamicina e capreomicina), 

acabam dificultando ainda mais o controle da doença (Gandhi et al., 2006). 

A prevenção da TB torna-se importantíssima, sendo a BCG a única vacina 

disponível para uso clínico. A primeira vacinação utilizando BCG foi realizada em 1921, 

em Paris, e no Brasil os programas de imunização com esta vacina iniciaram-se em 

1927 (Hijjar et al., 2007). Estima-se hoje que cerca de 3 bilhões de pessoas já tenham 

sido vacinadas com a BCG, o que torna esta a vacina mais amplamente utilizada no 

mundo (Martin, 2005; Dietrich, Weldingh e Andersen, 2006). 

  

2.3.4 Origem da BCG 

 

Com a intenção de desenvolver uma vacina terapêutica, Robert Koch semi-

purificou componentes do M. tuberculosis, mostrando que a injeção deste material na 

pele dos indivíduos gerava uma resposta imune local, a qual poderia ser revelada como 

inchaço e vermelhidão. Esta pesquisa deu origem ao teste tuberculínico (TST, do 

inglês, Tuberculin Skin Test), utilizando-se o derivado protéico purificado (PPD). O PPD 
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é um teste baseado em uma mistura de antígenos de M. tuberculosis, muitos dos quais 

são compartilhados com as proteínas da vacina Mycobacterium bovis BCG e de outras 

micobactérias ambientais não patogênicas (Harboe e Quayle, 1991; Huebner et al., 

1993). Hoje em dia é utilizado para fins de controle epidemiológico e profilaxia; 

permitindo a identificação de indivíduos que tiveram contato prévio com o agente 

etiológico causador da TB (Kaufmann, 2010).  

Utilizando abordagens diferentes, dois cientistas franceses, Albert Calmette 

(1863-1933) e Camille Guerin (1872-1961), tiveram maior sucesso nas suas pesquisas 

ao tentar desenvolver uma vacina contra a TB, entre os anos 1906 e 1920. Seguindo a 

filosofia de Louis Pasteur, com o propósito de obter mutantes que tivessem sua 

virulência diminuída, estes pesquisadores produziram grande quantidade de cultura de 

Mycobacterium bovis (agente causador de TB em gado) e após 230 passagens, foram 

capazes de identificar um mutante atenuado, que não era capaz de causar doenças 

nos animais testados, porém conservava propriedades imunogênicas. Desta forma, em 

1920 o primeiro ser humano foi vacinado contra a TB com a BCG (BCG, Bacilo 

Calmette Guerin), como foi chamada esta vacina. 

A partir de 1921, várias linhagens derivaram da vacina BCG original e estas 

foram denominadas pelo país ou laboratório de onde foram propagadas. Mais de 50 

sub-cepas de BCG são conhecidas, contudo somente seis estão atualmente em uso, 

sendo elas BCG Connaught, BCG Glaxo, BCG Moreau, BCG Pasteur, BCG Tokyo e 

BCG Danish (Minnikin et al., 1984; Milstien e Gibson, 1990; Lagranderie et al., 1996). 

 Atualmente a BCG é administrada como parte de um programa expandido de 

imunização, financiado pela Organização Mundial de Saúde, pelo Fundo das Nações 

Unidas para a Infância (UNICEF) e também pela Aliança para Vacinação e Imunização 

(GAVI, do inglês-Global Alliance for Vaccines and Immunisation) (Kaufmann, 2010). 

Após a administração de quatro bilhões de doses, esta vacina apresenta um excelente 

histórico de segurança, embora este não seja completo (Kaufmann 2010; WHO, 2011). 

Verificou-se que a BCG é capaz de proteger crianças, com uma eficácia >80% contra 

as formas mais severas de TB, incluindo a meningite tuberculosa e a TB miliar (Trunz, 

Fine e Dye, 2006; Liu et al., 2009). Em contraste, a eficácia desta vacina contra a TB 

pulmonar em pacientes adolescentes e adultos varia de 0 a 80%, dependendo da 
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população estudada (Brewer, 2000; Britton e Palendira, 2003; Liu et al., 2009). Apesar 

de controverso, tem sido estimado que o efeito da vacinação com BCG não é mais 

significativo, passados 10 anos da imunização, fato que leva a necessidade de doses 

reforço (Sterne, Rodrigues e Guedes, 1998). 

Diante dos motivos expostos, faz-se necessária pesquisa e desenvolvimento de 

novas vacinas contra a TB, mais seguras e eficazes, especialmente para 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 poderiam ter um grande impacto sobre a redução do número de 

novos casos de TB na população adulta mundial (Dietrich et al., 2006; Kaufmann, 

2010). 

 

2.3.5 Possíveis Sucessores ou Potenciadores da BCG Como Futuros Candidatos 
Vacinais 

 

 Embora a geração de novas vacinas para combater a TB seja alvo de intensa 

investigação, nenhuma das vacinas desenvolvidas até o momento tem conseguido 

erradicar esta doença, considerada um importante problema de saúde global. 

 Existem vários grupos candidatos à vacina, que se encontram em diferentes 

fases clinicas. O primeiro grupo consiste de construções de BCG recombinantes, 

(r)BCG, que se destinam a substituir a BCG original. O segundo grupo de candidatos 

compreende vetores virais, os quais expressam um ou mais antígenos 

imunodominantes do patógeno M. tuberculosis. Já o terceiro grupo aborda proteínas 

recombinantes com adjuvantes em sua formulação. Ambos, vetores virais e 

formulações de proteínas com adjuvantes têm sido considerados para uma estratégia 

de vacinação priming-boost. Finalmente, um quarto grupo refere-se à administração de 

frações inativadas de micobactérias como também de semi-purificados das mesmas 

(Tabela 3) (Kaufmann, 2010). 
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Fonte: Adaptado de Kaufmann, 2010. 
 

A disponibilidade da sequência genômica de M. tuberculosis (Cole et al., 1998) 

deu um impulso importante na investigação de antígenos imunogênicos e/ou 

imunodominantes como promissores candidatos ao desenvolvimento de vacinas mais 

eficazes que a BCG. Além disso, pesquisas feitas por Andersen e colaboradores 

reportaram que o sobrenadante da fase inicial de crescimento da cultura de M. 

tuberculosis apresentava diversos antígenos secretados com grande potencial 

imunogênico (Andersen et al., 1991). Essas proteínas, presentes no filtrado de cultura 

Tipo Nome do Candidato Descrição 

Recombinantes 
vivos 

 

VPM1002 
 

rBCG expressando listerolisina e deleção de 
urease. 
 

rBCG30 rBCG expressando o antígeno Ag85B 
 

Vetores Virais Oxford MVA86A/AERAS-485 
 

Vírus Ankara modificado expressando 
antígeno Ag85A.  
 

Crucell Ad35/AERAS 402 
 

Replicação deficiente do adenovírus 35 
expressando os antígenos Ag85A, Ag85B e 
TB10.4 
 

Ad85A 
 

Replicação deficiente do adenovírus 5 
expressando o antígeno Ag85A. 
 

Proteínas 
Recombinantes 

Hydrid-I+IC-31 
 

Fusão dos antígenos Ag85B e ESAT-6, em 
adjuvante IC-31 (IC-31, adjuvante formado 
pelo oligonucleotídeo e peptídeo policatiônicos 
(Lingnau et al., 2007)). 
 

Hydrid-I+CAF01 
 

Fusão dos antígenos Ag85B e ESAT-6, em 
adjuvante CAF01 (CAF01, adjuvante formado 
por compostos do nitrogênio alifáticos e 
componentes da parede celular 
micobacteriana (Davidsen et al., 2005)). 
 

M72 
 

Fusão dos antígenos RV1196 e Rv0125, em 
adjuvante AS01 ou AS02 (AS01, formulado na 
forma de lipossomos; AS02, consiste em uma 
emulsão óleo-água (Orme, 2006)). 
 

HyVac4/AERAS-404 Fusão dos antígenos Ag85B e TB10.4, em 
adjuvante IC-3. 
 

Vacinas Mortas RUTI Fragmentos de M. tuberculosis  
 

Mycobacterium vaccae M. vaccae inativado. 

Tabela 3: Principais candidatos vacinais em ensaios clínicos 
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(CFP, do inglês Culture Filtrate Protein) de M. tuberculosis, têm sido foco de vários 

estudos pelo fato de serem consideradas imunodominates, já que são capazes de 

produzir forte resposta imune celular e humoral (Andersen et al., 1995). Dentre alguns 

desses antígenos, estão o ESAT-6 (Lalvani et al., 1998), PstA1, ThyA, RpoB (Cho et 

al., 2000; Bivas-Benita et al., 2004) e também aqueles pertencentes ao complexo Ag85 

(Wiker et al., 1992). 

  

2.3.6 O Complexo Antigênico Ag85 

 

O complexo Antigênico 85 (Ag85) consiste de três proteínas: Ag85A (Rv3804c), 

Ag85B (Rv1886c) e Ag85C (Rvo129c), com peso molecular entre 30-32kDa, 

codificadas por três genes (fbpA, fbpB, fbpC2, respectivamente) que estão localizados 

em diferentes regiões do genoma da micobactéria (Content et al., 1991). Juntas, essas 

proteínas constituem a maior porção das proteínas secretadas por M. tuberculosis e M. 

bovis (Wiker et al., 1990; Wiker et al., 1992) e, embora presentes em grande 

quantidade nos filtrados da cultura, elas também podem ser encontradas em 

associação com a superfície da bactéria (Schou et al., 1985). 

As proteínas do complexo Ag85 possuem atividade micolil-transferase, 

participando da síntese do ácido micólico, que constitui a parede celular bacteriana. 

Este ácido, por sua vez, contribui para a manutenção da integridade e patogênese 

destas bactérias (Belisle et al.,1997; Harth et al., 2002). Em adição à sua importância 

na biosíntese da parede celular, este complexo também pode estimular a captura da 

micobactéria por macrófagos humanos através da interação dessas proteínas com a 

fibronectina, presente na matriz extracelular. Esta interação resulta em um aumento da 

fagocitose do bacilo, mediada pelos receptores do complemento presentes nos 

macrófagos do hospedeiro (Abou-Zeid et al., 1988). 

Além disso, as proteínas Ag85 são fortemente imunogênicas devido à sua 

capacidade de estimular tanto a resposta imune celular quanto humoral. Este complexo 

é capaz de induzir forte proliferação de células T, produção de interferon gama (IFN-γ) 

e linfócitos T citotóxicos (CTL) em indivíduos infectados com M. tuberculosis ou 

Mycobacterium leprae, como também em ratos e humanos vacinados com a BCG 
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(Huygen et al., 1992; Launois et al., 1994; Munk et al., 1994; Silver et al., 1996). Desta 

forma as proteínas deste complexo são considerandas candidatas promissoras ao 

desenvolvimento de vacinas contra TB (Denis et al.,1998). 

As proteínas secretadas são consideradas moléculas mais acessíveis para o 

sitema imune. Um índice que avalia a concentração relativa dos antígenos 

micobacterianos localizados extra ou intracelulares é o índice de localização. Este 

índice relaciona a quantidade do antígeno no fluido cultural e a quantidade do mesmo 

antígeno no sonicado bacteriano. Assim, valores altos deste índice indicam alta 

eficiência de secreção, sendo o índice de localização do Ag85A o maior deste 

complexo estudado (Wiker et al., 1990; Wiker et al., 1991; Wiker et al., 1992). 

 

2.3.6.1 Ag85A como um antígeno vacinal 
 

Em 1996, Sato e colaboradores e Huygen e colaboradores foram os primeiros a 

reportar a vacinação com DNA nu contra TB, através da utilização de DNA codificando 

a proteína de shock térmico de 65-kDa e a mycolyltransferase de 32-kDa ou antígeno 

85A de M. tuberculosis, respectivamente (Huygen et al., 1996, Sato et al.,1996). A 

partir destes dados uma ampla variedade de antígenos contra a TB, a serem utilizados 

em vacinas gênicas, com diferentes graus de immunogenicidade e profilaxia, vêm 

sendo estudados (Huygen, 2003).  

A identificação de Ag85A como um antígeno imunodominante para células T nos 

primeiros estágios da infecção levou a uma investigação mais detalhada do seu papel 

na imunidade da TB.  

Pesquisas realizadas por Denis e colaboradores avaliaram a imunogenicidade 

de uma vacina de DNA carregando a ORF Ag85A em comparação com a 

imunogenicidade gerada pela infecção intravenosa com M.tuberculosis, em modelo 

murino. Estes pesquisadores observaram que a vacinação com DNA foi capaz de gerar 

uma forte resposta imune celular, de padrão Th1, e ativação de linfócitos citotóxicos 

(CTL), ao contrário do que foi observado em ratos infectados com M. tuberculosis, onde 

não foi possível observar a detecção da atividade citolítica nestes animais e nem 

naqueles vacinados com a BCG. Estes autores atribuem o resultado da pesquisa ao 
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fato das micobactérias residirem no fagossoma, o que dificulta o acesso dos antígenos 

protéicos ao sistema imune do hospedeiro (Denis et al., 1998). Outra abordagem em 

que o antígeno Ag85A foi utilizado foi a vacina MVA-85A, a qual utiliza como vetor o 

vírus vaccínia Ankara recombinante, modificado pela adição da ORF Ag85A. O objetivo 

da construção desta vacina foi aumentar o nível de resposta de células T induzida pela 

BCG, através da expansão de células T Ag85 específicas (McShane et al., 2004; 

McShane et al., 2005). Várias pesquisas demonstraram que MVA-85A induziu a 

produção de INF-γ, com picos de produção da referida citocina entre uma e duas 

semanas após a vacinação (Brookes et al., 2008; Sander et al., 2009). Dois estudos 

recentes reportaram que a MVA-85A se mostrou segura e imunogênica quando 

administrada em indivíduos adultos com HIV e também em indivíduos que 

apresentavam TB e HIV (Minassian et al., 2011; Scriba et al., 2012). Utilizando essa 

vacina como reforço da primeira imunização com BCG, observou-se indução de 

proteção contra TB em camundongos, além de níveis significativos de células CD4+ e 

CD8+ antígeno-específicas em relação aos animais imunizados somente com a MVA-

85A (Goonetilleke et al., 2003).  

Outra tentativa com o intuito de incrementar a eficácia da BCG foi o estudo do 

potencial de uma vacina de DNA codificando a proteína imunodominante mycoyl-

transferase Ag85A, administrada seja como priming ou como boosting à BCG. O 

estímulo prévio com a referida vacina de DNA incrementou significativamente a eficácia 

protetora da BCG, indicado pela redução de caquexia e pelo prolongado tempo de 

sobrevivência dos animais, como também pelo significativo aumento de IL-17 e INF-γ 

(Romano et. al., 2006).  

Dou e colaboradores estudaram o efeito imunogênico de uma vacina gênica 

codificando o fator estimulante de colônias de granulócitos e macrófagos de ratos  

mGM-CSF (do inglês mouse Granulocyte Macrophage-Colony Stimulating Factor) e 

Ag85A, em modelo murino. Estes pesquisadores concluíram que essa nova construção 

de vacinas gênicas foi capaz de induzir ratos a gerarem potentes respostas imunes 

contra o antígeno Ag85A (Dou et al., 2005). Quatro anos mais tarde estes mesmos 

autores realizaram a estratégia priming-boosting utilizando a vacina BCG como 

estímulo, e a construção Ag85A-mGM-CSF como reforço, a fim de aumentar o efeito 
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imune e protetor frente ao desafio com M. tuberculosis. Resultados satisfatórios foram 

obtidos no que concerne a imunidade mediada por células como também à imunidade 

humoral contra o patógeno (Dou et al., 2009). 

Assim, todos estes trabalhos realizados com a proteína secretada Ag85A de M. 

tuberculosis apresentaram um modelo promissor de indução de imunidade contra a TB, 

conduzindo a extensos programas para o desenvolvimento de novas vacinas, mais 

eficazes. 
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3. OBJETIVOS 
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3.1 Objetivo Geral 

 

Neste contexto, e baseado nas informações anteriores, o objetivo geral deste 

trabalho foi utilizar uma linhagem invasiva de L. lactis (L. lactis FnBPA+) como veículo 

para a entrega, via mucosas, do plasmídeo vacinal pValac codificando o antígeno 

Ag85A de M. tuberculosis a camundongos C57BL/6 e a avaliação do perfil de resposta 

imunológica gerada.  

 

3.2 Objetivos Específicos 

 

 Isolamento e clonagem da sequência codificadora do antígeno Ag85A de M. 

tuberculosis no vetor pValac; 

 

 Avaliação da funcionalidade do plasmídeo pValac:Ag85A in vitro; 

 

 Construção da linhagem vacinal L. lactis FnBPA+ (pValac:Ag85A); 

 

 Imunização intranasal de camundongos C57BL/6 com a linhagem vacinal L. 

lactis FnBPA+ (pValac:Ag85A); 

 

 Caracterização do perfil de resposta imunológica humoral por meio da detecção, 

no soro dos animais, dos anticorpos IgA, IgG e seu isotipo IgG1 anti Ag85A e, no 

lavado broncoalveolar, de IgA específicos para Ag85A. 

 

 Caracterização do perfil de resposta imunológica celular, a partir do perfil de 

citocinas, padrão de resposta Th1, Th2 e Th17. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 
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4.1 Linhagens Bacterianas, Plasmídeos, Condições de Cultivo e Estocagem 

 

 As linhagens bacterianas e plasmídeos utilizados neste trabalho estão listados 

na Tabela 4. 

 

Tabela 4: Linhagens bacterianas e plasmídeos utilizados. 

 
Linhagem 

 
Características  Fonte 

Escherichia coli 

 TG1 
[(supE, hsd, ∆5, thi, ∆lac-proAB), 

F’(traD36proAB-lacZ∆ M15)] 
Gibson 1984 

 
Escherichia coli TOP10 

                 (hsdR; mcrA; lacZ∆M15; endA1; recA1) Invitrogen 

Escherichia coli (TG1) 
pValac:gfp 

(E. Coli TG1 portando o plasmídeo 
pValac:gfp,Cm

r
)
a
 

Guimarães et al., 
2009 

 

Lactococcus lactis (MG1363) 
FnBPA

+
 

(L. lactis MG1363 portando o plasmídeo     
pOri23:fnbpA, Ery

r
)
b
 expressando FnBPA 

de S. aureus]
a
 

Que et al., 2001 

Lactococcus lactis MG1363 Linhagem selvagem  

Lactococcus lactis FnBPA
+
 

pValac:Ag85A 

(L. lactis MG1363 portando os plasmídeos    
pOri23:fnbpA, Ery

r
 e pValac:Ag85A, Cm

r
) 

 
Este trabalho 

Lactococcus lactis FnBPA
+
 

pValac:gfp 
(L. lactis MG1363 portando os plasmídeos 

pOri23:fnbpA, Ery
r
 e pValac:gfp, Cm

r
) 

Este trabalho 

Plasmídeo Características  Fonte  

Zero Blunt® TOPO® 
                            Vetor de clonagem: 
            (Plac; lacZα; ccdB; Km

r
; Zeo

r
 ; pUC ori;)

a
 

Invitrogen 

                    
                    pUC19 

   

                           (ori ColE1/Amp
R
)
b
  

 
Invitrogen 

 
pOri23-fnbpA 

                       

                      (fnbpA/ori ColE1/P23/Ery
R
)
c
 

 
Que et al., 2001 

                  pValac:gfp 
 

  (pCMV/Cm
R
/RepA/RepC/ gfp)

c 

 

Guimarães et al., 
2009 

             pValac:Ag85A (pCMV/ Cm
R
/ RepA/RepC/ Ag85A)

d 
Este trabalho 

a
 Linhagem de E. coli pertencente 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). 
a 

: Plac: promotor do operon lac; Km
r
: gene que confere resistência à canamicina; pUc ori: origem de 

replicação; ccdB: gene letal; Zeo
R
: gene de resistência a zeomicina;. 

b/c/d 
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; Ag85A: ORF do gene codificador da proteína Ag85A de M. 
tuberculosis. 
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As linhagens de E. coli foram cultivadas em meio LB (Luria-Bertani) (vide anexo 

Seção I- Meios e Soluções ao final do manuscrito) e quando necessário, o meio foi 

suplementado com 10 µg/mL do antibiótico clorafenicol (Cm) (vide anexo Seção I- 

Meios e Soluções ao final do manuscrito; E. coli pValac), ou 100 µg/mL do antibiótico 

ampicilina (Amp) (vide anexo Seção I- Meios e Soluções ao final do manuscrito; E. coli 

pUC19). As linhagens foram crescidas a 37ºC, sob agitação, durante 18 horas. 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 (1:1) em solução 

estéril de glicerol 80% (vide anexo Seção I- Meios e Soluções ao final do manuscrito) e 

acondicionadas em ultrafreezer a -80°C. 

 As linhagens de L. lactis, por sua vez, foram cultivadas em meio M17 Glicose 

(M17-Gli) (vide anexo Seção I- Meios e Soluções ao final do manuscrito) a 30ºC, sem 

agitação, por um período de 20 horas, e quando necessário, o meio foi suplementado 

tanto com 5 µg/mL de eritromicina (Ery) (vide anexo Seção I- Meios e Soluções ao final 

do manuscrito) quanto com 5 µg/mL de Cm e/ou 2,5 µg/mL de Ery. Para culturas em 

meio sólido, 1,5% de ágar bacteriológico foi adicionado aos meios acima citados. Para 

fins de estocagem, as linhagens de L. lactis foram cultivadas em meio líquido a 30ºC 

por 20 horas, e em seguida, as culturas foram diluídas (1:4) em uma solução estéril de 

glicerol 80% e acondicionadas em um ultrafreezer a -80°C. 

 

4.2 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. A qualidade do 

material obtido foi estimada através de resolução eletroforética em gel de agarose a 

1%, utilizando como referência o marcador de peso molecular Gene Ruler™ 1 kb DNA 

Ladder (Fermentas). A pureza do DNA também foi avaliada através da relação das 
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leituras espectrofotométricas, nos comprimentos de onda 260/280 nm. As reações de 

restrição enzimática, quando utilizadas, seguiram as recomendações dos fabricantes. 

As sequências nucleotídicas dos insertos foram confirmadas através de 

sequenciamento (Sanger, Nicklen e Coulson, 1977). Os pares de oligonucleotídeos 

iniciadores (primers) utilizados neste trabalho estão listados na Tabela 5. 

 

4.3 Resolução Eletroforética 

 

Todas as amostras de DNA foram resolvidas em gel de agarose a 1% da 

seguinte maneira: as amostras de DNA, acrescidas de 1:5 do volume de tampão de 

amostra (vide anexo Seção I- Meios e Soluções ao final do manuscrito) foram 

fracionadas em gel de agarose a 1% em tampão TBE 0,5X, contendo 3,5% de brometo 

de etídeo (vide anexo Seção I- Meios e Soluções ao final do manuscrito). As 

resoluções eletroforéticas foram realizadas a 100 Volts durante aproximadamente 1 

hora. O DNA foi visualizado em fotodocumentador, MultiDoc-It Digital Imaging System 

(UVP) e o gel foi fotografado sobre um transluminador de luz ultravioleta a 320 nm. O 

peso molecular dos fragmentos foi estimado comparando-se ao marcador de DNA de 

peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).  

 

4.4 Isolamento da ORF Ag85A 

 

O isolamento da ORF Ag85A se deu por amplificação, através da técnica de 

PCR (do inglês Polymerase Chain Reaction), utilizando como molde o DNA genômico 

de M. tuberculosis, linhagem H37Rv (Genbank accession number AL123456). Para 

tanto, dois oligonucleotídeos iniciadores (primers) foram desenhados de forma 

complementar a sequência codificadora da ORF Ag85A, contendo ainda um sítio 

artificial de restrição em cada extremidade (BamHI e EcoRI) e a sequência de Kozak 

precedendo a ORF Ag85A no primer Foward (Tabela 5).  

As reações de PCR foram realizadas em um volume total de 50 µL contendo 5 

µL tampão de amplificação Pfx 10X (Invitrogen), 1,5 µL de dNTP 10 mM (Invitrogen), 1 
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µL de MgSO4 50 mM (Invitrogen), 1 µL do primer foward (100 mM) e 1 µL do primer 

reverse (100 mM)  (Ag85AF e Ag85AR, tabela 5), 0,5 µL do DNA total de M. 

tuberculosis (100 ng/µL), 1 µL da enzima DNA polimerase Pfx Platinum® 2,5 U/µL 

(Invitrogen) e 39 µL de água miliQ estéril. Essas reações ocorreram no aparelho 

termociclador modelo ATC 401 (NYX TECHNIK, Inc.). As sequências dos iniciadores, 

dos sítios de restrição e o peso molecular do fragmento amplificado encontram-se na 

Tabela 5. A amplificação por PCR foi realizada sob as condições apresentadas na 

Tabela 6. 

O volume total da reação de PCR, acima descrita, foi então depositado e 

resolvido em gel de agarose a 1%. Ao término da eletroforese, os fragmentos de DNA 

correspondentes ao amplicon Ag85A (1017 pb) foram purificados com o kit illustraTM 

GFXTM PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare), de acordo com as 

especificações do fabricante. A concentração e a pureza do DNA purificado foram 

estimadas através de resolução eletroforética em gel de agarose a 1% assim como 

descrito no item 4.3. A pureza do DNA também foi avaliada através da relação das 

leituras espectrofotométricas, nos comprimentos de onda 260/280 nm. 
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Tabela 5: Sequencias dos Iniciadores utilizados nas diferentes reações de PCR reslizadas 

neste trabalho. 

Identificação Sequência nucleotídica  

Peso 
molecular 

do 
fragmento 

Iniciador forward de Ag85A. 
Sítio de restrição para BamHI 

sublinhado e sequência de 
Kozak marcada (Ag85AF) 

 

5’ - GGATCCACCATGGAGCTTGTTGACAGGGTTCG – 3’ 
 

1017 
Iniciador reverse de Ag85A. 
Sítio de restrição para EcoRI 

sublinhado (Ag85AR) 
 

5’ – GAATTCCTAGGCGCCCTGGGGCGC - 3’ 
 

Iniciador forward de FnBPA 
(FnBPAF) 

 
5’ TCAGCTATTGATATCGATTA 3’ 

807 
Iniciador reverse de FnBPA 

(FnBPAR) 
 

5’ CAACACTATTGTGTCCACCG 3’ 

Iniciador forward do vetor 
pValac: ValF   

 
5’ GCTTATCGAAATTAATACGACTCACTATAGGG 3’ 

1174 
Iniciador reverse do vetor 

pValac: ValR  
 

5’ GGCTGATCAGCGGGTTTAAACG 3’ 

Iniciador forward interno da 
ORF Ag85A (Ag85AFi) 

 
5´CAGGCCAACAGGCACGTC 3’ 

 

Iniciador reverse interno da 
ORF Ag85A (Ag85ARi) 

 
5´GACGTGCCTGTTGGCCTG 3´ 

 

  



 

67 

 

Tabela 6: Condições das reações de PCR utilizadas para amplificar a ORF Ag85A de M. 

tuberculosis. 

Passos Temperatura Ciclos Tempo 

1 94ºC  00:05:00 
2 94ºC 29 X 00:00:30 
3 60ºC 29 X 00:00:30 
4 72ºC 29 X 00:01:30 
5 72ºC  00:05:00 
6 4ºC    Hold 

4.5 Clonagem da ORF Ag85A no Sistema Zero Blunt® TOPO®. 

 

4.5.1 Confecção de Escherichia coli Eletrocompetente 

 

Para confecção de células de E. coli eletrocompetentes, 100 µL de uma cultura 

de E. coli TG1 ou E.coli Top10 (Tabela 4) foram inoculados em 5 mL de meio LB sem 

antibiótico e este inóculo foi incubado à 37°C, durante 18 horas, sob agitação. 

Decorrido esse tempo, uma alíquota de 3 mL desta cultura foi inoculada em 300 mL de 

LB e incubada a 37°C sob agitação até atingir uma densidade óptica a 600 nm 

(DO600nm) entre 0,2 e 0,3.  

Uma vez alcançado o crescimento desejado, a cultura foi resfriada, em gelo, por 

30 minutos, redistribuída em seis tubos tipo falcon, contendo 50 mL de cultura em cada 

tubo, e estes foram centrifugados a 2019 g durante 20 minutos, a 4°C. O sobrenadante 

foi então descartado e se seguiu a lavagem e ressuspensão do sedimento celular 

adicionando a cada tubo 40 mL de uma solução estéril e gelada de glicerol 10% (vide 

anexo Seção I- Meios e Soluções ao final do manuscrito). Este processo de 

centrifugação e lavagem foi repetido por mais três vezes. 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 -70°C. 

Para análise da eficiência de transformação, a uma alíquota de células 

eletrocompetentes, descongelada em gelo durante 5 minutos, foram adicionados até 

100 ng do plasmídeo pUC19 (Ampr, Tabela 4) e a mistura de células eletrocompetentes 

e DNA foi transferida para cubetas de eletroporação (0,2 cm; BIO-RAD), previamente 

resfriadas. As amostras foram submetidas a um pulso de 2.500V, capacitância de 25 
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µF e resistência de 200 Ω, utilizando-se o eletroporador GenePulser XCellTM 

Electroporation System Quick Guide (BIO-RAD). Imediatamente após o pulso, 

adicionou-se as células 1 mL de meio LB a 37ºC e estas foram incubadas a 37ºC, sem 

agitação, por duas horas. Transcorrido esse tempo, foram realizadas diluições seriadas 

(10-1 a 10-6), sendo as diluições 10-4, 10-5 e 10-6 semeadas em placas contendo meio 

LB ágar suplementado com ampicilina (100 µg/mL) e incubadas a 37°C durante 18 

horas. A eficiência de transfecção das células electrocompetentes foi calculada com a 

seguinte formula: 

 

 

 

4.5.2 Transformação de Escherichia coli Top10 com pTP:Ag85A 

 

O amplicon purificado, correspondente a ORF Ag85A, foi submetido a uma 

reação de ligação ao vetor Zero Blunt® TOPO® (Invitrogen; Figura 8) com o intuito de 

se obter o plasmídeo intermediário pTP:Ag85A. A ligação foi realizada conforme 

instruções do fabricante. Para tanto, foram utilizados 1 µL do vetor Zero Blunt® 

TOPO®, 1 µL de solução salina (diluída 1:4 em água estéril) e 4 µL do produto de PCR 

(200 ng/µL), totalizando um volume de 6 µL. A reação foi mantida a temperatura 

ambiente durante uma hora. Transcorrido este tempo, o produto de ligação (pCR®-

Blunt-TOPO® e inserto Ag85A) foi utilizado para transformar células eletrocompetentes 

de E. coli Top10, preparadas de acordo com o protocolo descrito no item 5.5.1, com 

eficiência de 1 x 109 unidades formadoras de colônia (UFC) por micrograma de DNA. 

O volume total do produto de ligação foi misturado com 100 µL de células 

eletrocompetentes da linhagem E. coli Top10 (invitrogen) e esta mistura foi incubada 

em gelo por 10 minutos, sendo a transformação conduzida por eletroporação, 

seguindo-se os mesmos parâmetros descritos no item 5.5.1. Para controle negativo, 

100 µL de células eletrocompetentes foram eletroporadas sem adição de DNA. 

  

         
          Numero de colônias  x Fator de diluição  x  10 = UFC/ ml 
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Figure 8:Representação esquemática do vetor Zero Blunt® TOPO®. Se destaca o sítio de 
clonagem múltipla. Os sítios das respectivas endonucleases de restrição estão indicados no 
local da clivagem. Fonte: Manual do usuário da Invitrogen. 
 

 

O processo de seleção dos transformantes consistiu em semear alíquotas de 

100 µL, 200 µL e o restante (700 µL centrifugados), da suspensão de células 

eletroporadas, em placas de Petri contendo meio LB ágar suplementado com 50 µg/mL 

de canamicina (Km) (vide anexo Seção I- Meios e Soluções ao final do manuscrito). As 

culturas foram mantidas a 37°C por aproximadamente 18 horas. Após este período, as 

placas foram avaliadas quanto à presença de colônias resistentes ao referido 

antibiótico.  

A etapa seguinte consistiu na seleção de clones de cada uma das placas para 

proceder com a extração plasmideana e com a confirmação da clonagem da ORF 

Ag85A no vetor Zero Blunt® TOPO®. 
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4.5.3 Extração do DNA plasmideano pTP:Ag85A de Escherichia coli Top10 

 

A extração do plasmídeo pTP:Ag85A foi realizada a partir de colônias de E. coli 

Top 10 pTP:Ag85A inoculadas em 5 mL de meio LB, suplementado com 50 µL/mL de 

canamicina (Km). 

Os inóculos foram incubados a 37ºC, sob agitação, durante 18 horas. Após esse 

período, procedeu-se à extração plasmideana em pequena escala (miniprep), pelo 

método de lise alcalina, descrito por Sambrook e colaboradores (Sambrook, Fritsch e 

Maniatis, 1989), com as modificações que se seguem: 4 mL de cada inóculo foram 

centrifugados por 7 minutos a 13.793 g e os precipitados celulares, ressuspensos em 

200 µL de Solução I (vide anexo Seção I- Meios e Soluções ao final do manuscrito), 

acrescidos de 1 µL de RNase A (100 µg/mL). Após cinco minutos de incubação à 

temperatura ambiente, 400 µL de Solução II (vide anexo Seção I- Meios e Soluções ao 

final do manuscrito) foram acrescentados à mistura anterior e esta foi homogeneizada 

gentilmente por inversão dos tubos. Em seguida, 100 µL de clorofórmio foram 

adicionados e, por fim, 300 µL de Solução III (vide anexo Seção I- Meios e Soluções ao 

final do manuscrito). A mistura foi homogeneizada em vortex e centrifugada a 13.793 g 

por 15 minutos. O sobrenadante, aproximadamente 500 µL, foi coletado em novos 

tubos onde foi realizada a precipitação do DNA plasmideano com 2,5 volumes de 

etanol absoluto, 10% de acetato de sódio (3 M) e 1% de glicogênio (20 mg/mL). (vide 

anexo Seção I- Meios e Soluções ao final do manuscrito) Os tubos foram então 

incubados por aproximadamente 2 horas a -20ºC e após esse período, foram 

centrifugados por 15 minutos a 13.793 g e o sobrenadante foi descartado. Após 

lavagem com 1 mL de etanol 70% (vide anexo Seção I- Meios e Soluções ao final do 

manuscrito), o precipitado foi seco à temperatura ambiente e ressuspenso em 25 µL de 

água ultrapura estéril. A presença e a qualidade dos plasmídeos foram verificadas 

através de eletroforese seguindo os mesmos parâmetros já descritos no item 4.3. A 

pureza do DNA também foi avaliada através da relação das leituras 

espectrofotométricas, nos comprimentos de onda 260/280 nm.  
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4.5.4 Confirmação da Presença e do Peso Molecular do Inserto Ag85A no 
Plasmídeo Zero Blunt® TOPO® 

 

Uma vez realizada a extração plasmideana, procedeu-se a verificação da 

presença do inserto e do peso molecular do fragmento de DNA clonado no vetor Zero 

Blunt® TOPO®. O inserto foi amplificado por PCR, utilizando-se iniciadores (Ag85AF e 

Ag85AR) descritos na tabela 5. 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 MgCl2 50 mM (Invitrogen), 0,5 µL do primer foward (100mM) e 

0,5 µL do primer reverse (100mM), ambos a 100 pmol/µL, 0,5 µL de DNA proveniente 

da miniprep (100 ng/µL), 0,5 µL da enzima Taq DNA Polymerase Recombinant 5 U/µL 

(Invitrogen) e 19,65 µL de água miliQ estéril. A amplificação por PCR foi realizada sob 

as condições descritas na Tabela 6, em um aparelho termociclador modelo ATC 401 

(NYX TECHNIK, Inc.). Depois de finalizada a PCR, a presença dos amplicons foi 

verificada através de eletroforese seguindo os mesmos parâmetros já descritos no item 

4.3. 

 Além da confirmação, por PCR, da presença do inserto Ag85A no vetor Topo, 

buscou-se também verificá-la através de digestão enzimática. Os plasmídeos extraídos 

conforme item 4.5.3, foram digeridos com as endonucleases de restrição BamHI e 

EcoRI. A reação de digestão foi realizada em um volume total de 20 µL, sendo 10 µL 

de DNA (miniprep, 100 ng/µL), 2 µL de tampão REact3 (BioLabs), 1 µL da enzima 

BamHI (BioLabs), 1 µL da enzima EcoRI (BioLabs), 0,2 µL BSA e 5,8 µL de água Milli-

Q estéril. A reação foi mantida à 37ºC por 18 horas e após este período, 5 µL da 

mesma foram depositados e resolvidos em gel de agarose à 1%, sob as mesmas 

condições descritas no item 4.3. 

4.6 Subclonagem da ORF Ag85a no Plasmídeo pValac 

 

4.6.1 Extração do Plasmídeo pValac:gfp 

 

Uma alíquota de 4 mL de uma cultura de E. coli pValac:gfp foi transferida para 

tubos de microcentrífuga e procedeu-se a extração plasmideana com o kit Wizard® Plus 
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SV Minipreps DNA Purification System (Promega), conforme recomendações do 

fabricante ou pelo método de lise alcalina (miniprep) descrito por Sambrook e 

colaboradores (Sambrook, Fritsch e Maniatis, 1989), conforme item 4.5.3. A presença e 

a qualidade dos plasmídeos foram verificadas através de eletroforese, seguindo-se os 

mesmos parâmetros já descritos no item 4.3. 

 

4.6.2 Digestão Enzimática do Plasmídeo pValac:gfp 

 

Para a subclonagem da ORF Ag85A no plasmídeo pValac:gfp (Figura 9), os 

plasmídeos extraídos (item 5.6.1) foram digeridos com as enzimas de restrição BamHI 

e EcoRI em duas etapas. A primeira reação de digestão enzimática foi realizada 

apenas com a enzima EcoRI para a verificação da linearização do plasmídeo, 

consistindo em 1,7 µg do plasmídeo pValac:gfp, 2 µL do tampão REact®3 10X 

(Invitrogen) e 1 µL de EcoRI (10 U/µL), o que totalizou um volume final de 20 µL de 

reação. Esta foi mantida à 37°C durante 6 horas. Para verificar a qualidade da 

digestão, 1 µL desta reação foi depositado e resolvido em gel de agarose à 1%, 

conforme item 4.3. Após a visualização da linearização do plasmídeo pValac, 1µL da 

enzima BamHI (10 U/µL) foi adicionado à mesma reação para assim obter a liberação 

da ORF gfp. A reação foi mantida a 37°C por mais 6 horas. Novamente, para verificar a 

qualidade da digestão, 2 µL da reação foram depositados e resolvidos em gel de 

agarose a 1%, conforme item 4.3. 
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Figure 9:Representação esquemática do vetor de expressão eucariótica pValac:gfp. 

pCMV: promotor do citomegalovirus; MCS: sítio de clonagem múltipla; BGH priming site e T7 

priming site: primer para amplificação e/ou sequenciamento do inserto; polyA site: sequência 

sinal de poliadenilação do Hormônio Bovino de Crescimento; RepA e RepC: origens de 

replicação procariótica; Cm: gene que confere resistência ao antibiótico cloranfenicol. GFP: 

sequência codificadora da proteína verde fluorescente; EcoRI e BamHI: sítios de enzimas de 

restrição utilizados. 

4.6.3 Purificação do fragmento referente ao vetor pValac digerido 

 

O volume total da reação de digestão descrita no item 5.6.2 foi depositado e 

resolvido em gel de agarose a 1% e, ao término da eletroforese, os fragmentos de DNA 

correspondentes ao vetor pValac (3.750 pb), desprovidos da sequência codificadora da 

proteína verde fluorescente (gfp, 696 pb), foram purificados com o Kit illustraTM GFXTM 

PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare), de acordo com as especificações 

do fabricante. A concentração e a pureza dos produtos purificados foram estimadas 

através de resolução eletroforética em gel de agarose a 1% e também em 

espectrofotômetro, assim como descrito no item 4.3. 

 

4.6.4 Digestão Enzimática do Plasmídeo pTP:Ag85A e Purificação do Fragmento 
de DNA Referente à ORF Ag85A 

 
Para clonagem da ORF Ag85A no vetor pValac, o plasmídeo pTP:Ag85A foi 

extraído a partir de um dos clones positivos de E. coli Top10 (itens 5.5.2 e 5.5.3). Em 

seguida, foi realizada uma reação de digestão enzimática, que consistiu em 40 µL de 
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DNA plasmideano (pTP:Ag85A) (350 ng/µL), 5 µL de tampão REact®3 10X (Invitrogen), 

1 µL de BamHI (10 U/µL); 1 µL de EcoRI (10 U/µL) e 3 µL de água milli-Q estéril. A 

reação foi mantida a 37ºC por 6 horas, e após este período, o volume total da reação 

de digestão foi depositado e resolvido em gel de agarose a 1%. Ao término da 

eletroforese, os fragmentos de DNA correspondentes a ORF Ag85A (aproximadamente 

1017pb), provida das extremidades coesivas BamHI e EcoRI, foram então purificados 

com o Kit illustraTM GFXTM PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare), de 

acordo com as especificações do fabricante. A concentração e a pureza do produto 

foram estimadas através de resolução eletroforética em gel de agarose a 1% como 

descrito no item 4.3. A pureza do DNA foi avaliada também através da relação das 

leituras espectrofotométricas, nos comprimentos de onda 260/280 nm. 

 

4.6.5 Ligação da ORF Ag85A no Vetor pValac 

 

Os produtos digeridos e purificados correspondentes ao inserto Ag85A (item 

4.6.4) e ao vetor pValac (item 4.6.3) foram submetidos a uma reação de ligação, que 

conteve 1 µL de DNA Ag85A purificado (50 ng/µL) e 3,33 µL de pValac purificado (15 

ng/µL), resultando em uma proporção equimolar (3:1) de inserto/vetor; 4 µL de tampão 

Ligase 5X (Promega); 1µL da enzima T4 DNA ligase 3U/µL (Promega) e 10,67 µL de 

água ultrapura estéril, totalizando um volume de 20 µL. A reação foi mantida a 4°C 

durante 18 horas. Após este período, a ligação foi dialisada utilizando-se um filtro de 

0,025 µm (Millipore), sob água ultra pura, durante 30 minutos. 

  

4.6.6 Transformação de Escherichia coli TG1 com o plasmídeo pValac:Ag85A 

 

O produto de ligação entre o vetor pValac e o inserto Ag85A foi utilizado para 

transformar células eletrocompetentes de E. coli TG1, preparadas de acordo com o 

protocolo descrito no item 4.5.1.  

A transformação foi conduzida por eletroporação, seguindo-se os mesmos 

parâmetros descritos no item 4.5.1. Para tanto, uma alíquota (10 µL) do produto de 
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ligação, dialisada, foi misturada a 100 µL de células eletrocompetentes e a mistura foi 

incubada no gelo por 10 minutos. A eletroporação foi realizada no aparelho GenePulser 

XCellTM (BIO-RAD), seguindo-se os mesmos parâmetros descritos no item 4.5.1. Para o 

controle negativo, 100 µL de células eletrocompetentes foram eletroporadas sem 

adição de DNA. 

O processo de seleção dos transformantes consistiu em semear alíquotas de 

100 µL, 200 µL e o restante, cerca de 700 µL centrifugados, da suspensão de células 

eletroporadas em placas de Petri contendo meio LB ágar suplementado com 10 µg/mL 

de clorafenicol (Cm). As culturas foram mantidas a 37°C por aproximadamente 18 

horas. Após este período, as placas foram avaliadas quanto à presença de colônias 

resistentes ao referido antibiótico. A etapa seguinte consistiu na seleção de clones de 

cada uma das placas para proceder com a estocagem dos mesmos, com a extração 

plasmideana e com a confirmação da clonagem do inserto Ag85A no vetor pValac. 

 

4.6.7 Confirmação da Presença e Peso Molecular do Inserto Ag85A no Vetor 
pValac 

 

Cada colônia selecionada foi inoculada em 5 mL de meio LB contendo Cm na 

concentração de 10 µL/mL e os inóculos foram mantidos a 37ºC sob agitação, por 

cerca de 18 horas. Uma alíquota (1 mL) de cada cultura foi estocada em freezer a -

80ºC, utilizando-se glicerol 80% na proporção de 1:1. O restante da cultura foi 

transferido para microtubos e procedeu-se com a extração plasmideana pelo método 

de lise alcalina, conforme item 4.5.3. 

Para verificar a presença do inserto Ag85A e o peso molecular do mesmo, 

clonado no vetor pValac, o inserto do DNA plasmideano foi amplificado por PCR 

utilizando os iniciadores Ag85AR e Ag85AF, descritos na tabela 5, e os plasmídeos 

foram também digeridos com as endonucleases de restrição BamHI e EcoRI. 

 As reações de PCR foram realizadas com a enzima AccuPrimeTM Taq DNA 

Polymerase (Invitrogen) em um volume de 25 µL, contendo 2,5 µL 10X AccuprimeTM 

PCR Buffer, 0,5 µL do primer foward e 0,5 µL do primer reverse, ambos a 5 pmol/µL, 

0,5 µL de DNA da miniprep (100 ng/µL), 0,5 µL da enzima AccuprimeTM Taq DNA 
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Polymerase 5 U/µL e 20,5 µL de água milli-Q estéril. A amplificação foi realizada de 

acordo com as especificações da Tabela 6. Ao final, 2 µL destas reações foram 

depositados e resolvidos em gel de agarose à 1% sob as mesmas condições descritas 

no item 4.3. 

A reação de digestão enzimática foi realizada em um volume de 10 µL, que 

consistiu em 5µL do DNA (miniprep a 100 ng/µL), 1 µL de tampão REact®3 10X  

(Invitrogen), 1 µL da enzima BamHI (Invitrogen), 1 µL da enzima EcoRI (Invitrogen) e 2 

µL de água ultrapura estéril. A reação foi mantida à 37ºC por 4 horas e após esse 

período, 2 µL da mesma foram depositados e resolvidos em gel de agarose a 1% sob 

as mesmas condições descritas no item 4.3. 

 

4.6.8 Reação de Sequenciamento e Análises in Silico 

 

A sequência nucleotídica correspondente ao inserto Ag85A, clonada no vetor 

pValac, foi confirmada através de sequenciamento (Sanger, Nicklen e Coulson, 1977), 

utilizando-se os primers forward e reverse (ValF, ValR, tabela 5) do vetor pValac, como 

também os primers internos da ORF Ag85A, forward e reverse (Ag85AFi, Ag85ARi, 

tabela 5). Para isto, foi escolhido o clone pValac:Ag85A cuja presença do inserto foi 

confirmada por reações de PCR e digestão enzimática, conforme o item 5.6.7, sendo 

realizadas quatro repetições da reação de sequenciamento com o primer forward e 

quatro repetições com o primer reverse. Cada amostra foi amplificada, utilizando-se o 

kit DYEnamicTM ET Dye Terminator (GE Healthcare), como se segue: 4,0 µL do mix “ET 

dye terminator”, 1 µL do primer ValF ou ValR (ou utilizando primers Ag85AFi, Ag85Ari, 

tabela 5) (10 pmol/µL) e 5 µL de DNA plasmideano (50 ng/µL) (miniprep item 4.6.7 e 

4.5.3). A reação ocorreu em termociclador sob as seguintes condições: desnaturação 

inicial a 95°C por 1 minuto, seguida por 30 ciclos de de desnaturação a 95ºC por 20 

segundos, anelamento do primer à 60°C por 15 segundos e extensão a 60°C por 1 

minuto e 20 segundos. Cabe salientar que foi utilizada a mesma temperatura de 

anelamento para ambos os pares de primers utilizados. 

Logo após, os produtos da reação foram precipitados e lavados, com o objetivo 

de remover os nucleotídeos marcados não incorporados ao DNA amplificado. Para isto, 
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a cada amostra foi adicionado 1 µL acetato de amônio 7,5 M (fornecido pelo kit) e 30 

µL de etanol 96% (vide anexo Seção I- Meios e Soluções ao final do manuscrito). A 

mistura foi homogeneizada e incubada por 20 minutos, à temperatura ambiente, 

protegida da luz. Posteriormente as amostras foram centrifugadas a 2019 g durante 45 

minutos, a 4ºC e o sobrenadante foi descartado. Em seguida, adicionaram-se 100 µL 

de etanol 70% às amostras e as mesmas foram centrifugadas novamente a 2019 g  

durante 10 minutos, e o sobrenadante novamente descartado. Por fim, as amostras, 

precipitadas e secas, foram ressuspensas em 10 µL de “loading buffer” e armazenadas 

a 4°C até o momento de sua aplicação no sequenciador MegaBACETM
 1000 (GE 

Healthcare).  

As sequências foram comparadas utilizando-se o programa CAP3 Sequence 

Assembly Program (http://pbil.univ-lyon1.fr/cap3.php), onde foi obtido um contig único 

da sequência de cada clone, eliminando-se assim prováveis erros do sequenciamento. 

O contig final foi então analisado utilizando-se o algoritmo BLAST (do inglês, Basic 

Local Alignment Search Tool) disponível no NCBI (do inglês, National Center for 

Biotechnology Information; http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Para a comparação 

entre sequências de ácidos nucléicos utilizou-se o programa “BLASTn” e para a 

comparação entre a sequência de aminoácidos correspondente utilizou-se o programa 

o “BLASTx”. 

 

4.7 Verificação da Funcionalidade do Plasmídeo pValac:Ag85A em Cultura de 
Células Mamíferas 

 

4.7.1 Cultura de Células CHO (Chinese Hamster Ovary) 

 

 Células da linhagem Flp-InTM-CHO zeocina resistentes (Invitrogen), 

armazenadas a -196ºC em nitrogênio líquido e contendo meio completo com 5% de 

dimetilsulfóxido (DMSO) (vide anexo Seção I- Meios e Soluções ao final do 

manuscrito), foram descongeladas e colocadas em tubo tipo falcon com 3 mL do meio 

de cultura F12 Ham suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco), 1% de L-

glutamina, zeocina (100 ng/mL) e 2,5% do agente tamponante HEPES ou bicarbonato 

http://pbil.univ-lyon1.fr/cap3.php
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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de sódio (NaHCO3 - Sigma) (vide anexo Seção I- Meios e Soluções ao final do 

manuscrito) (meio referido a seguir como “F12 completo”). Posteriormente as células 

foram centrifugadas a 81 g, durante 5 minutos, a 25ºC e o sobrenadante foi descartado. 

Essa etapa de “lavagem” é necessária para eliminação do DMSO, substância tóxica 

para as células. Em seguida, foram acrescentados 10 mL de meio F12 completo (vide 

anexo Seção I- Meios e Soluções ao final do manuscrito) ao sedimento celular e essa 

mistura foi transferida para uma garrafa de 75 cm2. Por fim, as células foram incubadas 

em estufa a 37ºC (Thermo Electron Corporation) contendo 5% de CO2, até formação de 

uma monocamada (tempo estimado de 48 horas). 

A fim de avaliar a monocamada celular, as células foram visualizadas em 

microscópio invertido (Nikon Diaphot). Após formação da referida monocamada celular, 

o meio foi retirado e as células foram repicadas. Para tanto, a garrafa foi brevemente 

lavada com 2 mL de tripsina, sendo este conteúdo subsequentemente descartado e 

adicionado mais 1,5 mL de tripsina às células. A garrafa foi deixada em repouso por 3 

minutos a 37ºC, período após o qual lhe foram aplicadas batidas vigorosas para que as 

células desaderissem. As células desaderidas foram descartadas ou utilizadas para 

montagem de uma nova garrafa ou de placas. No dia posterior à tripsinização, o meio 

de cultura foi trocado para eliminação de células mortas e/ou não aderidas. Todas as 

manipulações foram realizadas em capela exclusiva para cultivo celular. 

 

4.7.2 Transfecção de Células CHO com o Plasmídeo pValac:Ag85A 

 

4.7.2.1 Obtenção do DNA para Transfecção 
 

 Os DNAs plasmideanos (pValac:Ag85A e pValac:gfp) utilizados para transfecção 

das células CHO foram obtidos a partir da linhagen E. coli pValac:Ag85A e E. coli 

pValac:gfp, respectivamente, utilizando-se o Kit Wizard® Plus Maxipreps DNA 

Purification System (Promega), conforme recomendações do fabricante. Após a 

extração plasmideana, a concentração e pureza do DNA obtido foram estimadas 

através de resolução eletroforética em gel de agarose a 1%, conforme item 5.3. A 

pureza dos DNAs também foi avaliada através da relação das leituras 
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espectrofotométricas, nos comprimentos de onda 260/280 nm. No momento da 

transfecção, os respectivos DNAs foram esterilizados, utilizando-se filtros de 0,22 µm. 

 

4.7.2.2 Padronização da Transfecção de Células CHO com o Plasmídeo 

pValac:gfp, Utilizando o Reagente Lipofectamine 2000TM (Invitrogen) 

 

As células CHO, crescidas até formação da monocamada (item 4.7.1), foram 

tripsinizadas, transferidas para um tubo tipo falcon e centrifugadas a 81 g durante 5 

minutos, a 25⁰C. O precipitado celular foi ressuspendido em 2 mL de meio F12 

completo para contagem das células em câmara de Neubauer ou em contador 

automático Contador de Células e Partículas Beckman Coulter Z1, conforme 

recomendações do fabricante. Placas de 6 poços foram utilizadas para transfecção, 

sendo que a cada poço foram adicionadas cerca de 200.000 células e 2 mL de meio 

completo. As células foram mantidas por 48 horas a 37ºC em estufa de CO2 a fim de 

obter uma confluência de 90-95% necessária para a transfecção. 

 Uma vez atingida a confluência desejada, o meio de cultura das placas foi 

substituído por 1,5 mL de meio F12 completo, adicionados a cada poço. Foram 

utilizados 4 µg de DNA (pValac:gfp) diluídos em 250 µL de meio Opti-MEM® I Reduced 

Serum Media (Invitrogen) e o reagente LipofectamineTM 2000 (Invitrogen) nas 

proporções “DNA(µg):Lipofectamine(µL)” de 1:2, 1:2,5 e 1:3, também diluídas em 250 

µL de Opti-MEM®. As diluições “DNA – Opti-MEM” e “Lipofectamine – Opti-MEM” foram 

incubadas, separadamente, durante 5 minutos à temperatura ambiente. Em seguida, o 

DNA e o reagente Lipofectamine foram misturados para vesicularização do DNA nos 

lipossomos, sendo mantidos 20 minutos em repouso à temperatura ambiente. Cada 

poço recebeu a mistura DNA:Lipofectamine (cerca de 520 µL por poço) e as placas 

foram incubadas a 37ºC por 24, 48 e 72 horas para verificação da expressão da 

proteína GFP. O controle negativo do experimento consistiu em submeter às células ao 

tratamento com Lipofectamine e Optimem, mas não à transfecção com DNA. Como o 

meio de cultura pode ser trocado após 4 horas da transfecção, duas condições foram 

também testadas: manutenção do meio de cultura inicial ou sua troca por meio F12 
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completo fresco, contendo 1% de uma suspensão de antibiótico e antimicótico 

estabilizada (Sigma).  

Assim, após a transfecção celular com o plasmídeo pValac:gfp, a fluorescência 

da proteína GFP pôde ser visualizada em microscópio de fluorescência invertido Zeiss 

Axiovert 200, utilizando-se o filtro azul (objetiva de 20X), e a imagem capturada em 

câmera AxioCam HRc (ZEISS), utilizando-se o programa AxioVision 4.8.1.  

 

4.7.2.3 Transfecção de Células CHO com o Plasmídeo pValac:Ag85A 
 

A partir da padronização da transfecção celular com o plasmídeo pValac:gfp, 

todos os experimentos de transfecção que se seguiram foram realizados nas melhores 

condições obtidas, utilizando-se, então o plasmídeo pValac:Ag85A. Em todas as 

transfecções seguintes, sempre foi feito por placa um controle positivo utilizando o 

plasmídeo pValac:gfp.  

 

4.7.3 Verificação da Funcionalidade do Plasmídeo pValac:Ag85A em Cultura de 
Células Mamíferas  

 

Com o objetivo de avaliar a funcionalidade do plasmídeo pValac:Ag85A, as 

culturas de células transfectadas com o referido plasmídeo foram analisadas quanto a 

expressão da proteína Ag85A através da técnica de Imunocitoquimica, com posteriores 

análises em Microscopia Confocal e também por Citometria de Fluxo. 

 

4.7.3.1 Visualização da Proteína Ag85A por Reação de Imunofluorescência para 
Análise em Microscopia Confocal.  

 

 Para a realização da técnica de Imunocitoquímica e posterior análise por 

Microscopia Confocal, as células CHO foram transfectadas conforme o item 4.7.2. A 

placa foi montada depositando-se primeiramente uma lamínula no fundo de cada poço, 

para se obter crescimento celular na superfície da mesma. Após 48 horas da 

transfecção com o pValac:Ag85A, realizou-se a confecção de lâminas para detecção 
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da proteína Ag85A. Lâminas de células não transfectadas (controle negativo das 

células), de células transfectadas e tratadas somente com anticorpo secundário 

(controle negativo do anticorpo secundário) e de células transfectadas com o 

plasmídeo pValac:gfp (controle positivo), também foram confeccionadas. 

.O meio da cultura celular foi retirado dos poços, estes foram lavados duas vezes com 

1 mL de PBS 1X (do inglês- Phosphate Buffered Saline) (vide anexo Seção I- Meios e 

Soluções ao final do manuscrito) e, em seguida, as células foram fixadas com 700 µL 

de paraformaldeído 4% (vide anexo Seção I- Meios e Soluções ao final do manuscrito), 

durante 15 minutos sem agitação. Transcorrido esse tempo, as células foram lavadas 

novamente com 1 mL de PBS. Para permeabilização das células, foram acrescentados 

700 µL de Triton X-100 (0,1% em PBS) (vide anexo Seção I- Meios e Soluções ao final 

do manuscrito) e a mistura foi incubada por 10 minutos. Posteriormente, procedeu-se a 

incubação com o anticorpo primário monoclonal DT-17 (mouse monoclonal Ag85A, 

gentilmente doado pela professora K. Huygens do Operational Directorate 

Communicable and Infectious Diseases - Bruxelas), na diluição 1:20 em PBS/BSA 1% ( 

BSA do inglês- Bovine Serum Albumin) vide anexo Seção I- Meios e Soluções ao final 

do manuscrito). Para cada lamínula, 100 µL do anticorpo primário diluído foram 

depositados sobre elas e assim, foram incubadas em câmera úmida por duas horas à 

temperatura ambiente. Decorrido esse tempo, as lamínulas foram lavadas 5 vezes com 

1 mL de PBS, com agitação suave durante 3 minutos para cada lavagem. 

Posteriormente, elas foram incubadas com 100 µL do anticorpo secundário IgG anti-

mouse marcado com Alexa-Fluor 488 (Alexa Fluor® 488 Goat Anti-Mouse IgG (H+L) 

Invitrogen), na diluição 1:500 em PBS/BSA 1%, em câmera úmida durante uma hora à 

temperatura ambiente.  

Logo após, as lamínulas com as células transfectadas foram tratadas com o 

anticorpo primário e secundário, como descrito anteriormente (positivo da reação), ou 

somente com anticorpo secundário (controle negativo do anticorpo secundário). A 

marcação nuclear foi feita pela incubação com o fluorocromo DAPI (4,6'-diamidino-2-

phenilindol – Invitrogen), fluorocomo este, que tem afinidade pelas regiões ricas em A-T 

do DNA, na concentração final de 2 µg/mL. Após várias lavagens com 1 mL de PBS, as 

lamínulas foram dispostas sobre lâminas com meio Hydramount (Merck) ou glicerina 
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tamponada (vide anexo Seção I- Meios e Soluções ao final do manuscrito) e seladas 

para posterior observação microscópica. 

As lâminas montadas foram visualizadas em Microscópio de Varredura a Laser 

Confocal, modelo LSM 510 Meta Zeiss, utilizando-se a objetiva de 40X e também de 

63X, com óleo de imersão. Para detecção da fluorescência do Alexa flúor 488, foi 

utilizado o laser de argônio e o filtro azul, com emissão máxima a 520 nm. Para 

detecção do DAPI, foi utilizado a epifluorescência do mesmo microscópio, utilizando-se 

o filtro para DAPI, com emissão na faixa de 461 nm. A co-localização das imagens com 

dupla marcação foi realizada pela sobreposição das imagens digitais separadas de 

cada fluorocromo, imagens estas visualizadas e editadas no programa Zeiss LSM 

Image Browser. 

 

4.7.3.2 Verificação da Produção da Proteína Ag85A por Reação de 
Imunofluorescência para Análise por Citometria de Fluxo. 
 

 A citometria de fluxo é uma técnica que permite a análise de propriedades físicas 

e biológicas de populações e sub-populações celulares (Bacal e Faulhaber, 2003). Esta 

metodologia tem a capacidade de mensurar propriedades de células individuais, 

através do emprego de radiação laser, fluxo hidrodinâmico, óptica, substâncias 

fluorescentes e recursos de informática (Bertho, 2007). Quando uma amostra em 

solução é injetada no citômetro de fluxo, as células são ordenadas de tal forma que 

uma única célula por vez seja interceptada pelo laser; assim a disperção de luz 

(scatter) e a emissão de fluorescência por células que foram marcadas com 

fluorocromos ou que expressam proteínas naturalmente fluorescentes fornecem 

informações sobre as propriedades destas células (Rahman, 2006). O parâmetro 

Forward Scatter (FSC) se relaciona com o tamanho celular e o Side Scatter (SSC), com 

a complexidade citoplasmática. A fluorescência emitida pelas células é detectada por 

fotodetectores de fluorescência (FL-1, o FL-2 e o FL-3, os quais são capazes de 

detectar diferentes comprimentos de onda emitidos pelos fluorocromos FITC (verde), 

PE (laranja) e Cy5 (vermelho), respectivamente). Medições da fluorescência emitida 

pelas células analisadas podem fornecer dados quantitativos e qualitativos sobre a 
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presença de receptores de membrana e mesmo de componentes intracitoplasmáticos 

ou nucleares (Rahman, 2006). Assim sendo, esta técnica apresenta um grande 

espectro de aplicações nas áreas médica e biotecnológica, incluindo estudos de 

subpopulações linfocíticas, análises de expressão gênica, diagnósticos de doenças, 

análises de ciclo celular e pesquisas que envolvam vacinas de DNA (Bertho, 2007; 

Badger et al., 2011).  

 Assim, outra metodologia adotada neste trabalho visando verificar a 

funcionalidade do plasmídeo pValac:Ag85A, no que concerne à presença da proteína 

Ag85A nas células eucarióticas transfectadas com o referido plasmídeo, foi a 

realização de reações de imunofluorescência para posteriores análises através da 

técnica de citometria de fluxo. Para tanto, células eucarióticas da linhagem CHO foram 

transfectadas conforme o item 5.7.2. Após 48 horas da transfecção com os plasmídeos 

pValac:Ag85A e pValac:gfp (controle positivo), as células foram tripsinizadas, com 1 mL 

de tripsina, e centrifugadas para posterior contagem das mesmas em câmara de 

Neubauer. A marcação celular foi realizada em placas de cultura de células de 96 

poços com fundo em U (Sarsted EEUU). A reação de marcação foi feita com kit FoxP3 

Staining Buffer set BD Biosciences®, segundo as recomendações do fabricante. Para 

tanto, a cada poço foi adicionado uma suspensão celular ajustada na concentração de 

1x106 células por mL. Logo após, a placa foi centrifugada a 182 g, 4⁰C, durante 8 

minutos. O sobrenadante foi descartado e o sedimento homogeneizado. Após 

ressuspender o sedimento em 200 µL de tampão de fixação BD, previamente diluído 20 

vezes em PBS, a placa foi incubada por 30 minutos, 4⁰C, ao abrigo da luz. Finalizada 

essa incubação, a placa foi novamente centrifugada nas condições citadas e o 

sobrenadante foi desprezado. As células foram lavadas com 150 µL de tampão de 

permeabilização fornecido pelo kit (tampão mantido a 37⁰C) e posteriormente a placa 

foi novamente centrifugada nas condições já citadas. Mais uma lavagem foi realizada, 

com 200 µL da solução PBS-Wash, e, posteriormente, uma centrifugação à 182 g por 

10 minutos a 4⁰C. Após o descarte do sobrenadante e homogeneizado do sedimento 

celular, foram adicionados a cada poço 10 µL do anticorpo primário monoclonal DT-17 

(mouse monoclonal anti-Ag85A) na diluição 1:20 e a placa foi incubada à temperatura 

ambiente, durante 30 minutos ao abrigo da luz. Transcorrido esse tempo as células 



 

84 

 

foram lavadas novamente com 200 µL da solução PBS-Wash e centrifugadas à 182 g à 

4⁰C, por 10 minutos, procedimento este realizado duas vezes. Ao pellet de células 

foram acrescentados 10 µL de anticorpo secundário anti-IgG marcado com Alexa flúor 

488 (Alexa Fluor® 488 Goat Anti-Mouse IgG (H+L) Invitrogen) em uma diluição de 

1:500, e, novamente, a placa foi incubada por 30 minutos à temperatura ambiente ao 

abrigo da luz. Após esse tempo, as células foram lavadas e centrifugadas, por duas 

vezes, nas mesmas condições já citadas. O sobrenadante foi desprezado e o 

sedimento final foi fixado em 200 µL de paraformaldeido 3% (vide anexo Seção I- 

Meios e Soluções ao final do manuscrito), e transferido para tubos apropriados de 5 mL 

para estocagem a 4⁰C ao abrigo da luz até o momento da leitura no citômetro de fluxo. 

Como controles negativos do ensaio, células não transfectadas e células transfectadas 

e tratadas somente com anticorpo secundário (controle negativo do anticorpo 

secundário), foram utilizadas. O controle positivo do experimento consistiu de células 

transfectadas com o plasmídeo pValac:gfp. 

 

 4.8 Obtenção de Lactococcus lactis FnBPA+ Carreando o Vetor pValac:Ag85A.  

 

4.8.1 Confecção de Células Eletrocompetentes de L. lactis FnBPA+ 

 

Para a confecção das células electrocompetentes L. lactis FnBPA+, 

primeiramente foi realizado um inóculo com 10 µL do estoque da referida linhagem em 

5 mL de meio M17 suplementado com Sacarose (0,5 M) e Glicose (0,5%; M17-Sac-Gli) 

tamponada (vide anexo Seção I- Meios e Soluções ao final do manuscrito), acrescido 

com 5 µg/mL do antibiótico eritromicina (Ery). Este inóculo foi mantido a 30°C, sem 

agitação, por aproximadamente 20 horas. Transcorrido esse período, foi realizado um 

segundo inóculo utilizando-se 100 µL dessa primeira cultura em 5 mL de meio M17-

Sac-Gli acrescido de 5 µg/mL de eritromicina, e posterior incubação à 30°C, sem 

agitação, durante 8 horas. Após esse tempo, 1 µL desta cultura foi inoculado em 200 

mL de meio M17-Sac-Gli acrescido de 1% de glicina até atingir uma densidade óptica a 

600 nm (DO600nm) em torno de 0,4 - 0,6. Uma vez alcançado o crescimento desejado, a 
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cultura foi centrifugada a 2021 g, durante 15 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi 

descartado e o precipitado celular foi ressuspenso em 200 mL de uma solução gelada 

e estéril de sacarose 0,5M tamponada (vide anexo Seção I- Meios e Soluções ao final 

do manuscrito) e glicerol 10%. O processo de centrifugação e lavagem foi repetido por 

mais quatro vezes e, após a última lavagem, o precipitado celular unificado foi 

ressuspenso em 1 mL da solução estéril de PEG3000 30% (Polyethylene glycol 3000) 

tamponada (vide anexo Seção I- Meios e Soluções ao final do manuscrito) e glicerol 

10%. Alíquotas de 100 µL dessas células foram estocadas a -70ºC até o momento do 

uso. 

 

4.8.2 Transformação de L. lactis FnBPA+ com o Plasmídeo pValac:Ag85A 

 

Um volume do plasmídeo pValac:Ag85A correspondente a 100 ng/µL foi 

misturado a uma alíquota de 100 µL de células eletrocompetentes de L. lactis FnBpA+ 

preparadas conforme item 4.8.1. A mistura foi incubada no gelo durante 5 minutos e 

posteriormente, transferida para cubetas de electroporação de 2mm. A transformação 

se deu por eletroporação, utilizando-se o aparelho GenePulser XCellTM (BIO-RAD), sob 

as seguintes condições: 2.400 V, capacitância de 25 µF e resistência de 200 Ω. 

Imediatamente após o pulso, 1mL de M17-Sac-Gli foi adicionado às células e a mistura 

foi então mantida a 30ºC por 4 horas, sem agitação. Para o controle negativo, 100 µL 

de células eletrocompetentes foram eletroporadas sem adição de qualquer plasmídeo. 

 O processo de seleção dos transformantes consistiu em semear alíquotas da 

suspensão de células eletroporadas em placas contendo M17-Sac-Gli Agar, acrescidas 

de Cm (5 µg/mL) e Ery (2,5 µg/mL). As placas foram mantidas a 30°C por 

aproximadamente 24 horas, e após este período, foi avaliada a presença de colônias 

resistentes tanto à Cm quanto à Ery. 

 A próxima etapa consistiu na seleção de clones presentes nas placas para 

proceder com a extração de plasmídeos e assim, confirmar a presença do plasmídeo 

pValac:Ag85A, como também a presença do plasmídeo pOri23:fnbpA, presente na 

linhagem invasiva L. lactis FnBPA+.  
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4.8.3 Extração do DNA Plasmideano de L. lactis FnBPA+ (pValac:Ag85A)  

 

 As colônias resultantes da transformação de L. lactis FnBPA+ com o plasmídeo 

pValac:Ag85A foram inoculadas em 5 mL de meio M17-Gli suplementado com Ery (2,5 

µg/mL) e Cm (5 µg/mL) e a cultura foi mantida a 30ºC por aproximadamente 18 horas, 

sem agitação. Uma alíquota de 1 mL de cada cultura foi estocada a -80ºC, utilizando-se 

glicerol 80% na proporção de 1:4. Para a extração plasmideana, foi utilizado o método 

de lise alcalina assim como descrito no item 4.5.3, com a seguinte modificação: após a 

primeira centrifugação, foram adicionados ao precipitado celular 250 µL de TE-Lisozima 

(TE-LYS) tamponada (vide anexo Seção I- Meios e Soluções ao final do manuscrito) e 

a mistura foi incubada a 37ºC por meia hora. Após este período, seguiu-se 

normalmente o protocolo descrito por Sambrook, Fritsch e Maniatis (1989), conforme o 

item 4.5.3.  

A presença e a qualidade dos plasmídeos foram verificadas através de 

eletroforese, seguindo os mesmos parâmetros já descritos no item 4.3, e também 

através da relação das leituras espectrofotométricas nos comprimentos de onda 

260/280 nm.  

 

4.8.4 Confirmação dos Clones L. lactis FnBPA+ Carreadores do Plasmídeo 
pValac:Ag85 

 

No intuito de se confirmar a obtenção de clones da linhagem de L. lactis FnBPA+ 

portadores dos plasmídeos pOri23:fnbpa e pValac:Ag85A, os plasmídeos extraídos 

(item 5.8.3) foram submetidos à reação de PCR. Estas foram preparadas com 5 µL de 

tampão 5X Green Go Taq® Flexi (Promega), 2 µL de MgCl2 25 mM (Promega), 1 µL de 

dNTP 10 mM, 0,5 µL do primers Ag85AF e Ag85AR (tabela 4), ambos a 100 pmol/µL, 

0,3 µL da enzima DNA polimerase Go Taq® 5 U/µL (Promega), 14,7 µL de água 

ultrapura estéril e 1,0 µL (100 ng/µL) do DNA plasmideano. Além da confirmação da 

presença do plasmídeo pValac:Ag85A nos clones por meio da utilização de primers 

específicos para a ORF Ag85A, foi realizada também uma reação de PCR utilizando-se 

primers específicos para a fibronectina (FnBPAF e FnBPAR; Tabela 5), para também 
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confirmar a presença do plasmídeo pOri23:fnbpA nos mesmos (o que caracteriza a 

linhagem L. lactis FnBPA+). Ao controle negativo, nenhum DNA foi acrescentado. As 

reações ocorreram em um aparelho termociclador modelo ATC 401 (NYX TECHNIK, 

Inc.) sob as condições apresentadas na tabela 6 para a ORF Ag85A e tabela 7 para a 

ORF FnBPA. 

 

Tabela 7: Condições da PCR utilizadas para amplificar a ORF FnBPA do plasmídeo 

pOri23 pertencente à linhagem L.lactis invasiva.  

Pasos Temperatura Ciclos Tempo 

1 94ºC  00:05:00 
2 94ºC 29 X 00:01:00 
3 50ºC 29 X 00:00:30 
4 72ºC 29 X 00:02:00 
5 72ºC  00:07:00 
6 4ºC    Hold 

 

4. 9 Padronização das Curvas de Crescimento Bacteriano Para os 
Experimentos de Imunização 

 

 A fim de estabelecer a relação entre a densidade óptica (crescimento 

bacteriano) e o número de colônias (UFC) das linhagens bacterianas a serem 

administradas nos animais, foram realizadas curvas de crescimento. Primeiramente, 

foram realizados inóculos de cada uma das linhagens citadas a seguir: L. lactis FnBPA+ 

e L. lactis FnBPA+ (pValac:Ag85A). Para tanto, 10 µL do estoque de cada linhagem 

foram inoculados em 5 mL de meio M17 suplementado com Sacarose (0,5 M) (vide 

anexo Seção I- Meios e Soluções ao final do manuscrito) e Glicose (0,5%; M17-Gli), 

acrescido dos antibióticos correspondentes (Cm 10 µg/mL e Ery 5 µg/mL), quando 

necessário e então foram mantidos a 30°C, sem agitação por aproximadamente 20 

horas. Para a linhagem L. lactis FnBPA pValac, os dois antibióticos foram necessários, 

assim, utilizou-se Cm 5 µg/mL e Ery 2,5 µg/mL.  

 Transcorrido esse período, foi realizado um segundo inóculo, de cada linhagem 

em duplicata biológica, utilizando-se 150 µL dessa primeira cultura em 15 mL de meio 

M17-Gli acrescido com o antibiótico correspondente quando necessário (inóculo a 1%) 
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e posterior incubação a 30°C, sem agitação. As culturas foram crescidas durante um 

período de 10 horas, sendo que, durante esse período, a densidade óptica a 600 nm foi 

medida de hora em hora, para cada linhagem em questão. No tempo de 4, 6 e 8 horas, 

além da medição da DO600nm, foram realizadas também diluições seriadas (10-1 a 10-8) 

a partir de 100 µL da cultura celular. As diluições 10-4, 10-6 e 10-8 foram plaqueadas em 

meio sólido M17 acrescido do antibiótico correspondente para cada linhagem, quando 

necessário. As placas foram então mantidas em estufa, a 30°C, durante 18 horas, 

período após o qual foi realizada a contagem das colônias e, em seguida, o cálculo 

para verificação da UFC. 

 

4.10 Ensaios de Imunização com a Linhagem L. lactis FnBPA (pValac:Ag85A) e 
avaliação da Resposta Imune Gerada 

 

4.10.1  Animais Utilizados Para os Experimentos de Imunização 

 

Foram utilizados camundongos C57BL/6 fêmeas, com 4-5 semanas de idade 

provenientes do Centro de Bioterismo da Universidade Federal de Minas Gerais (Cebio 

– UFMG). Os animais receberam água filtrada e ração sem restrições durante todo o 

experimento. 

 Todos os animais utilizados neste experimento foram mantidos em grupos de 

cinco camundongos por gaiola de plástico própria, com dimensões de 30x20x13 cm. O 

biotério utilizado tem instalações próprias, com uma sala para acomodação dos 

animais, contando com temperatura controlada, controle de luz de 12 horas e exaustor 

tanto para redução do odor como para circulação do ar. 

 Os animais foram recebidos com 4-5 semanas, após isso, iniciou-se a 

vermifugação. O vermifugo Ivermectina a 1% (Agener União) foi dissolvido na água de 

beber dos camundongos, sendo utilizados 500 µL do vermífugo para cada 500 mL de 

água filtrada (concentração final de 0,001%). Os animais tomaram o vermifugo por 7 

dias consecutivos na mamadeira, em seguida o tratamento foi interrompido por 7 dias 

(pausa) e assim foi iniciado o experimento de imunização duas semanas após o 
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recebimento dos animais, e assim, os camundongos já apresentavam 6-7 semanas de 

idade. 

 Cabe salientar que todos os procedimentos aqui descritos com animais foram 

submetidos e aprovados pela Comissão de Ética no uso de Animais (CEUA/UFMG, 

protocolo número 66/2011).  

4.10.2  Imunização dos Camundongos C57BL/6  

 

 A via intranasal, foi a via de imunização empregada nos cmundongos. Para  

imobilização dos mesmos foi utilizada a contenção manual. Os grupos experimentais 

utilizado foram os seguintes: Solução NaCL 0,9% como controle negativo do 

experimento; L. lactis FnBPA+ (bactéria invasiva); L. lactis FnBPA+ (pValac:Ag85A); 100 

µL  de BCG (vacina- 5 x 106 UFC) (Fan, Gao e Fu 2009) como controle funcional do 

experimento. Cabe salientar que a BCG foi administrada via subcutânea, seguindo o 

mesmo esquema de imunização que o utilizado para a linhagem L. lactis 

FnBPA+(pValac:Ag85A), porém, com a diferença que foi administrada somente uma 

doses só a cada 15 dias, en lugar de três dias consecutivos.  

As doses vacinais foram preparadas através do congelamento da cultura 

bacteriana em glicerol 20% uma vez que atingiram D.O correspondente ao último ponto 

da fase exponencial da curva de crescimento descrita no item 4.9 para cada bactéria 

correspondente. Para isto, foi realizado um inoculo overnigth de cada linhagem em 

meio M17 suplementado com Glicose 0,5% e seus respectivos antibióticos, a 30ºC e 

sem agitação. No dia seguinte, um novo inóculo foi feito, ajustando-se DO para 0,3 a 

partir do primer inóculo em volume final de 100 mL. Ao chegar na D.O correspondente, 

cada linhagem foi centrifugada e concentrada em 1 mL de cultura, e posteriormente 

estocada em glicerol 80%, para serem mantidas a -80ºC até o momento da imunização. 

Para contagem das UFC uma alíquota de 100 µL da dose vacinal já congelada 

por alguns dias em glicerol 80% foi plaqueada nas diluições: 10-7, 10-8, 10-9, 10-10, em 

duplicata, sendo assim possível a determinação das UFC/mL, como também da 

viabilidade das diferentes linhagens bacterianas após congelamento. 
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Assim, uma vez avaliadas e confirmadas tanto a UFC como a viabilidade das 

bactérias, procedeu-se à imunização dos animais. Para isso, os camundongos 

receberam por via intranasal 2 x 109 UFC (10 µL da suspenção bacteriana em cada 

narina) de cada linhagem de L. lactis citadas no referido trabalho. As imunizações 

aconteceram nos dias 1, 15 e 30, sendo que cada um destes pontos foram realizados 

por três dias consecutivos, como apresentado no esquema da figura 10. 

4.10.3  Coleta do Soro dos Animais Imunizados   

 

 A coleta de sangue foi realizada durante o experimento nos dias 0, 15 e 30 

(Figura 10) para separação do soro e avaliação da resposta imune humoral (IgG e seu 

isotipo IgG1, como tamném IgA).  A sangria foi realizada pelo plexo retro orbital dos 

animais. O volume extraído foi de aproximadamente 400 µL, coletado em micro tubos, 

que foram colocados em estufa a 37ºC por aproximadamente 1 hora, logo colocados a 

4ºC por 30 minutos e finalizado este tempo foram centrifugados a 8.491 g durante 7 

minutos. O soro foi separado do coagulado sanguíneo e armazenado no freezer a -

20ºC até o momento dos ensaios imunoenzimáticos (ELISA, do inglês, Enzyme-Linked 

Immunosorbent Assay). 

 A eutanásia dos animais foi realizada no dia 45, para isso os animais foram 

devidamente anestesiados, utilizando-se ketamina (60,0mg/Kg) e xilazina (8,0mg/Kg) 

administrada intraperitonialmente. O sangue foi novamente coletado (aproximadamente 

1,5mL), pela artéria aorta abdominal. Foi realizada também o lavado broncoalveolar 

(BAL) dos animais, como também a separação do baço em condições de esterilidade.  
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Figure 10: Esquematização das imunizações e coletas do sangue 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 2 x 108 UFC bacteriana. O sangue foi coletado antes dos animais 

serem imunizados (dias zero, 15, 29 e 45, correspondente ao dia da eutanásia). 

 

4.10.3. 1  Extração do Lavado Broncoalveolar  
 

 A lavagem broncoalveolar foi realizada com fins da obtenção de amostras das 

vias aéreas superiores. O referido material biológico foi coletado injetando-se com 

micro cânula 200 µL de PBS 1X na traqueia dos animais já eutanasiados. O material 

colhido foi armazenado no freezer a -80ºC até o momento de sua utilização, com o 

intuito de avaliar a resposta imune das mucosas, especificamente IgA secretória,  como 

também o perfil de citocinas representante da resposta imune celular.  

4.10.4  Processamento do Baço para Cultura de Células e Dosagem de Citocinas 

 

 Após o sacrifício, o baço dos animais foi coletado em 1 mL de meio RPMI e 

mantido em gelo. Em câmara de fluxo laminar o extrato celular do baço foi obtido 

utilizando-se macerador autoclavado, sendo o extrato centrifugado 10 minutos 182 g a 

4ºC, e o pellet ressuspendido em 9 mL de água destilada estéril para lise das 

hemácias, sendo que em seguida 1 mL de PBS 10x foi adicionado. A mistura foi 

novamente centrifugada e o pellet ressuspendido em 1 mL de RPMI completo. 
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 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) e 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 106 células de baço por 

poço em placa de 96 wells (NUNC).  

 As culturas foram então estimuladas com 5 µg/mL da proteína recombinante 

rAg85A A proteína recombinante foi adqurida da epressa ABCAM (ABCAM-P0A4V2). 

Esta proteína não possue LPS devido a que e proveniente de células de Baculovirus 

infectado. O comerciante revela um 90%de pureza por SDS-PAGE. A referida proteína 

possuía a concentração de 0,5 µg/ml. Uma amostra de cada grupo experimental foi 

estimulada com Concavalina A na concentração de 16 µg/ml. Em seguida, o volume de 

cada poço foi completado para 200 µL com RPMI completo. 

 As placas foram mantidas a 37ºC em estufa de CO2 por 48 horas. Após este 

período, o sobrenadante foi coletado e estocado a -80ºC até o momento da realização 

da técnica de CBA (CBA - cytometric beads array). 

 As carcaças dos camundongos foram devidamente descartadas em sacos 

plásticos para lixo biológico (lixo contaminado) e mantidas em freezer até o 

recolhimento para descarte adequado realizado no Instituto de Ciências Biológicas 

(ICB). 

4.10.5 Caracterização do Perfil da Resposta Imune Humoral 

4.10.5.1 Ensaio Imunoenzimático (ELISA) para Dosagem de Anticorpos 
 

A resposta imune humoral foi avaliada através da produção de anticorpos 

específicos anti-Ag85A das Imunoglobulinas IgA, IgG e seu isotipo IgG1, no soro dos 

animais imunizados.  

 Para dosagem de IgA e IgG específica para Ag85A, a placa foi sensibilizada com 

a proteína rAg85A (0,25 µg/poço)-proteína diluída em tampão carbonato, coatting 

buffer-(vide anexo Seção I- Meios e Soluções ao final do manuscrito). Após 18 horas 

de incubação em câmara úmida a 4°C, a placa foi lavada 3 vezes com Salina-Tween 

(vide anexo Seção I- Meios e Soluções ao final do manuscrito) e bloqueada com PBS-

caseína (vide anexo Seção I- Meios e Soluções ao final do manuscrito) durante 1 hora 
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a temperatura ambiente. Posteriormente, a placa foi lavada 3 vezes com Salina-Tween 

e as amostras foram adicionadas. As amostras do BAL não foram diluídas, já as 

amostras de soro foram diluídas a 1:25, para todas as subclasses de Imunogloblinas. 

As amostras foram diluídas em PBS-Tween 20, (vide anexo Seção I- Meios e Soluções 

ao final do manuscrito) e assim, as placas foram incubadas por mais uma hora a 37ºC.  

 Após esse período, a placa foi lavada novamente com Salina-Tween (5 vezes) e 

incubada com o anticorpo anti-mouse IgA ou IgG conjugados com biotina (Southern 

Biotechnology). As diluições aplicadas aos anticorpos foram realizadas com PBS 

caseína -(vide anexo Seção I- Meios e Soluções ao final do manuscrito), assim sendo, 

1:8.000 para IgA, 1:2.500 para IgG, 1:1.000 IgG1 respectivamente. Após 1 hora de 

incubação a 37ºC, a placa foi novamente lavada (5 vezes) e incubada, com 

Estreptavidina conjugada à peroxidase (Estreptavidina-HPR, Southern Biotechnology) 

diluída 1:10.000 em PBS-caseína, por 1 hora a 37°C.  

 Finalmente, após 5 lavagens com Salina-Tween, a revelação foi feita através da 

incubação com a solução reveladora de OPD (ortofenilenodiamino) em tampão citrato e 

H2O2 (-vide anexo Seção I- Meios e Soluções ao final do manuscrito). A placa foi 

incubada ao abrigo da luz até o desenvolvimento da cor (30 minutos 

aproximadamente). A reação foi interrompida com uma solução de ácido sulfúrico 2N 

(vide anexo Seção I- Meios e Soluções ao final do manuscrito) e a leitura foi realizada 

em leitor de ELISA (Expert Plus Microplate Reader) no comprimento de onda de 492 

nm.  

4.10.6  Caracterização do Perfil da Resposta Imune Celular 

4.10.6.1  Citometria de Fluxo (CBA-cytometric beads array) para Dosagem de 

Citocinas 

 

A resposta imune celular foi avaliada através da produção das citocinas IL-4, IL-

10, IL-2, TNF-α, IFN-, IL6 e IL17. Para tanto foi utilizando o kit BD Cytometric Bead 

Array (CBA) Mouse Th1/Th2/Th17, Cytokine Kit, no sobrenadante da cultura e no BAL 

dos animais imunizados. 

Primeiramente foi ressuspendido o padrão, providenciado pelo Kit, e segundo 

recomendações do fabricante, foram realizadas as seguintes diluições 1:2, 1:4, 1:8, 
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1:16, 1:32, 1:64, 1:128, e 1:256, com a finalidade de realizar a curva padrão que foi 

utilizada nas análises. Posteriormente foi realizado a mistura das beads a serem 

analizadas, segundo recomendações do fabricante. Logo, foram colocadas 25 µl dessa 

mistura com 25 µl de cada amostra em um micro tubo. Finalmente foram 

acrescentados 25 µl do reagente de detecção PE (ficoeritrina) Th1/Th2/Th17 e as 

amostras foram incubadas por duas horas à temperatura ambiente e ao abrigo da luz. 

Transcorrido esse tempo, foram acrescentados 500 µL de Buffer de lavagem, fornecido 

pelo kit, e as amostras foram centrifugadas 284 g por 5 minutos. Após finalizada essa 

etapa o sobrenadante foi cuidadosamente descartado. Por fim, foram acrescentados 

150 µL de Buffer de lavagem às amostras e o pellet foi ressuspendido. Após esta última 

etapa as amostras foram levadas no citometro Sampler accuri C6 para realização da 

leitura das beads. As leituras foram analisadas com o programa FCAP Array software.  

 4.11 Análises Estatísticas  

 

A análise de variância foi realizada utilizando o teste de variância One-Way 

ANOVA, seguido do pós teste não paramétrico Kruskal-Wallis: Dunn’s multiple 

comparisons test. Os valores com intervalo de confiança menores que 0,05 (p<0,05) 

foram considerados estatisticamente significativos. Todas as comparações foram 

realizadas utilizando-se o programa GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software, San 

Diego California, USA). 

 Os resultados estatísticos obtidos para resposta imune celular e humoral foram 

obtidos das leituras dos 5 animais de forma independente uns dos outros. Foram 

realizados três experimentos independentes.  
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
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5.1 Clonagem  da ORF Ag85A no vetor pValac 

 

  O primeiro passo deste trabalho consistiu no isolamento, por PCR, da ORF 

Ag85A de M. tuberculosis, a partir do DNA genômico da linhagem H37Rv. Aos pares de 

iniciadores utilizados (Tabela 5), foram inseridos sítios artificiais de restrição (BamHI e 

EcoRI) para que a ORF Ag85A pudesse ser clonada de forma direcionada e na fase de 

leitura correta no vetor pValac. 

 

5.1.1 Amplificação da ORF Ag85A 

 

Para a reação de amplificação foi utilizada a enzima DNA polimerase Pfx 

Platinum® (Invitrogen), cuja atividade é altamente estável e de alta especificidade e 

precisão, sendo ideal para amplificações por PCR que requerem taxas mínimas de 

mutações (inserções, deleções, ou trocas) durante a incorporação de nucleotídeos. 

Neste contexto, foi verificada a amplificação de um fragmento de DNA de 

aproximadamente 1.017 pb, assim como esperado para a ORF Ag85A de M. 

tuberculosis. O fragmento amplificado foi visualizado em gel de agarose a 1%. Como 

esperado, não foi observado nenhum produto de amplificação no controle negativo 

(Figura 11).  
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Figure 11: Análise do produto de amplificação por PCR da ORF Ag85A de M. 

tuberculosis. Eletroforese em gel de agarose a 1% corado com brometo de etídio. Análise do 

produto de amplificação: Canaleta 1: Marcador de peso molecular 1Kb Plus DNA Ladder 

(Invitrogen); Canaleta 2: Produtos da amplificação da ORF Ag85A de M. tuberculosis; Canaleta 

3: Controle negativo da reação. 

 

5.1.2 Clonagem da ORF Ag85A no sistema Zero Blunt® TOPO® 

 

O fragmento amplificado (item 5.1.1) correspondente à sequência codificadora 

do gene Ag85A de M. tuberculosis, foi clonado no vetor Zero Blunt® TOPO®, um vetor 

linear que possui a topoisomerase I do vírus Vaccinia ligada covalentemente à 

extremidade 3' fosfato de cada fita de DNA. A ligação entre a topoisomerase I e o DNA 

do vetor é capaz de catalisar a reação de ligação do inserto neste, liberando assim, 

enzima inativa. Desta forma, obteve-se o plasmídeo pTP:Ag85A. A geração deste 

“plasmídeo intermediário” foi necessária para que, num momento posterior, a digestão 

enzimática deste permitisse a liberação do inserto (Ag85A) com extremidades 

coesivas, de modo a permitir a clonagem da referida ORF, de forma direcionada e em 

fase de leitura correta, no vetor pValac.  
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O plasmídeo pTP:Ag85A foi então utilizado para transformar células de E. coli 

Top10 eletrocompetentes. A seleção de colônias de E. coli recombinantes foi realizada 

em meio LB ágar contendo canamicina. Aproximadamente 18 horas após a 

transformação, foi possível a visualização de colônias recombinantes. Nenhuma 

colônia foi visualizada nas placas do controle negativo, onde nenhum DNA foi 

adicionado às células durante o processo de transformação. 

Dez colônias transformadas foram escolhidas de forma aleatória, inoculadas em 

meio líquido seletivo e incubadas à 37ºC por 18 horas sob agitação constante. Essas 

culturas foram individualmente estocadas em glicerol 80% (1:1) para posterior 

confirmação da presença do plasmídeo pTP:Ag85A. 

A fim de se confirmar a clonagem, os DNAs plasmideanos extraídos foram 

utilizados como molde para uma reação de PCR, utilizando os iniciadores específicos 

para a ORF Ag85A de M. tuberculosis. Os referidos plasmídeos extraídos da linhagem 

E. coli Top 10 também foram submetidos a uma reação de digestão enzimática com as 

enzimas BamHI e EcoRI, o que resultou em dois fragmentos visíveis: um de 

aproximadamente 1.017 pb, correspondente à ORF Ag85A e outro de 3.470 pb, 

correspondente ao vetor Zero Blunt® TOPO® 

Embora vários clones tenham sido confirmados como portadores da ORF de 

interesse (Ag85A) apenas um deles foi utilizado para dar continuidade aos 

experimentos (Figura 12). 
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Figure 12: Amplificação por PCR da ORF Ag85A de M. tuberculosis e digestão 

enzimática a partir do DNA plasmideano extraído de células de E. coli 

transformadas com o plasmídeo pTP:Ag85A. . Eletroforese em gel de agarose a 1% 

corado com brometo de etídio. A) Amplificação da ORF Ag85A. Canaleta 1: Marcador de 

peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen); Canaleta 2: Controle negativo da 

reação de PCR; Canaleta 3: Controle positivo da PCR utilizando-se o DNA genômico de 

M. tuberculosis; Canaleta 4: Inserto Ag85A amplificado por PCR a partir do DNA 

plasmideano do clone de E. coli top10. B) Digestão enzimática com as enzimas BamHI e 

EcoRI. Canaleta 1: Marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen); 

Canaleta 2: Produto da digestão enzimática, resultando nos fragmentos visíveis de 

1.017pb e 3.470pb, correspondentes à ORF Ag85A e ao vetor Zero Blunt® TOPO®, 

respectivamente. 

 

 

5.1.3 Clonagem da ORF Ag85A no vetor pValac 

 

O plasmídeo de expressão eucariótica pValac:gfp (Guimarães et al., 2009) foi 

extraído de E. coli e submetido a uma reação de digestão enzimática com as enzimas 

BamHI e EcoRI para a liberação da ORF gfp (696 pb) (Figura 13).  
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Figure 13: Análise do produto da extração plasmideana, digestão do pValac:gfp e 

purificação do vetor pValac. Eletroforese em gel de agarose a 1% corado com 

brometo de etídio. A) Análise do produto da extração plasmideana e Digestão com 

EcoRI: Canaleta 1: Marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen); 

Canaleta 2: Produto linear pValac:gfp (4.446 pb) gerado a partir da digestão com a 

enzima EcoRI; Canaleta 3: Produto pValac:gfp (4.446 pb) gerado a partir da extração 

plasmideana de E. coli. B) Análise do produto de Digestão enzimática: Canaleta 1: 

Marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen); Canaleta 2: Produto 

da reação de digestão enzimática do pValac:gfp, utilizando-se as endonucleases EcoRI 

e BamHI, resultando em um fragmento de 3.719 pb (pValac) e 696 pb (gfp); Canaleta 3: 

Produto pValac:gfp (4.446 pb) gerado a partir da extração plasmideana de E. coli. C) 

Análise do produto pValac purificado: Canaleta 1: Marcador de peso molecular 1 Kb 

Plus DNA Ladder (Invitrogen); Canaleta 2: Produto da purificação do pValac (3.719 pb) 

a partir do gel de agarose apresentado em B. 

 

Simultaneamente, a ORF Ag85A, também com extremidades coesivas BamHI e 

EcoRI, foi obtida a partir do plasmídeo pTP:Ag85A para posterior ligação ao vetor 

pValac purificado. 

Os produtos de ligação foram utilizados para transformar células 

eletrocompetentes de E. coli TG1. A seleção de colônias de E. coli transformadas com 

esses plasmídeos foi realizada em meio LB ágar contendo cloranfenicol. A visualização 

das colônias foi feita com aproximadamente 18 horas após a transformação. Assim, as 

colônias observadas foram inoculadas em meio líquido seletivo e incubadas a 37ºC por 
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aproximadamente 18 horas. Transcorrido esse período, apenas 1 colônia demonstrou 

crescimento. Esta colônia foi então estocada em glicerol 80% para posterior extração 

dos plasmídeos recombinantes. Nenhuma colônia foi visualizada nas placas do 

controle negativo, onde nenhum DNA foi adicionado às células durante o processo de 

eletroporação. 

O DNA plasmideano extraído foi então utilizado como molde numa reação de 

PCR, usado os iniciadores específicos da ORF Ag85A de M. tuberculosis, para 

confirmar a presença do inserto no vetor pValac. Foi confirmado que o clone obtido era 

portador do inserto correspondente à ORF Ag85A (1.017 pb). A figura 14 mostra o 

produto de amplificação da ORF Ag85A. O controle negativo da reação, ao qual foi 

adicionado apenas água milli-Q estéril ao invés de DNA, não demonstrou nenhum sinal 

de amplificação. O DNA genômico de M. tuberculosis foi utilizado para o controle 

positivo da reação.  

Concomitantemente, o vetor pValac:Ag85A foi submetido a uma reação de 

digestão com as enzimas BamHI e EcoRI, o que resultou em dois fragmentos visíveis: 

1.017 pb e 3.719 pb, correspondentes a ORF Ag85A e ao vetor pValac, 

respectivamente (Figura 14).  
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Figure 14: Análise do produto de amplificação por PCR da ORF Ag85A de M. 

tuberculosis e confirmação da presença da ORF Ag85A no vetor pValac por digestão 

enzimática. Eletroforese em gel de agarose a 1% corado com brometo de etídio. A) 

Confirmação da presença da ORF Ag85A no vetor pValac por PCR do clone pValac:Ag85A; 

Canaleta 1: Marcador de peso molecular 1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen); Canaletas 2 e 3: 

Controles Negativos da reação de PCR, Canaleta 4: Controle positivo utilizando o DNA 

genômico de M. tuberculosis H37Rv; Canaleta 5: Inserto Ag85A amplificado por PCR a partir 

do DNA plasmideano do clone de E. coli TG1. B) Digestão enzimática com as enzimas BamHI 

e EcoRI. B) Canaleta 1: Marcador de peso molecular 1kb Plus DNA Ladder (Invitrogen); 

Canaleta 2: Digestão enzimática evidenciando a ORF Ag85A com aproximadamente 1.017pb. 

Canaleta 3: Plasmídeo pValac:Ag85A sem digerir. 

 

5.1.4 Reação de sequenciamento e análises in silico 

 

O plasmídeo pValac:Ag85A foi extraído do clone de E. coli, previamente 

confirmado, tanto por PCR quanto por digestão enzimática, e submetido a reação de 

sequenciamento do inserto, utilizando-se os primers do vetor pValac e primers internos 

da ORF (ValF, ValR, Ag85AFi, Ag85ARi, tabela 5). Posteriormente, um contig único da 

sequência do clone foi obtido com o programa CAP3 Sequence Assembly 

(http://pbil.univ-lyon1.fr/cap3.php), eliminando-se assim prováveis erros do 

sequenciamento. A partir desta sequência consenso, foi possível confirmar a presença 

http://pbil.univ-lyon1.fr/cap3.php
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do inserto correspondente à sequência codificadora do gene Ag85A no plasmídeo 

pValac:Ag85A, através de alinhamento (BLASTn,) utilizando-se o banco de dados do 

NCBI. Além disso, através do sequenciamento, também foi possível verificar a 

presença do plasmídeo pValac, através de parte da região promotora do referido 

plasmídeo e da sequência sinal de poliadenilação (Poli-A), além da sequência de 

Kozak e dos sítios de restrição BamHI e EcoRI no inserto clonado (Figura 15). 

 

             
Figure 15: Sequência nucleotídica obtida através do sequenciamento do inserto contido 

no vetor pValac. Sequência em verde: Sequencias nucleotídicas do vetor pValac; Sequência 

em azul: ORF Ag85A; Sequencia em amarelo: Seqüência de Kozak; Sequencias em cinza: 

Sítios BamHI e EcoRI. Códons sublinhados: códons de iniciação e término, respectivamente; 

Sequência em azul Turquesa: Sequência de poliadenilação (Poli-A). 

 
Assim, com a obtenção e confirmação do plasmídeo pValac contendo a ORF 

Ag85A de M. tuberculosis, partiu-se então para a avaliação da funcionalidade deste 

plasmídeo.  
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5.2  Verificação da Funcionalidade do Plasmídeo pValac:Ag85A em Cultura de 
Células Mamíferas 

 

Uma vez obtida e confirmada a construção pValac:Ag85A, o passo seguinte 

deste trabalho consistiu na verificação da funcionalidade do referido plasmídeo. Para 

isto, foram realizados experimentos para detecção da presença da proteína Ag85A, 

através da técnica de Imunocitoquímica. 

 

5.2.1 Padronização da Transfecção Celular com o plasmídeo pValac:gfp 

 

 Foram testados algumas condições para a padronização e otimização da 

transfecção celular empregando-se o plasmídeo pValac:gfp. O reagente lipossômico 

LipofectamineTM 2000 (Invitrogen) foi testado nas proporções 

“DNA(µg):Lipofectamine(µL)” de: 1:2, 1:2,5 e 1:3, sendo verificado visualmente por 

microscopia de fluorescência que a melhor condição obtida foi a proporção 1:3 de DNA 

(4 µg):Lipofectamine(12 µL). Além disso, a avaliação das células transfectadas foi 

realizada nos tempos de 24, 48 e 72 horas após a transfecção, tendo sido observado 

os melhores níveis de expressão da proteína GFP entre 48 e 72 horas (Figura 16 D e 

E). A outra condição testada foi trocar ou não o meio de cultura, decorridas 4 horas da 

transfecção. O resultado deste último teste não mostrou diferenças com relação à 

expressão da proteína GFP pelas células, onde então se decidiu pela não-substituição 

do meio de cultura (Figura 16). 
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Figure 16: Resultado da padronização transfecção das células Flp-InTM-CHO (Invitrogen) 

com o plasmídeo pValac:gfp. A) Campo claro de células da linhagem CHO; B) Células CHO 

não transfectadas, com 48h; C) Células transfectadas com pValac:gfp na proporção de DNA 

(µg):Lipofectamine (µL) de 1:3, após 24 horas da transfecção; D) Células transfectadas com 

pValac:gfp na proporção de DNA (µg):Lipofectamine (µL) de 1:3, após 48 horas da transfecção; 

E) Células transfectadas com pValac:gfp na proporção de DNA (µg):Lipofectamine (µL) de 1:3, 

após 72 horas da transfecção. Todas as imagens foram obtidas em objetiva de 20X e filtro azul 

(exceto campo claro) em microscópio de fluorescência invertido Zeiss Axiovert 200, capturadas 

por câmera AxioCam HRc (ZEISS), utilizando-se o programa AxioVision 4.8.1. 

   

5.2.2 Verificação da Produção, por Células Mamíferas da Linhagem CHO, da 
Proteína Ag85A 

 

5.2.2.1 Reação de Imunofluorescência para análises de Microscopia Confocal 
 

Para verificação da expressão da proteína Ag85A por células mamíferas da 

linhagem CHO, umas das técnicas utilizadas neste trabalho foi a Microscopia Confocal. 

Após 48 horas de transfecção com o plasmídeo vacinal pValac:Ag85A, nas células 

eucarióticas incubadas com anticorpo primário (MAb-DT17) e posteriormente com 

anticorpo secundário, anti-IgG, marcado com o fluoróforo Alexa 488, (Alexa Fluor® 488 

Goat Anti-Mouse IgG (H+L) Invitrogen) foi possível a visualização da expressão da 

proteína Ag85A. Através da sobreposição das imagens (Figura 17 D e E) gerando a 
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figura 17 F, pôde-se visualizar a marcação da proteína Ag85A com o fluoróforo Alexa 

Flúor 488, em verde, e o núcleo celular, em azul, marcado com DAPI. Como controles 

negativos do experimento, foram utilizadas i) células CHO não transfectadas marcadas 

com ambos os anticorpos, no intuito de evidenciar que as células eucarióticas 

estudadas não apresentavam nenhuma proteína que reagisse com o anticorpo primário 

utilizado (figura 17 A) e ii) células CHO transfectadas, marcadas apenas com o 

anticorpo secundário (anti-IgG, marcado com o fluoróforo Alexa 488), no intuito de 

constatar ausência de ligação inespecífica por parte deste anticorpo. Nenhuma 

fluorescência foi visualizada no comprimento de onda da cor verde, resultando na 

imagem sobreposta onde apenas o núcleo de todas as células está marcado em azul 

(Figura 17 B). O controle positivo do ensaio consistiu de células eucarióticas 

transfectadas com plasmídeo pValac:gfp (Figura 17 C).  

Deste modo pode-se confirmar a expressão da proteína Ag85A em células 

transfectadas e, consequentemente, a funcionalidade do plasmídeo em estudo, 

pValac:Ag85A. 
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Figure 17: Imunocitoquímica utilizando-se microscopia confocal para 

confirmar a produção da proteína Ag85A em células da linhagem CHO. A) 

Células CHO não transfectadas incubadas com anticorpo primário anti-Ag85A, 

anticorpo secundário anti-IgG marcado com Alexa Flúor 488 e DAPI, sendo, 

este último, para a marcação do núcleo. B) Células CHO transfectadas com 

pValac:Ag85A incubadas somente com anticorpo secundário (A e B 

representam os controles negativos do experimento). C) Células transfectadas 

com pValac:gfp (Controle positivo). D) Células CHO transfectadas com 

pValac:Ag85A e incubadas com anticorpo primário anti-Ag85A, anticorpo 

secundário Alexa Flúor 488 e DAPI (imagem capturada apenas DAPI). E) 

Células CHO transfectadas com pValac:Ag85A e incubadas com anticorpo 

primário anti-Ag85A, anticorpo secundário Alexa Flúor 488 e DAPI (imagem 

capturada apenas Alexa 488). F) Sobreposição das imagens D e E 

(visualização da marcação da proteína Ag85A no citoplasma das células 

transfectadas com Alexa Flúor 488 e do núcleo com DAPI). As imagens A, B e 

C foram obtidas em objetiva de 40X e as imagens D, E e F em objetiva de 63X, 

utilizando Microscópio de Varredura a Laser Confocal, modelo LSM 510 Meta 

Zeiss. 

 

5.2.2.2 Reação de Imunofluorescência para análises em Citômetro de Fluxo 
 

 Neste trabalho, a Citometria de Fluxo foi outra técnica utilizada a fim de 

constatar a expressão da proteína de interesse pelas células eucarióticas. O 

procedimento de transfecção foi realizado com o reagente comercial Lipofectamine 

2000 TM (Invitrogen) e, decorridas 48 horas deste processo, realizou-se a técnica de 

imunofluorescência. As análises citométricas foram conduzidas em citômetro de fluxo 

FACScan (BD Biosience), sendo os resultados obtidos, analisados através do 
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programa FlowJo 7.6.4 (TreeStar Inc.). Os gráficos de dispersão de pontos, conhecidos 

como dot plots (Figuras 18 e 19 A e B) ilustram a porcentagem dos eventos adquiridos 

que foram selecionados para as análises, com base nos parâmetros tamanho e 

granulosidade das células (FSC e SSC, respectivamente). Como controle positivo do 

experimento, para verificar se a transfecção celular foi eficiente, células CHO foram 

transfectadas com o plasmídeo pValac:gfp; como controle negativo foram utilizadas 

células CHO não transfectadas.  

Como pode ser observado na figura 18, observa-se o resultado expresso em dot 

plot [SSC (granulosidade)/FL1 (fluorescência específica)], das células CHO não 

transfectadas que apresentaram uma parcela de eventos fluorescentes de apenas 

2,59% (Figura 18A), enquanto a percentagem de células sem expressão representou 

97,41%, o qual é esperado para células não transfectadas. A continuação foi verificada 

a eficiência de transfecção das células CHO com o plasmídeo pValac:gfp e a 

subsequente expressão do GFP pelas mesmas. Como mostra o dot plot representado 

na figura 18B, a expressão do GFP pelas células CHO foi de 95,54%, com uma 

intensidade mediana de fluorescência de 96,93, o que significa que a transfecção 

celulas com o plasmídeo pValac:gfp foi muito eficiente e que maioria das células CHO 

expressaram quantidade alta da referida proteína. A combinação dos resultados 

obtidos entre as células CHO não transfectadas e as células CHO transfectadas com o 

plasmídeo pValac:gfp é apresentado na Figura 18C em um histograma (Count 

(quantidade de eventos lidos)/FL1 (fluorescência específica)). Observa-se 

deslocamento à direita da curva representante das células expressando a proteína 

GFP, o que demonstra uma diferença de 93,67%, correspondente às células 

eficientemente transfectadas com o plasmídeo pValac:gfp que estão produzindo a 

referida proteína.  
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Figure 18: Detecção da produção da proteína verde fluorescente (GFP) por citometria de 

fluxo (FACScan). Dot plot gerado pelo programa FlowJo. A) Células CHO não transfectadas; 

B) Células CHO expressando o GFP após transfecção com o plasmídeo pValac:gfp; C) 

Histograma gerado pelo programa FlowJo. Histograma contendo a combinação de resultados 

obtidos entre as células CHO não transfectadas e transfectadas com o plasmídeo pValac:gfp.  

 

Para as análises da proteína recombinante Ag85A expressa nas células CHO se 

observa que as células não transfectadas submetidas ao mesmo processo de 

marcação que as células transfectadas, revelaram que 99,11% das mesmas não 

apresentaram fluorescência alguma (Figura 19 A), o que permite traçar o ponto de 

corte entre a não expressão da proteína Ag85A e a expressão detectável da mesma 

(controle negativo do ensaio). No entanto, ao analisar as células transfectadas com o 
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vetor pValac:Ag85A, submetidas ao processo de marcação imunocitoquímica, pode-se 

observar que 33,68% das células eucarióticas foram capazes de expressar a referida 

proteína (Figura 19 B). 

 Os resultados obtidos apresentam-se também combinados na figura 19 C, 

expressos em um histograma, [cont. (quantidade de eventos)/FL1 – espectro de 

emissão do Alexa 488)]. Estes experimentos revelam a expressão da proteína Ag85A 

pelas células CHO transfectadas com o plasmídeo pValac:Ag85A, que condiz com o 

ensaio de Microscopia Confocal, revelado no item 6.2.2.1. 

 Foi também avaliada a intensidade média de fluorescência (MFI) das células 

submetidas às análises no citômetro de fluxo. A MFI é um parâmetro que permite 

relacionar a quantidade de moléculas em estudo, expressas em cada célula analisada 

no citómetro de fluxo. Nas análises realizadas, a MFI para células não transfectadas foi 

de 3,52, enquanto que a MFI para células transfectadas com o plasmídeo 

pValac:Ag85A foi igual a 16,00; assim, a intensidade de fluorescência das células 

transfectadas com pValac:Ag85A foi 3 vezes maior que a MFI das células não 

transfectadas (NT). A análise deste parâmetro revelou que as células transfectadas 

com o plasmídeo pValac:Ag85A foram capazes de expressar a proteína recombinante 

Ag85A em quantidades detectáveis.  
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Figure 19: Verificação da produção da proteína Ag85A em células CHO por citometria de 

fluxo (FACScan). A) Dot Plot evidenciando células não transfectadas marcadas com anticorpo 

primário e secundário;B) Dot Plot de células transfectadas com pValac:Ag85A marcadas com 

anticorpo primário e secundário. Nos gráficos dispõe-se no eixo Y a contagem celular e no eixo 

X o detetor FL1 (laser de argônio, 488nm). Imagens obtidas utilizando-se programa FlowJo. C) 

Histograma que mostra a expressão da proteína Ag85A revelada pela marcação com anticorpo 

monoclonal primário (MAb) anti Ag85A, e anticorpo secundário, anti IgG de camundongo 

marcado com Alexa 488. 

 

5.3 Obtenção da Linhagem Invasiva L. lactis FnBPA+ Carreando o Vetor 
pValac:Ag85A 

 

5.3.1 Transformação da Linhagem Invasiva L. lactis FnBPA+ com Vetor 
pValac:Ag85A 

 

  Simultaneamente aos experimentos de confirmação da funcionalidade da 

construção pValac:Ag85A, in vitro, este plasmídeo, extraído do clone de E. coli TG1 e 

previamente confirmado por técnicas moleculares de PCR, digestão e sequenciamento, 
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foi utilizado para transformação de células eletrocompetentes de L. lactis FnBPA+, 

gerando a linhagem L. lactis FnBPA+ (pValac:Ag85A).  

A seleção de colônias recombinantes foi feita em placas com meio M17-Sac-Gli-

Ágar, suplementado com Cm e Ery, para seleção de clones que contivessem os dois 

plasmídeos, pValac:Ag85A e pOri23:fnbpa (Que et al., 2001), respectivamente. 

Transcorridas 20 horas de incubação, foram observadas colônias resistentes aos 

antibióticos mencionados, sendo que três delas foram selecionadas e todas 

apresentaram crescimento após inóculo em meio líquido seletivo. Nenhuma colônia foi 

visualizada nas placas do controle negativo, onde nenhum DNA foi adicionado às 

células durante o processo de eletroporação. 

 Os possíveis clones foram então estocados em glicerol e submetidos à extração 

plasmideana. Posteriormente, os plasmídeos extraídos foram utilizados como moldes 

para reações de PCR, utilizando iniciadores do vetor pValac (ValF e ValR; Tabela 5) 

para amplificação da ORF Ag85A, bem como iniciadores fibronectina (FnBPAF e 

FnBPAR, Tabela 5) para a amplificação da ORF FnBPA. Os três DNAs plasmideanos 

extraídos apresentaram amplificação de ambas as sequências. Os controles negativos, 

aos quais foi adicionada apenas água ultrapura estéril no lugar de plasmídeo, não 

demonstraram quaisquer sinais de amplificação. Por conseguinte, ficou confirmada a 

obtenção da linhagem de L. lactis FnBPA+ portadora do plasmídeo pValac:Ag85A 

(Figura 20). 

 Cabe salientar que a ORF Ag85A apresenta-se resolvida em gel como um 

fragmento de 1.173 pb devido ao fato dos primers do vetor pValac utilizados 

acrescentarem 156 pb à referida ORF.  

 

5.3.2 Transformação da Linhagem Invasiva L. lactis FnBPA+ com o Vetor 
pValac:gfp 

 
Para ser utilizado como controle de experimentos futuros, o plasmídeo 

pValac:gfp (Guimarães et al., 2009), extraído de E. coli TG1, também foi utilizado para 

transformação de células eletrocompetentes de L. lactis FnBPA+, gerando assim a 

linhagem de L. lactis FnBPA+ (pValac:gfp). 
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A seleção das colônias recombinantes foi feita em placas com meio M17-Sac-

Gli-Agar suplementado com Cm e Ery, devido à presença de dois plasmídeos, o 

pValac:gfp e pOri23:fnbpa respectivamente. Transcorridas 20 horas de incubação, 

foram observadas colônias resistentes aos antibióticos mencionados, sendo que três 

delas foram selecionadas e todas apresentaram crescimento após inóculo em meio 

líquido seletivo. Nenhuma colônia foi visualizada nas placas do controle negativo, onde 

nenhum DNA foi adicionado às células durante o processo de eletroporação. 

Os possíveis clones foram então estocados em glicerol 80% e submetidos à 

extração plasmideana. Posteriormente, os plasmídeos extraídos foram utilizados como 

moldes para reações de PCR, utilizando iniciadores forward e reverse do vetor pValac 

(ValF e ValR, tabela 5) para amplificação da ORF gfp, bem como iniciadores para a 

amplificação da ORF FnBPA (FnBPAF e FnBPAR, Tabela 5). Os três DNAs 

plasmideanos extraídos apresentaram amplificação de ambas as sequências. Os 

controles negativos, aos quais foi adicionada apenas água ultrapura estéril no lugar de 

DNA plasmideano, não demonstraram quaisquer sinais de amplificação. Por 

conseguinte, ficou confirmada a obtenção da linhagem de L. lactis FnBPA+ portadora do 

plasmídeo pValac:gfp (Figura 20). 

 Do mesmo modo que para a ORF Ag85A, a ORF gfp apresenta-se resolvida em 

gel com um acréscimo de 156 pb, resultando em um fragmento de 852 pb. 
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Figure 20: Confirmação da obtenção da linhagem L. lactis 

FnBPA+(pValac:Ag85A) e L. lactis FnBPA+(pValac:gfp). Eletroforese em gel de 

agarose a 1% corado com brometo de etídio. A) Amplificação das Sequências GFP e 

Ag85A. Canaleta 1: Marcador de peso molecular 1 Kb DNA Ladder (Invitrogen); 

Canaleta 2: Controle negativo; Canaletas 3, 4 e 5: produto de PCR a partir do DNA 

plasmideano da linhagem FnBPA (pValac:gfp) amplificado com primers ValF e ValR; 

Canaleta 6: Controle negativo; Canaletas 7, 8 e 9: produto de PCR a partir do DNA 

plasmideano da linhagem FnBPA+ (pValac:Ag85A) amplificado com primers ValF e 

ValR. B) Amplificação da ORF FnBPA. Canaleta 1: Marcador de peso molecular 1 Kb 

DNA Ladder (Invitrogen); Canaleta 2: Controle negativo; Canaleta 3 4 e 5: produto de 

PCR a partir do DNA plasmideano da linhagem FnBPA+ (pValac:gfp) amplificado com 

primers FnBPAF e FnBPAR; Canaleta 6: Controle negativo; Canaletas 7, 8 e 9: 

produto de PCR a partir do DNA plasmideano da linhagem FnBPA+(pValac:Ag85A) 

amplificado com primers FnBPAF e FnBPAR. 

 

Desta forma foram confirmadas a obtenção das linhagens L. lactis FnBPA+ 

portadora do plasmídeo pValac:Ag85A e também da linhagem L. lactis FnBPA+ 

portadora do plasmídeo pValac:gfp.  

 

5.4 Padronização das Curvas de Crescimento de Diferentes Linhagens de L. 
lactis para Imunização dos Animais  

 
 Com o intuito de estabelecer a relação entre a densidade óptica (crescimento 

bacteriano) das linhagens em estudo com a quantidade de UFC obtidas, foi realizada 

uma curva de crescimento (Figura 21 A). 
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Figure 21: Curvas de crescimento de diferentes linhagens de Lactocuccus 

lactis. A) Curva de crescimento das diferentes Linhagens de L. lactis 

representado no eixo da Y a densidade óptica DO600nm  e no eixo da X o tempo em 

horas. B) Curva de crescimento das diferentes Linhagens de L. lactis 

representado no eixo da Y as Unidades Formadoras de Colônias (UFC)/ log, e no 

eixo da X o tempo em horas. 
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Baseados nos resultados obtidos, pôde-se inferir que a quantidade de UFC 

estabelecidas para serem administradas aos camundongos, pela via intranasal, foi 

atingida as 10 horas do cultivo bacteriano, e a concentração foi de 109 UFC. Na figura 

21 A e B, são apresentados os resultados obtidos através das curvas de crescimento.  

 

5.5 Imunização de Camundongos C57BL/6 com as Diferentes Linhagens de L. 
lactis  

 

 Para a realização da imunização dos camundongos, foram administradas aos 

mesmos doses de 2 x 109 UFC a cada grupo experimental pela via intranasal. Para isto, 

uma dose congelada de cada grupo experimental foi plaqueada, confirmando, assim, a 

UFC/mL da cada linhagem representante dos grupos experimentais, sendo na ordem 

de 109 UFC/mL na DO correspondente ao último ponto da fase exponencial.  

 

5.5.1 Caracterização do Perfil da Resposta Imune Celular  

 

 O perfil da resposta imune celular foi avaliado a partir da cultura celular dos 

baços dos camundongos imunizados pela via intranasal com as linhagens descritas no 

item 4.10.2. De esta forma, os resultados foram obtidos a partir de esplenócitos 

murinos estimulados durante 48 horas com a proteína recombinante Ag85A. 

 Todos os gráficos seguintes foram obtidos no programa GraphPad Prism V 6.0 

(GraphPad Software, San Diego California, USA), e analisados estatisticamente pelo 

teste de variância One-Way ANOVA seguido do pós teste não paramétrico Kruskal-

Wallis: Dunn’s multiple comparisons test. Os resultados estão representados no gráfico 

como média e erro padrão da média.  

 

5.5.1.1. Dosagem de Citocinas INF-γ, TNF-α, IL-6, IL-2, IL-4, IL-17 e IL-10 nos 
Esplenócitos dos Animais Imunizados 
 

 Com a finalidade de se determinar a resposta imunológica, Th1 ou Th2, gerada 

após a imunização dos camundongos com a linhagem L. lactis FnBPA+ 
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(pValac:Ag85A), foi avaliada a produção das seguintes citocinas: IFN-γ, TNF- α, IL6, 

IL2, IL4, IL-17 e IL-10 pela técnica de citometria de fluxo (CBA- cytometric beads array) 

no sobrenadante das culturas dos esplenócitos estimulados. Para a ejecução dos 

gráficos das citocinas foi descontado o valor das mesmas do experimento das cultura 

de células não estimuladas, assim, o valor observado refere-se ao valor da citocina 

avaliada no experimento da cultura estimulada com a proteína recombinante, rAg85, 

menos o valor da referida citocina proveniente da cultura de células que não foi 

estimulada com a proteína recombinanate. 

A figura 22 demonstra os resultados obtidos no ensaio de CBA para a citocina 

IFN-γ, considerada como uma das citocinas pro-inflamatórias de maior relevância 

referente ao padrão Th1. Foi possível constatar diferença significativa (p<0,05) do 

grupo imunizado com a linhagem L. lactis FnBPA+ (pValac:Ag85A) em relação aos 

controles negativos testados (solução salina e L. lactis FnBPA+). Como controle 

positivo do experimento, um grupo de camundongos C57BL/6 foi imunizado por via 

subcutânea com a vacina BCG; grupo este que apresenta aumento da referida citocina. 

Também foi avaliada a viabilidade celular. Para tanto, os esplenócitos foram 

estimuladas com mitógeno concavalina A (ConA). Para cada citocina avaliada, são 

apresentados os controles positivos, experimentais, na margem superior direita dos 

gráficos.  
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Figure 22: Produção da citocina IFN- γ em cultura de células do baço dos animais 

imunizados com as linhagens recombinantes de L. lactis. Resultados representados em 

pg/ml, com a media e desvio padrão de cada grupo de animais imunizados. Dados referentes a 

três experimentos independentes com 5 animais em cada grupo. Grupos experimentais: Salina, 

como controle negativo do experimento, L. lactis FnBPA+ e L. lactis FnBPA+ (pValac:Ag85A). O 

controle positivo do experimento encontra-se na margem superior direita do gráfico, referente 

ao grupo de animais vacinados com a vacina BCG como também, a células dos esplenócitos 

estimuladas com o mitógeno Concavalina A. Foi considerado com diferença estatisticamente 

significativa para valores com p<0,05. 

 
Baseados nestes resultados os dados aqui obtidos condizem com outros 

estudos que visam a produção de resposta imune celular frente às imunizações com a 

proteína Ag85A. Fan e colaboradores compararam a imunogenicidade e eficácia 

protetora de três vacinas de DNA codificando três antígenos imunogênicos diferentes 

Ag85A, Ag85B e ESAT-6. Estes pesquisadores demonstraram que as três construções 

conseguiram induzir forte resposta imune humoral e celular em camundongos 

vacinados e que a melhor eficácia protetora foi conferida pela vacina que codificava a 

ORF Ag85A; resultado este atribuído à proliferação de linfócitos específicos e à 

secreção de IFN-γ (Fan, Gao e Fu, 2009). Além disso, estes resultados também 
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corroboram com outros obtidos utilizando-se vacinas gênicas codificando o antígeno 

Ag85A (Denis et al.,1998; Dou et al.,2009) que demonstram que o INF-γ possui um 

papel fundamental no controle de infecção por micobactérias, embora somente a 

produção desta citocina seja insuficiente para controlar e/ou eliminar a infecção. 

Com relação à produção de TNF- α, se observa o mesmo perfil detectado para a 

citocina IFN-γ, ou seja, o grupo de animais imunizados com L. lactis FnBPA+ 

(pValac:Ag85A) apresentam diferenças significativas (p<0,05) em relação aos controles 

negativos analisados. Dados apresentados na figura 23.  
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Figure 23: Produção da citocina TNF-α em cultura de células do baço dos animais 

imunizados com as linhagens recombinantes de L. lactis. Resultados representados em 

pg/ml, com a media e desvio padrão de cada grupo de animais imunizados. Dados referentes a 

três experimentos independentes com 5 animais em cada grupo. Grupos experimentais: Salina, 

como controle negativo do experimento, L. lactis FnBPA+ e L. lactis FnBPA+ (pValac:Ag85A). O 

controle positivo do experimento encontra-se na margem superior direita do gráfico, referente 

ao grupo de animais vacinados com a vacina BCG, como também, as células dos esplenócitos 

estimuladas com o mitógeno Concavalina A. Foi considerado com diferença estatisticamente 

significativa para valores com p<0,05. 

 

TNF-α é uma citocina autócrina, secretada por células mononucleares. Esta 

citocina é considerada um potente ativador de monócitos e de macrófagos que possui a 

capacidade de atuar sinergicamente com INF-γ, possuindo assim, a capacidade de 

induzir uma atividade antimicrobiana via a indução de compostos intermediários 

reativos do oxigênio (Mootoo et al., 2009). Assim sendo, o TNF-α possui um papel 

crucial na imunidade protetora contra infecção por TB; fato este comprovado quando 
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camundongos duplo knock-out para TNF-α (Jacobs et al., 2000) e camundongos 

deficientes em receptores de TNF (Ehlers et al., 1999) desenvolveram infecção letal por 

TB.  

Estudos realizados com terapia anti-TNF-α revelaram reativação da TB com 

incidência 14 vezes maior em relação aos controles saudáveis (Tubach et al., 2009; 

Dixon et al., 2010). Estes trabalhos, junto a outros estudos que utilizam o anti-TNF-α 

como terapia, sugerem que a ausência da referida citocina aumenta significativamente 

o risco de infeções (Keystone et al., 2004; van de Putte et al., 2004), sendo, portanto, 

esta citocina de relevante importância no controle da TB.  

A figura 24 demonstra os dados obtidos para a citocina pro-inflamatória IL-6. 

Também foi possível constatar diferença significativa (p<0,05) do grupo imunizado com 

a linhagem L. lactis FnBPA+ (pValac:Ag85A), em relação aos controles negativos 

testados (solução salina e L. lactis FnBPA+). 
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Figure 24: Produção da citocina IL-6 em cultura de células do baço dos animais 

imunizados com as linhagens recombinantes de L.lactis. Resultados representados em 

pg/ml, com a media e desvio padrão de cada grupo de animais imunizados. Dados referentes a 

três experimentos independentes com 5 animais em cada grupo. Grupos experimentais: Salina, 

como controle negativo do experimento, L. lactis FnBPA+ e L. lactis FnBPA+ (pValac:Ag85A). O 

controle positivo do experimento encontra-se na margem superior direita do gráfico, referente 

ao grupo de animais vacinados com a vacina BCG como também, a células dos esplenócitos 

estimuladas com o mitógeno Concavalina A.  Foi considerado com diferença estatisticamente 

significativa para valores com p<0,05. 

 
IL-6 é uma citocina pleiotrópica produzida por uma variedade de células 

incluindo os macrófagos (Van Snick et al., 1987), linfócitos T (Hirano et al., 1985), 

células endoteliais (Corbel e Melchers, 1984) e fibroblastos (Weissenbach et al., 1980). 

Esta citocina possui a capacidade de exercer seu efeito em vários tipos celulares e sua 

produção encontra-se aumentada na maioria das doenças inflamatórias crônicas 

(Martinez, Mehra e Kaushal, 2013).  

Considerada uma citocina pro-inflamatória, a IL-6 é capaz de induzir a produção 
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de proteínas de fase aguda em resposta a infecção (Geiger et al., 1988) e, assim, tem 

papel na manutenção e diferenciação de linfócitos B (Van Snick et al., 1987; Kopf et al., 

1998).  

Embora a infecção por M. tuberculosis induza a produção de IL-6, o papel de 

desta citocina na resposta imune contra a infecção por este patógeno ainda não é bem 

compreendido. Estudos in vitro demonstram que tanto macrófagos humanos como de 

camundongos secretam elevadas concentrações de IL-6 em resposta à infecção por M. 

tuberculosis (Giacomini et al., 2001; Indrigo, Hunter e Actor, 2002). Estudos realizados 

com camundongos knock out para IL-6 (IL-6-/-) sugerem que esta citocina possui ação 

fundamental nos primeiros estágios da ativação das células T (Saunders et al., 2000). 

Além disso, esta citocina possui a capacidade de bloquear a indução de IFN-γ, 

promovendo a diferenciação de células CD4+ Th2, e inibe a diferenciação das células 

CD4+ Th1 através de dois mecanismos celulares independentes (Diehl et al., 2000). 

Por outro lado, a IL-6 inibe a ativação dos macrófagos (Nagabhushanam et al., 2003).  

Tanto IL-6 quanto TNF-α são requeridos para obter uma resposta imune em 

camundongos infectados por M. tuberculosis. Porém, apesar da sua importância em 

mediar a inflamação, IL-6 não é essencial (assim como o TNF-α o é) para os 

mecanismos efetores antimicrobianos (Sodenkamp et al., 2012). 

Desta forma, as três citocinas até o momento estudadas, INF-γ, TNF-α e IL-6, 

revelam que a formulação vacinal aqui testada é capaz de polarizar uma resposta Th1, 

a qual é imprescindível para combater bactérias intracelulares.  

Os resultados obtidos para a citocina IL-10, a qual caracteriza uma resposta 

anti-inflamatória, estão apresentadas na figura 25, a qual demonstra que houve um 

aumento significativo da produção de IL-10 (para valores com p<0,05) quando 

comparado aos controles negativos.   
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Figure 25: Produção da citocina IL-10 em cultura de células do baço dos animais 

imunizados com as linhagens recombinantes de L. Lactis. Resultados representados em 

pg/ml, com a media e desvio padrão de cada grupo de animais imunizados. Dados referentes a 

três experimentos independentes com 5 animais em cada grupo. Grupos experimentais: Salina, 

como controle negativo do experimento, L. lactis FnBPA+ e L. lactis FnBPA+ (pValac:Ag85A). O 

controle positivo do experimento encontra-se na margem superior direita do gráfico, referente 

ao grupo de animais vacinados com a vacina BCG como também, a células dos esplenócitos 

estimuladas com o mitógeno Concavalina A.  Foi considerado com diferença estatisticamente 

significativa para valores com p<0,05. 

 

IL-10 é uma citocina produzida por macrófagos, células dendríticas (Li, Corraliza, 

e Langhorne, 1999), célula B e por diferentes subtipos de células T CD4+ e CD8+ 

(Moore et al., 2001; Kamanaka et al., 2006). Esta citocina possui a capacidade de 

regular a resposta de células T e de células NK de forma indireta, através da inibição 

da sua proliferação e da produção de IL-2, IFN-γ, IL-4, IL-5, como também de TNF-α 

(Schandene et al., 1994; Joss et al., 2000; Moore et al., 2001).  

Entretanto, sobre os monócitos e macrófagos, a referida citocina possui um 

efeito direito dado pela inibição da expressão das moléculas MHC de classe II, desta 

forma, limitando a produção de citocinas pro-inflamatórias (Moore et al., 2001).  
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IL-10 pode regular diretamente tanto a resposta inata como a resposta 

adaptativa Th1, Th2 ou Th17 através da ativação limitada e da diferenciação de células 

T nos linfonodos, como também pela supressão da resposta pro-inflamatória nos 

tecidos, causados pela resposta imune adaptativa exacerbada (Ouyang et al., 2011); 

situação esta que leva a um controle diminuído do patógeno como, também, da 

imunopatologia (Couper et al., 2008).  

Estudos in vivo demonstraram que a IL-10 é um citocina crítica na proteção do 

hospedeiro contra os danos gerados pela inflamação (Howard et al., 1993). A produção 

de IL-10 representa um potente feedback auto-regulatório que protege o organismo do 

hospedeiro contra uma inflamação excessiva e potencial destruição tecidual durante 

resposta imune pro-inflamatória de padrão Th1 (Gabrysova et al., 2009). 

 O papel da IL-10, na infecção por M. tuberculosis, continua controverso. Um 

estudo realizado com o intuito de se identificar os fatores que geram necrose em 

granulomas descreve que a ausência de IL-10 acelera a formação de focos necróticos 

nos mesmos (Ehlers et al., 2001), o que pode ser devido ao aumento na produção do 

IFN-γ (Ehlers e Daffe, 1998).  

Acredita-se que nos primeiros estágios da infecção por M. tuberculosis a 

presença de IL-10 se deva à eliminação limitada do patógeno devido a seu efeito 

inibitório sobre ativação de macrófagos e células dendríticas (Redford, Murray e 

O’Garra 2011), incluindo a via de inibição de fusão fagossoma-lisosoma (O’Leary et al., 

2011). A fonte celular de indução e produção da IL-10 durante a infecção com M. 

tuberculosis é dinâmica e provavelmente depende de alguns fatores tais como o 

estágio da infecção, a localização anatômica da doença e do patógeno especifico. A 

produção de IL-10 nos primeiros estágios da infecção se deve às células mielóides tais 

como macrófagos, sendo que com o desenvolvimento da resposta adaptativa, as 

células T tornam-se produtoras da referida citocina. Contudo, em uma infecção crônica, 

quando há níveis de IL-10 detectáveis, sugere-se que esta citocina possui a função de 

limitar a imunopatologia mediada pelo hospedeiro devido às exacerbadas respostas 

efetoras. Neste contexto, estima-se que as linhagens de M. tuberculosis aproveitam os 

efeitos supressores naturais da IL-10 para criar nichos no interior dos macrófagos 

ativados (Redford, Murray e O’Garra 2011). 
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Assim, os resultados aqui obtidos, no que se refere à produção da citocina IL-10, 

demonstraram que a formulação vacinal aqui testada induziu a produção da mesma no 

sobrenadante de cultura de células do baço dos animais imunizados, após estímulo 

com a proteína recombinante rAg85A. Assim sendo, o resultado obtido neste trabalho 

estaria de acordo com a teoria que estabelece que a IL-10 tem emergido como um 

imuno-regulador chave capaz de melhorar as respostas exacerbadas do tipo Th1 e 

responsáveis em grande parte, pela imunopatologia que ocorre durante certas 

infecções (Couper et al., 2008). 

Com relação às citocinas IL-2, IL-4 e IL-17, não foi possível detectar valores 

significativos no sobrenadante das culturas de esplenócitos estimulados com a proteína 

recombinante rAg85A. 

Também foi avaliada a produção das citocinas INF-γ, TNF-α, IL-6, IL-2, IL-4, IL-

17 e IL-10 presentes no lavado broncoalveolar dos animais imunizados com as 

diferentes linhagens recombinantes, porém não foi possível detectar nenhuma das 

citocinas no referido material biológico.  

 

5.5.2 Caracterização do Perfil da Resposta Imune Humoral dos Animais 
Imunizados  

 

 Para o estudo da resposta imune humoral sistêmica foi avaliado o perfil de 

Imunoglobulinas (IgA, IgG e seus isotipo IgG1) no soro do sangue coletado 15 dias 

após a ultima imunização dos camundongos. Já para avaliar a resposta imune humoral 

das mucosas foi avaliado o perfil da IgA secretora no lavado broncoalveolar dos 

animais imunizados. Todos os gráficos seguintes foram obtidos no programa GraphPad 

Prism V 6.0 (GraphPad Software, San Diego California, USA) e analisados 

estatisticamente pelo teste de variância One-Way ANOVA seguido do pós teste não 

paramétrico Kruskal-Wallis: Dunn’s multiple comparisons test. Os resultados estão 

representados no gráfico como média e erro padrão da média. 
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5.5.2.1 Avalição da Resposta Imune Humoral Sistêmica. 
 

A resposta imune humoral foi avaliada através da técnica de ELISA, que permitiu 

analisar a resposta dos anticorpos IgA, IgG e seu isotipo IgG1, específicos contra 

Ag85A. Como controle negativo foram utilizadas amostras do soro dos animais pré-

imunizados análises estas, realizadas com o intuito de avaliar a presença ou ausência 

de uma resposta imune sistêmica após a imunização dos camundongos com as 

linhagens recombinantes de L. lactis.  

A análise das imunoglobulinas após 15 dias da última imunização com as 

linhagens recombinantes de L. lactis FnBPA+ (pValac:Ag85A), apresentou produção de 

anticorpos específicos tanto para IgG (Figura 26) quanto para IgG1 (Figura 27). Neste 

ensaio para ambas as imunoglobulinas não foi possível constatar diferença significativa 

nos níveis de anticorpos entre o grupo em estudo L. lactis FnBPA+ (pValac:Ag85A) e o 

grupo L. lactis FnBPA+.  
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Figure 26: Determinação da produção de anticorpos IgG anti-Ag85A. Resultados 

apresentados com valores da media e desvio padrão de cada grupo de animais imunizados. 

Dados referentes a media de três experimentos independentes com cinco animais em cada 

grupo. Os níveis de anticorpos presentes no soro dos animais foram detectados pela técnica de  

ELISA (dil 1/25). Grupos experimentais: Animais antes de serem imunizados (pré-imune) como 

controle negativo do experimento, L. lactis FnBPA+e L. lactis FnBPA+ (pValac:Ag85A). O 

controle positivo do experimento encontra-se na margem superior direita do gráfico, referente 

ao grupo de animais vacinados com a vacina BCG. Foi considerado com diferença 

estatisticamente significativa para valores com p<0,05. 
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Figure 27: Determinação da produção de anticorpos IgG1 anti-Ag85A. Resultados 

apresentados com valores da media e desvio padrão de cada grupo de animais imunizados. 

Dados referentes a media de três experimentos independentes com cinco animais em cada 

grupo. Os níveis de anticorpos presentes  no soro dos animais foram detectados pela técnica 

de (dil 1/25). Grupos experimentais: Animais antes de serem imunizados (pré-imune) como 

controle negativo do experimento, L. lactis FnBPA+ e L. lactis FnBPA+ (pValac:Ag85A). O 

controle positivo do experimento encontra-se na margem superior direita do gráfico, referente 

ao grupo de animais vacinados com a vacina BCG. Foi considerado com diferença 

estatisticamente significativa para valores com p<0,05. 

 

Embora a resposta imune Th1 proteja o hospedeiro contra patógenos 

intracelulares e a resposta imune Th2, contra patógenos extracelulares, muitos 

candidatos vacinais que estão sendo considerados induzem ambas as respostas 

imunes (Abebe e Bjune, 2009). A eficácia protetora de respostas mistas tem sido 

demonstrada por infecções de Chlamydia, Plasmodium, Cryptococcus neoformans e 

Schistosoma (Igietseme et al., 2004; Moore e Hutchings, 2007; McManus e Loukas, 

2008). Dada a importância dos anticorpos no desenvolvimento de uma nova 
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formulação vacinal, pesquisou-se aqui a produção de anticorpos específicos, os quais 

seriam um indicador importante de resposta humoral gerada pela linhagem em estudo. 

Os anticorpos produzidos pelo sistema imune do hospedeiro durante um 

processo infeccioso inibem a replicação do patógeno, neutralizam toxinas produzidas 

pelos mesmos, promovem citotoxicidade dependente de células (ADCC) e servem 

como opsoninas além de ativar a cascata do complemento (Igietseme et al., 2003; 

Relijic e Ivanyi, 2006). Embora a produção de anticorpos não seja um fator 

preponderante no controle da resposta imune contra a TB, não se pode descartar 

totalmente sua participação na imunidade protetora. 

A opsonização é o mecanismo mais relevante no combate à disseminação do 

patógeno pós infecção por M. tuberculosis (Abebe e Bjune, 2009). Estudos relatam 

aumento da internalização e da morte das micobactérias por neutrófilos e macrófagos 

na presença de anticorpos (Brown et al., 2003; de Valliere et al., 2005). Também há 

evidencias contundentes de que as micobactérias revestidas de anticorpos específicos 

são processadas e apresentados de forma mais eficaz pelas DCs para a estimulação 

de células T CD4+ e CD8+ (Teitelbaum et al., 1998; Pethe et al., 2001; Chambers, 

Gavier-Widen, Hewinson, 2004). 

Assim, a imunização com L. lactis FnBPA+ (pValac:Ag85A) não apresenta 

diferenças estatisticamente significativas em relação à determinação de anticorpos 

específicos anti-Ag85A IgG e IgG1, quando comparada com as linhagens controles.  

A figura 28 representa a produção de anticorpos IgA anti Ag85A. Os resultados 

apresentados mostram que o grupo de animais imunizados com L. lactis FnBPA+ 

(pValac:Ag85A) foi capaz de produzir valores significativos de IgA sérica quando 

comparado aos controles testados.  
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Figure 28: Determinação da produção de anticorpos IgA anti-Ag85A. Resultados 

apresentados com valores da media e desvio padrão de cada grupo de animais imunizados. 

Dados referentes a media de três experimentos independentes com cinco animais em cada 

grupo. Os níveis de anticorpos presentes no soro dos animais foram detectados pela técnica de  

ELISA (dil 1/25). Leitura foi realizada a 492 nm. Grupos experimentais: Animais antes de serem 

imunizados (pré-imune) como controle negativo do experimento, L. lactis FnBPA+ e L. lactis 

FnBPA+ (pValac:Ag85A). O controle positivo do experimento encontra-se na margem superior 

direita do gráfico, referente ao grupo de animais vacinados com a vacina BCG. Foi considerado 

com diferença estatisticamente significativa para valores com p<0,05. 

 

Estes resultados de IgA junto aos resultados obtidos para IgG e IgG1, sugerem 

que a imunização intranasal foi capaz de gerar também resposta imune em nível 

sistémico.  

5.5.2.2. Avaliação da Resposta Imune Humoral Gerada nas Mucosas 
 

Com o intuito de avaliar a resposta imune humoral gerada nas mucosas dos 

animais imunizados com as linhagens recombinantes de L. lactis pela via intranasal, 
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procedeu-se à avaliação do perfil de IgA secretora e de IgG no lavado broncoalveolar 

dos camundongos imunizados.  

 A figura 29 demonstra a produção de anticorpos IgG anti-Ag85A. Os resultados 

apresentados mostram que o grupo de animais imunizados com L. lactis FnBPA+ 

(pValac:Ag85A) foi capaz de produzir valores significativos de IgG quando comparado 

aos controles testados.  

 

                      

Figure 29: Determinação da produção de anticorpos IgG anti-Ag85A. Resultados 

apresentados com valor da media e desvio padrão de cada grupo de animais imunizados. 

Dados referentes a media de três experimentos independentes com cinco animais em cada 

grupo. Os níveis de anticorpos foram detectados por ELISA na lavagem broncoalveolar dos 

animais. Grupos experimentais: Animais antes de serem imunizados (pré-imune) como controle 

negativo do experimento, L. lactis FnBPA+ e L. lactis FnBPA+ (pValac:Ag85A). O controle 

positivo do experimento encontra-se na margem superior direita do gráfico, referente ao grupo 

de animais vacinados com a vacina BCG. Foi considerado com diferença estatisticamente 

significativa para valores com p<0,05. 
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A IgG é considerado um anticorpo importante para a defesa contra infecções 

respiratórias. Este anticorpo promove a fagocitose dos patógenos, impedindo, assim, a 

disseminação local e também a passagem dos mesmos para a corrente sanguínea 

(Twigg, 2005). Um estudo demonstrou a produção de IgG após infeção ou vacinação 

das mucosas (Moldoveanu et al.,1995), constatando que essa situação contribui para a 

neutralização dos patógenos. 

Com relação à produção de anticorpos específicos IgA secretora anti-Ag85A 

(Figura 30), foi observado um aumento significativo no lavado broncoalveolar dos 

animais imunizados com e L. lactis FnBPA+ (pValac:Ag85A), quando comparado ao 

grupo imunizado com L. lactis FnBPA+.  
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Figure 30: Determinação da produção de anticorpos IgA anti-Ag85A. Resultados 

apresentados com valores da media e desvio padrão de cada grupo de animais imunizados. 

Dados referentes a media de três experimentos independentes com cinco animais em cada 

grupo. Os níveis de anticorpos presentes no lavado broncoalveolar dos animais foram 

detectados pela técnica de ELISA. Grupos experimentais: Animais antes de serem imunizados 

(pré-imune) como controle negativo do experimento, L. lactis FnBPA+ e L. lactis FnBPA+ 

(pValac:Ag85A). O controle positivo do experimento encontra-se na margem superior direita do 

gráfico, referente ao grupo de animais vacinados com a vacina BCG. Foi considerado com 

diferença estatisticamente significativa para valores com p<0,05. 

 

A imunidade de mucosas é mediada principalmente pela sIgA que, ao contrário 

de outros isotipos de imunoglobulinas, são resistentes à degradação por proteases. 

Dentre as funções desta imunoglobulina, destaca-se a captura de antígenos e 

microrganismos pelo muco, com a consequente inibição da colonização das mucosas 

por patógenos. A sIgA também tem a capacidade de capturar antígenos dentro do 

epitélio secretor, quando o mesmo encontra-se infectado, sem gerar dano aos tecidos 

(Hutchings et al., 2004; Brandtzaeg, 2007). Estudos revelam que a administração 

passiva via intranasal de IgA especifica promove proteção contra o desafio com M. 

tuberculosis, sendo que camundongos knock out para IgA (IgA-/-) foram mais 
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susceptíveis à infecção por esta bactéria, fato comprovado pela alta carga bacteriana 

encontrada no pulmão destes animais (Williams et al., 2004; Rodriguez et al., 2005). 

Desta forma, tanto a sIgA como a IgG específicas são respostas desejáveis na 

imunidade protetora induzida por vacinação.  

Assim, os resultados aqui obtidos demonstram que a vacinação intranasal 

induziu níveis estatisticamente significativos de IgA e de IgG na mucosa respiratória e 

também em nível sistêmico. Os níveis de sIgA no BAL após imunização intranasal são 

consistentes com a idéia de que a vacinação por esta via possui, como alvo, o tecido 

linfóide associado às mucosas, no intuito de gerar resposta imune local (Kiyono et al., 

1992). 

Para se investigar a imunidade das mucosas foi utilizado como material biológico 

a lavagem broncoalveolar (BAL) dos animais imunizados. Assim, sendo, o estudo das 

citocinas, IL-4, IL-10, IL-2, TNF-α e IFN-, não revelou valores detectáveis.  
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7. CONCLUSÕES  
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Os resultados aqui obtidos e apresentados nos permitem concluir que: 

 

1. A clonagem da ORF Ag85A de M. tuberculosis no vetor pValac e a posterior 

transformação em Lactococcus lactis, demonstrou um vetor de entrega de 

antígeno eficiente após de levar à expressão do gene de interesse em células 

hospedeiras.  

 

2. A imunização com o vetor L.lactis contendo o plasmideo pValac:Ag85A foi capaz 

de ativar a resposta imune do hospedeiro, levando a produção sistémica de INF-

γ, TNF- α, IL-6. 

 

3. Para a resposta imune de mucosas ao nível do trato respiratório, foi possível a 

detecção dos anticorpos sIgA e IgG no grupo de animais imunizados com a 

linhagem FnBPA+ (pValac:Ag85A), o que sugere o desenvolvimento de resposta 

imune local. 

 

4. Para a resposta imune sistémica também foi possivel a deteção da produção dos 

anticorpos IgG e IgA em nível sistémico.  

 

  Em suma, os resultados obtidos no presente trabalho demonstraram o 

potencial vacinal de L. lactis FnBPA+ (pValac:Ag85A), onde após os ensaios de 

imunização intranasal de camundongos C57BL/6, foi possível observar um perfil 

de citocinas pro-inflamatórias de grande relevância no que se refere a uma 

resposta imune gerada para combater bactérias intracelulares, como é o caso de 

M. tuberculosis. Em relação à produção de imunoglobulinas, também foi 

observado um perfil de resposta com polarização para resposta imune do padrão 

Th1. Assim, o trabalho aqui apresentado se coloca como um estudo pioneiro e 

de referência no que se refere à utilização de bactérias lácticas recombinantes 

como veículos carreadores de vacinas gênicas contra a TB.   
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8. PERSPECTIVAS 
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8.1 Perspectivas 

 
 O vector vacinal pValac:Ag85A, construído no presente trabalho, mostrou-se 

funcional em células eucarióticas, tendo sido possível a visualização da expressão da 

proteína imunogênica Ag85A nos testes realizados. Após a construção e 

caracterização deste plasmídeo, buscou-se a obtenção da linhagem invasiva L. lactis 

FnBPA+ (pValac:Ag85A) com o intuito de utilizá-la nos experimentos de imunização em 

camundongos. Assim, estamos frente a um sistema funcional de entrega de 

plasmídeos capaz de gerar resposta imune humoral e celular em camundongos 

imunizados. 

 Neste contexto, as perspectivas para a continuidade deste projeto são: 

 

 Avaliar outras vías de imunização como, por exemplo, a via oral. 

 

 Com o intuito da aumentar a imunogenicidade da formulação vacinal aqui 

desenvolvida [L. lactis FnBPA+ (pValac:Ag85A)] propõe-se um esquema de 

imunização priming-boosting, no qual camundongos primeiramente vacinados 

com uma dose da vacina licenciada, BCG intradérmica, receberão o reforço 

com a linhagem L. lactis FnBPA+ (pValac:Ag85A). 

 

 Por fim, experimentos de desafio com o patógeno, com o intuito de avaliar o 

nível da proteção conferida, seja só pela vacina gênica ou pelo regime priming-

boosting deverão ser realizados. O desafio também permitirá responder qual via 

de administração de mucosas (intranasal ou oral) será a mais eficaz na 

proteção contra M. tuberculosis com o esquema proposto.  

 

Assim, com a finalização deste projeto, espera-se que a eficácia e efetividade de 

novas formulações vacinais baseadas em bactérias lácticas invasivas, por via de 

administração em mucosas, seja comprovada. Com isto, este sistema vacinal poderá 

ser utilizado para a pesquisa e o desenvolvimento de outras vacinas gênicas contra 

demais patógenos. 
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Anexos I 

Meios e Soluções:  

 

Acetato de Sódio (3 M): 12,3 g de acetato de sódio; água destilada q.s.p 50 mL. 

 

Acetato de Amônio (7,5 M): 128,1 g de acetato de amônio; água destilada q.s.p 1000 

mL. 

Ampicilina (100 mg/mL): 1000 mg de Ampicilina foram dissolvidos em 10 mL de .gua 

MiliQ (Merck) e a solução foi esterelizada, com auxilio de um filtro 0,22 μm (Corning), 

em capela de fluxo laminar.  

 

Brain Heart Infusion (BHI): 37 g do meio BHI (Himedia®) foram pesados na balança 

analítica e em seguida foi acrescentada água destilada, completando-se o volume pra 1 

L. Para o preparo de meio sólido, 1 L do meio BHI líquido foi acrescido de 15 g de ágar 

bacteriológico (Difco). Posteriormente, o meio foi esterelizado durante 15 minutos a 

121°C e distribuído em placas de petri. Composição do meio: infusão de cérebro de 

bezerro 200 g/L; infusão de coração 250 g/L; peptona 10 g/L; dextrose 2 g/L; cloreto de 

sódio 5 g/L; fosfato dissódico 2,5 g/L; pH 7,4 ± 2, a 25ºC (Himedia®). 

 

Brometo de etídio: Solução estoque a 5mg/mL; Utilizou-se a 0,5 µg/mL. 

 

Canamicina (100 mg/mL): 1000 mg de Cloranfenicol (Sigma) foram dissolvidos em 10 

mL de álcool etílico PA (Merck) e a solução foi filtrada em um filtro 0,22 µm (Corning) 

em capela de fluxo laminar.  

 

Carbonato Monoácido de Sódio (NaHCO3 0,025M): 2,2 g de NaHCO3  foram 

dissolvidos em 1 L de meio 

 

Cloranfenicol (10 mg/mL): 100 mg de cloranfenicol foram dissolvidos em 10 mL de 

etanol absoluto PA e a solução foi esterilizada, com o auxílio de um filtro de 0,22 µm, 

em capela de fluxo laminar. 
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DMSO 5%(v/v)(Sigma): 5 mL de DMSO; 95 mL de água destilada. 

 

Etanol 70%: 70 mL de etanol absoluto; 30 mL de água destilada. 

 

Etanol 96%: 96 mL de etanol absoluto; 4 mL de água destilada. 

 

Eritromicina (50mg/mL): 500 mg de Eritromicinal (Sigma) foram dissolvidos em 10 mL 

de álcool etílico PA (Merck) e a solução foi filtrada em um filtro 0,22 µm (Corning) em 

capela de fluxo laminar (Pachane).  

 

Glicerol (10%): 100 mL de glicerina foram diluídos em 900 mL de água destilada e em 

seguida, a solução foi esterilizada por autoclavação à 121°C durante 15 minutos. 

 

Glicerol (80%): 80 mL de glicerina foram diluídos em 20 mL de água ultrapura e em 

seguida, a solução foi esterilizada por autoclavação à 121°C durante 15 minutos. 

 

Glicerina Tamponada pH 9.0: 9 mL de glicerina e 1 mL de Tampão Bicarbonato, 

ajustar o pH para 9.0. Estocar a 4ºC. 

 

Glicogênio (20 mg/mL): 100 mg de glicogênio dissolvidos em 5 mL de água destilada. 

 

HEPES (Sigma) 1 M: 23,9 g de HEPES foram dissolvidos em 80 mL de água ultrapura, 

o pH foi ajustado em 7,2 e completou-se o volume para 100 mL. A solução foi 

esterilizada utilizando-se filtro de 0,22 µm.  

 

Hidróxido de Sódio (NaOH 5M): 10g de NaOH, completar o volume para 50mL com 

água destilada.  

 

L-glutamina (Sigma): 14,6 g de L-glutamina foram dissolvidos em água ultrapura 

q.s.p. 500 mL. A solução foi esterilizada utilizando-se filtro de 0,22 µm. 
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Luria-Bertani (LB): 25 g de meio LB (Accumedia®) completando-se o volume para 1 L 

água destilada. Para preparo de meio sólido, 1 L de meio LB líquido foi acrescido de 15 

g de ágar bacteriológico (Himedia®). Os meios foram esterilizados por autoclavação à 

121°C, durante 20 minutos. Composição: digestão enzimática de caseína 10 g/L; 

extrato de levedura 5 g/L; cloreto de sódio 10 g/L; pH 7,3 ± 0,2 à 25ºC. 

 

Meio F12 Ham (Sigma): o meio F12 foi preparado conforme recomendações do 

fabricante, esterilizado a vácuo utilizando-se filtro de 0,22 µm, sendo o pH ajustado 

para 7,0 e o meio armazenado à 4ºC. O meio completo, por sua vez, foi preparado 

adicionando-se ao F12, 10% de soro fetal bovino (Gibco), 1% de L-glutamina (Sigma), 

100 ng/mL de zeocina e 2,5% de HEPES (Sigma), todos filtrados anteriormente ou 

estéreis. Após preparo, o meio F12 completo passou por um teste de esterilidade, onde 

200 µL do meio foram colocados em meios de cultura para bactérias (BHI e TSB), 

fungos e leveduras (Sabouraud) e mantidos à 37ºC ou temperatura ambiente, 

respectivamente. Além disto, 3 mL do meio completo também foram colocados em 

vidro estéril em estufa à 37ºC. Durante 14 dias, o crescimento de bactérias e fungos foi 

acompanhado, sendo que com 5 dias sem contaminação, o meio pôde ser utilizado.  

 

Miniprep ( Soluções) 

 

Solução I (Ressuspensão): 0,45 g de glicose anidra; 2,5 mL de Tris-HCl 0,5 M pH 8.0; 

1 mL de EDTA 0,5 M pH 8.0; água destilada q.s.p. 50 mL. 

 

Solução II (Lise): 200 µL de NaOH 5 M; 250 µL de SDS 20%; água destilada q.s.p. 5 

mL. Esta solução deve ser preparada no momento de sua utilização. 

 

Solução III (Neutralização): 30 mL de acetato de potássio 5 M; 5,75 mL de ácido 

acético glacial; água destilada q.s.p. 50 mL. 
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M17 Sacarose Glicose (M17-Sac-Gli): 21 g de meio de cultivo M17 (Fluka Analytcal® 

Sigma) e dissolvidos em 250mL de água destilada, assim o meio fica concentrado 2X. 

A solução de sacarose foi preparada dissolvendo-se 85,5 g em 250 mL de água 

destilada, resultando em uma solução 1 M. O meio M17 e a solução de sacarose foram 

esterilizados, separadamente, por autoclavação à 121ºC durante 15 minutos; a glicose 

50%, por sua vez, foi preparada dissolvendo-se 50 g de glicose anidra em água 

destilada q.s.p 100 mL, sendo esterilizada utilizando-se um filtro de 0,22 µm. O meio 

M17, a solução de sacarose e 5 mL de glicose 50% foram misturados, sob condições 

de esterilidade, resultando em M17 1X, Sacarose 0,5 M e Glicose 0,5% (M17-Sac-Gli). 

Composição: triptona 2,5g/L, peptona de carne 2,5g/L; peptona de soja 5 g/L; extrato 

de levedura 2,5g/L; extrato de carne 5 g/L; glicerofosfato de sódio 19 g/L; sulfato de 

magnésio 0,25g/L; ácido ascórbico 0,5g/L; lactose 5 g/L; pH 7,0 ± 0,2 à 25ºC.  

 

Paraformaldeído 3%: 10 mL de PBS 1 X, 0,3g de paraformaldeído e 25µL de NaOH 5 

M. Aquecer a 60ºC a mistura para dissolver. Preparar em capela de exaustão no dia de 

uso. 

 

Paraformaldeído 4%: 10mL de PBS 1X, 0,4g de paraformaldeído e 25µL de NaOH 5 

M. Aquecer a 60ºC a mistura para dissolver. Preparar em capela de exaustão no dia de 

uso. 

 

PBS/BSA 1%: 1g de BSA (USBiological) em 100mL de PBS 0,15M. Estocar a -20ºC. 

 

PBS-caseína (Solução de Bloqueio): 1000mL de PBS 1x pH 7,2 e 2,5g de caseína. 

Acrescentar a caseína ao PBS aquecido e filtrar em gaze caso necessário. Estocar a -

20ºC. 

 

PBS + 0,1% Triton X-100: 100µL de Triton X-100 (Sigma) e completar para 100 mL de 

PBS 0,15M. Estocar temperatura ambiente. 
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PBS 0,15M (1X): 80,03g de NaCl (sigma), 2,0121g de KH2PO4 (Sigma), 2,0165g de 

KCl (Merck), 9,1163g de Na2HPO4 (Crq) e completar o volume para 10 litros. 

Autoclavar 121ºC 15 minutos.  

 

PEG3000 30% e glicerol 10%: 3 g de PEG3000, 1 mL de glicerol e água destilada 

q.s.p. 10 mL. 

 

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 

50mg/mL) e 0,9 mL de Estreptomicina (estoque a 25 mg/mL). 

 

Sacarose 0.5 M e glicerol 10%: 171,1g de sacarose, 100mL de glicerina e água 

destilada q.s.p 1L, sendo a solução esterilizada por autoclavação à 121ºC durante 15 

minutos. 

 

Salina-Tween (10X): 85g de NaCl, 5mL de Tween 20 e completar para 1000mL com 

água bidestilada (concentração de uso 1x) 

 

Solução de Ácido sulfúrico: 53,24mL de H2SO4 em 1000mL de água bidestilada. 

 

Solução de Revelação: 4mg de OPD, 10mL de tampão citrato e 2µL de H2O2. 

Preparar no momento do uso e proteger da luz. 

 

Tampão Carbonato (Coatting buffer): 1,86g de Na2CO3 e 2,93g de NaHCO3, 

completar o volume com água bidestilada para 1000mL ajustando-se o pH para 9,6. 

Estocar a 4ºC. 

 

Tampão de amostra (Gel agarose): Glicerol 50%; Azul de bromofenol 0,20%; TBE 

2,5X.  
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TE-LYS: 500 µL de TE 10X, 100mg de lisozima e água destilada q.s.p 10 mL. 

 

TBE (0,5X): 100 mL de TBE 5X (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 1 L) em água destilada q.s.p 1 L. 

 

Zeocina (invitorgen): Concentração estoque 100 mg/mL 


