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1. Introducio

Brucella abortus é uma bactéria
patogénica intracelular facultativa que
infecta homens e animais domésticos.
A Brucella é o agente etiolégico da
brucelose, doenca que afeta aproxima-
damente 10% do rebanho bovino bra-
sileiro. As manifestacdes patologicas
da brucelose sio diversas e incluem
febre ondulante, artrite, endocardite e
meningite em humanos, aborto e
infertilidade em bovinos. O homem
pode ser infectado pelo contato com
animais infectados ou por ingestao de
produtos lacteos contaminados. Desta
forma, o controle da brucelose em
animais domésticos é primordial para
o seu controle em humanos.

Atualmente nao existe uma vacina
eficaz para o controle da brucelose
humana. Entretanto para o controle da
brucelose animal existe uma vacina
comercial constituida de uma linha-
gem viva atenuada da bactéria, B.
abortus(B19), que apresenta trés gran-
des desvantagens: 1) pode causar aborto
quando administrada em fémeas ges-
tantes; 2) € patogénica para humanos;
3) induz anticorpos em animais imuni-
zados, interferindo no diagndstico de
populacdes infectadas. Uma outra li-
nhagem atenuada da B. abortus(RB51),
desprovida da cadeia “O” do
lipopolisacarideo, tem sido utilizada
nos Estados Unidos e também pode
causar aborto em fémeas gestantes.
Desta forma, o desenvolvimento de
vacinas mais eficazes e seguras consti-
tui prioridade para uma diminuicao
significativa, ou mesmo erradicacio,
desta doenca.

No caso da Brucella abortus, cuja
infec¢io ocorre por via oral, o desen-
volvimento de vacinas que induzem
uma imunidade de mucosa é de gran-
de interesse, uma vez que este tipo de
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imunizacao pode levar a producio de
imunoglobulinas IgA secretoras
antigeno-especificas (sIgA) diretamen-
te na principal via de entrada deste
patégeno. A producido local de sIgA
pode prevenir uma interacao inicial do
patégeno com a superficie da mucosa
bloqueando a coloniza¢do e/ou inva-
sdo de células do hospedeiro, o que
facilita a destruicdo das bactérias.

A estimulacio da resposta
imunolégica de mucosa através da
administracdo oral de antigenos sold-
veis é relativamente ineficiente. Isto se
deve a virios fatores, como degrada-
cdo rapida dos antigenos no estdmago
e/ou intestino, uma limitada absorcio
destes antigenos pelo organismo e o
estabelecimento da tolerancia
imunoldgica, que bloqueia a ativacao
da resposta imunolégica contra os
antigenos ingeridos. Desta forma, vari-
as estratégias visando uma eficiente
apresentacio de antigenos na mucosa
tém sido desenvolvidas com o objetivo
de minimizar estes problemas (Wells &
Pozzi, 1997). Dentre elas, a utilizacao
de bactérias patogénicas atenuadas pela
engenharia genética como Salmonella
phimurium, Mycobacterium bouvis
(BCG), Listeria monocytogenes e
Escherichia coli (Onate et al., 1999;
Guillobel et al., 2000; Gentschev et al.,
2001), tém sido testadas exaustivamen-
te. Entretanto, os riscos apresentados
na utilizacao destes patégenos em cri-
ancas e particularmente em individuos
imunodeficientes, tém estimulado o
desenvolvimento de novas vacinas uti-
lizando bactérias nao patogénicas, co-
mensais ou nao, como veiculos de
liberaciao de antigenos.

Dentre as bactérias Gram-positivas,
que estao sendo utilizadas como siste-
mas de liberacdo de antigenos, estio
incluidas espécies nao patogéncias de
Staphylococcus, Listeria e bactérias
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Figura 1. Producio intra e
extracelular da proteina L7/
L12 em L. Iactis. Na fase
exponencial, as culturas foram
induzidas com nisina durante
uma hora. Em seguida, foi
realizada a extracdo de protei-
nas do citoplasma bacteriano
(O) e do sobrenadante (S). A
proteina purificada L7/L12 foi
adicionada como padrio. Apds
SDS-PAGE, immunodeteccao foi
realizada com anticorpos anti-
L7/12. P ,: promotor nisina;
RBS: sitio de ligacio ao ribosso-
mo; SP_: peptideo sinal do
gene Usp45

lacticas (BL) como Lactococcus lactis,
Streptococcus gordonii e Lactobacillus
Sfermentum. A utilizacao das BL é uma
alternativa aos problemas acarretados
pelo uso de bactérias patogénicas ate-
nuadas, como: viruléncia residual, ris-
co de reversao e reacdo cruzada no
teste de diagnéstico.

As BL sao utilizadas pela industria
nos processos fermentativos de produ-
tos agro-alimentares, sao indcuas (con-
sideradas como GRAS - Generally
Regarded As Safe), sdo ingeridas vivas
em grandes quantidades e algumas
espécies sobrevivem dentro do intesti-
no do hospedeiro, onde elas podem
exercer varias atividades probidticas. A
partir do inicio dos anos 90, novas
idéias de como utilizar as bactérias
lacticas surgiram, como, por exemplo,
a possibilidade de produzir proteinas
de interesse vacinal (antigenos e
citocinas). Elas podem ser utilizadas
COmO vacinas vivas, pois possuem os
pré-requisitos preconizados pela OMS
(Organizacao Mundial da Satude) tais
como: facilidade de administracao
(oral), baixo custo e possibilidade de
serem administradas em forma de co-
quetéis para o controle de diferentes
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enfermidades.

Varios antigenos bacterianos e virais
ja foram produzidos em Lactococcus
lactis, o organismo modelo para as BL
(Wells et al., 1995; Langella & Le Loir,
1999; Gilbert et al., 2000). Em alguns
casos, a imunogenicidade e prote¢io
foram observadas nos diferentes siste-
mas utilizados (Enouf et al., 2001;
Norton et al., 1997; Robinson et al.,
1997). O primeiro trabalho demons-
trando imunidade protetora foi feito
em 1997, quando administrou-se oral-
mente linhagens recombinantes de L.
lactis, produtoras do fragmento C da
toxina do tétano (TTFC), em camun-
dongos C57BL/6 (Robinson etal., 1997).
Estes resultados sugerem a viabilidade
do uso das BL como veiculo de apre-
sentacao de antigenos. Entretanto, uma
resposta imune protetora depende nao
somente do veiculo e do antigeno mas
também da localizacio na bactéria onde
estas moléculas serdo produzidas. Em
alguns casos, a secrecio do antigeno
pode ser de interesse biolégico, pois
permite o contato direto entre o
antigeno e a superficie da mucosa o
que facilitaria a inducao de uma res-
posta imune.
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Nossa equipe, composta de pes-
quisadores brasileiros (UFMG — Depar-
tamento de Biologia Geral e de Bioqui-
mica e Imunologia) e franceses (INRA
— Institut National de la Recherche
Agronomique), tem como objetivo ex-
pressar antigenos da Brucella abortus
e de outros patdgenos utilizando linha-
gens de Lactococcus lactis. Varios
antigenos da Brucella ja foram descri-
tos e caracterizados mas, até o momen-
to a proteina ribossémica L7/L12 (Oli-
veira & Splitter, 1996a) é o antigeno
bem caracterizado
imunologicamente. A proteina
ribossémica L7/L12 possui a capacida-
de de induzir, quando injetada por via
intraperitoneal em camundongos, uma
resposta imune celular (essencial con-
tra infeccoes causadas por patégenos
intracelulares, como a B. abortus) e
protecio (Oliveira & Splitter, 1996a;
Oliveira et al., 1996b; Kurar & Splitter,
1997).

mais

2. Producgio do antigeno
L7/L12 em Lactococcus lactis

A utilizacao do promotor indutivel

P ., tem resultado em niveis altos de
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Figura 2. Aumento da producio da proteina L7/L12 em L. Jactis. Immunodeteccio da proteina produzida
com anticorpos anti-L7/L12. Para a linhagem contendo a forma ancorada da proteina L7/L12 (p5547:L7), a
extracio de proteinas foi realizada nas fragoes celular (C), parede celular (PC) e sobrenadante (S). A proteina
purificada L7/L12 foi adicionada como padrao. P_ ,: promotor nisina; RBS: sitio de liga¢ao ao ribossomo; SP .
peptideo sinal do gene Usp45; Nuc: nuclease de S. aureus; Leiss: pro-peptideo sintético LEISSTCDA; CWA:
regido de ancoramento da proteina M6 de S. pyogenes

producao de proteinas heterélogas em
L. lactis. Além disso a utilizacio de
promotor constitutivo pode gerar pro-
blemas na expressio de antigenos.
Portanto, o promotor P, foi o escolhi-
do para a producao da proteina L7/L12.
Decidimos expressar esta proteina em
trés diferentes localizacoes celulares:
citoplasma, meio extracelular e parede
celular. Apesar de ji ter sido demons-
trado que L. lactis é capaz de produzir
precisamente antigenos nestas trés lo-
calizacoes, € necessirio a determina-
¢do de qual forma de exposicdo seria
mais eficiente para a vacinacio oral
com L7/L12 (Chamberlain et al., 1997;
Wells et al., 1995).

O interesse em produzir a proteina
L7/L12 no citoplasma da L. lactis deve-
se ao fato de que esta forma € a que tem
mais relatos, na literatura cientifica, de
inducgio de resposta imune e prote¢io
contra diferentes patdgenos. A hipotése
levantada é que o antigeno estaria
protegido contra a acdo de proteases
existentes no trato digestivo superior e
somente no momento da lise da bacté-
ria, durante a sua passagem pelo intes-
tino, este seria liberado e apresentado
ao sistema imune. Através da andlise
por imunoblottingutilizando anticorpos
anti-L7/L12, verificamos uma produ-

¢do citoplasmatica desta proteina (0,5
mg/D) com a formacio de dimeros (24
KDa ao invés de 12 kDa) (Fig 1).

Em seguida construimos, através
da engenharia genética, linhagens de
L. lactis para exportar L7/L12 para o
meio extracelular. Nossos resultados
mostraram um aumento de 6 vezes na
producio total da proteina em compa-
racdo a produco intracelular (de 0,5
para 3,0 mg/D) e uma eficiéncia de
secrecdo de 35% (Fig. 1). Uma possivel
explicacao para este aumento na pro-
ducao é que o reconhecimento do
precursor preL7/L12 pela maquinaria
de secrecao de L. lactisajudaria a evitar
protedlise intracelular.

Com o objetivo de aumentar a
eficiéncia de secrecio da proteina L7/
L12 duas estratégias foram testadas. A
primeira foi a de fusionar o nosso
antigeno com a nuclease (Nuc) de
Staphylococcus aureus. Nuc, € alta-
mente estavel, naturalmente secretada
e tem sido utilizada em fusio
traducional para melhorar 2 exporta-
cao de proteinas heterélogas em L.
lactis (Piard et al., 1997; Poquet et al.,
1998; Langella & Le Loir, 1999;
Bermudez-Humaran et al., 2001). En-
tretanto, nossos resultados mostraram
que a eficiéncia de secrecao foi similar
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entre Nuc:L7/L12 e L7/L12 (38% e 35%,
respectivamente, Fig. 2) e que o prin-
cipal efeito desta fusao foi o aumento
de 2,5 vezes na producdo total da
proteina (de 3,0 para 8,0 mg/D.

A segunda estratégia foi a fusao de
L7/L12 com o propeptideo LEISSTCDA
(Leiss), que ja foi demonstrado que é
capaz de induzir um aumento da secre-
cdo de proteinas heterdlogas em L.
lactis (Le Loir et al., 1998, 2001). Leiss
altera a carga da extremidade N-termi-
nal da proteina de fusao introduzindo
duas cargas negativas nas posicoes +2
e +8. Esta modificacio na regiao N-
terminal de proteinas maduras pode
favorecer a eficiéncia de secrecao des-
tas proteinas por meio de dois possi-
veis mecanismos: facilitando o
processamento das proteinas por meio
de chaperoninas citoplasmaticas, devi-
do a uma melhor conformacio do
precursor; ou promovendo um balan-
co de cargas no sitio de clivagem das
proteinas, facilitando a sua transloca¢ao
(Le Loir et al., 1998). Este Gltimo meca-
nismo deve-se ao fato de que a presen-
¢a de cargas positivas na extremidade
N-terminal de proteinas maduras pode
associar-se com os dcidos teitéicos
anidnicos presentes na supertficie celu-
lar das bactérias Gram-positivas, via



interacoes eletrostaticas, interferindo
na translocagao e, portanto, na secre-
cao destas proteinas.

Observamos dois fendmenos, o
primeiro, nao esperado, aumento da
producao total da proteina L7/L12 de 3
mg/l, para 8 mg/1 de L7/L12 fusionada
com Leiss. O segundo, esperado, o
aumento de 4 vezes da eficiéncia de
secrecdo de Leiss:L7/L12 quando com-
parada a sua forma nio fusionada (4
mg/1 vs. 1 mg/D (Fig. 2). Em resumo, a
producio e a secrecio da proteina L7/
L12 em L. lactisfoi otimizada através de
fusdes na regiio N-terminal com uma
proteina heter6loga naturalmente
secretada (Nuc) ou com um
propeptideo sintético (Leiss).

Em relacdo as construcdes onde os
antigenos sao apresentados na parede
celular, estas podem apresentar duas
possiveis vantagens em ensaios de
imunizacio: 1) a parede celular
bacteriana pode apresentar uma ativi-
dade adjuvante, podendo aumentar a
resposta imune (Vitini et al., 2000), 2)
a proteina uma vez ancorada na parede
celular pode ser menos exposta a agen-
tes degradantes ou desnaturantes pre-
sentes no estdmago dos homens e
animais (Dieye et al., 2001).

Para conseguirmos ancorar a prote-
ina L7/L12 na parede celular de L. lactis
o gene codificador desta foi fusionado
a regido de ancoramento (Cell Wall
Anchor - CWA) da proteina M6 de
Streptococcus pyogenes. A producio de
L7/L12:CWA,, foi analisada por
immunoblotting nas trés localizacdes
celulares: citoplasma, parede celular e
sobrenadante (Fig. 2). Cerca de 40% da
proteina de fusao L7/L12:CWA  foi
encontrada na parede celular e os
outros 60% permaneceram nao proces-
sadas no citoplasma, correspondendo
ao precursor preL7/L12:CWA . Duas
bandas fracas foram detectadas no
sobrenadante, correspondendo a L7/
L12:CWA  que se liberaram da parede
celular. Este resultado é semelheante
ao de outros grupos que conseguiram
ancorar proteinas em L. lactis.

3. Primeiros ensaios de
imunizacio em camundongos

Nos primeiros ensaios de imuniza-
¢do foram testadas todas as constru-
coes citadas acima. Os protocolos e o
esquema de vacina¢io foram adapta-
dos a partir do artigo de Robinson et al
(1997) e sao apresentados na figura 3.
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Figura 3. Esquema de imuniza-
cao utilizando L. Jactis expres-
sando a proteina L7/L12
administrada em camundon-
gos pela via oral. Cultura de L.
lactis produzindo a proteina L7/
L12, foram crescidas em meio de
cultura M17 adicionado de 0,5%
de glucose mais antibiético
adequado. Ap6s 16 horas de
cultura, estas foram diluidas
(propor¢ao 1:50) e crescidas em
meio de cultura até atingir uma
absorbancia de 0,5 (600 nm)
onde foi adicionado 1 ng/ml de
nisina. Ap6s 3 horas de inducao,
as bactérias foram centrifugadas
e resuspendidas em 0,2 M de

Amostras de fezes de camundongos
BALB-c foram coletadas e testes de
ELISA foram realizados para avaliacao
dos niveis de IgA nas fezes o que nos
permitiu determinar quais das linha-
gens eram capazes de induzir uma
resposta imune especifica nos animais
imunizados. O grupo vacinado com a
linhagem pCYT:L7/L12 foi o que apre-
sentou niveis significativos de IgA nas
fezes, ao contrario dos demais grupo.
Desta forma, selecionamos a linhagem
pCYT:L7/L12 para novos experimen-
tos de imunizacio onde utilizamos
adjuvantes de mucosa para potencializar
a resposta imune. Testamos trés tipos
de adjuvantes. O primeiro um deriva-
do atéxico da toxina termo-labil (LT),
denominada LT .. produzida por
uma linhagem mutante de E. coli
enterotoxigénica (ETEC). A utilizacio
de LT em preparacdes vacinais contra
diferentes patodgenos foi capaz de in-
duzir uma resposta humoral sistémica

bicarbonato de sodio e 0,5% de
glucose. Camundongos foram
imunizados via oral com uma
concentracio de 5 X10° UFC/ml.
Os animais foram imunizados em
trés periodos diferentes durante trés
dias consecutivos (dias 0, 1, 2;
14,15,16; 28,29,30)

e de mucosa contra os antigenos co-
administrados. Ao lado da toxina colé-
rica (CT) da Vibrio cholerae, o LT é o
composto que mais se destaca na
inducao de resposta imune de mucosa.
O segundo, uma linhagem de
Lactocbacillus acidophilus (L.
acidophilus UFV-H2b20) que é um
forte candidato a ser usado como
probidtico, pois além de conseguir
sobreviver as condicdes estressantes
do trato gastrointestinal, esta bactéria
também estimula o sistema fagocitico
do hospedeiro através da producao de
altos niveis de IL-12. O terceiro uma
linhagem de L. lactis recombinante
que secreta IL-12 murina ativa. IL-12
vem sendo co-administrada com vaci-
nas de segunda (proteina
recombinante) e terceira geracio (va-
cinas de DNA) e foi demonstrado que
a utilizacao desta citocina induz um
aumento da resposta antigeno-especi-
fica. Obtivemos, neste primeiro ensaio
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usando estes adjuvantes, resultados
marcantes. Sendo a L. lactis secretora
de IL-12 f a que induziu a maior
resposta de anticorpos secretores (SIgA)
( resultados ndo apresentados). Um
novo experimento com L7/L12 com
estes adjuvantes esta sendo feito neste
momento.

4. Conclusoes

Esta € a primeira vez que o antigeno
ribossdmico L7/L12 da B. abortus, é
expresso e produzido em L. lactis,
bactéria lactica amplamente utilizada
em processos de fermentacio de pro-
dutos agro-alimentar.

Nossos resultados confirmaram a
capacidade de L. lactis de dirigir a
expressao de proteinas heterélogas, de
forma estavel, em diferentes comparti-
mentos celulares (ou seja, citoplasma,
parede celular e no meio externo). Os
vetores construidos permitiram otimizar
a producio da proteina L7/L12, assim
como, aumentar sua eficiéncia de se-
crecdo. Determinamos que a localiza-
¢do citoplasmatica do antigeno L7/L12
¢ a que deve ser utilizada como veiculo
de apresentacao desta proteina em
uma estratégia de vacinacio oral, que
adjuvantes potencializam a resposta
imune contra este antigeno e iremos
comegar testes de protecio para de-
monstrar que este novo tipo de vacina
¢ eficaz contra a brucelose experimen-
tal.
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