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Resumo

As bactérias do 4cido ldctico (BAL) sao gram-positivas e organismos considerados seguros (GRAS). As BAL sao ampla-

mente utilizadas na industria de alimentos e estao presentes nos intestinos da maioria dos animais, incluindo os seres

humanos. Por isso podem ser utilizadas para expressar protefnas heterélogas e possuem potencial para serem veiculos de

apresentacao de antigenos. Neste trabalho, descrevem-se diversos sistemas de expressao capazes de dirigir a proteina

heteréloga para localizagtes especificas da célula como: citoplasma, parede e meio extracelular. Entretanto, dd-se maior

énfase a0s sistemas dC CXPI‘CSSQO clas BAL que 520 capazes d€ secretar os antl’genos nestas linhagens.

Palavras-chave: Bactérias do 4cido ldctico. Lactococcus lactis. Proteinas heterélogas. Enderecamento protéico. Secrecao de

proteinas.

AS BACTERIAS DO ACIDO LACTICO

Caracteristicas gerais

As bactérias do 4cido ldctico (BAL) consti-
tuem um grupo de cocos ou bacilos gram-posi-
tivos relacionados filogeneticamente (DE VOS,
1999). Estao presentes neste grupo microrga-
nismos bastante heterogéneos encontrados em
diferentes nichos ecolégicos, como vegetais, car-
nes, e nas superficies da mucosa humana ou

animal (STACKEBRANDT; TEUBER, 1988).

Alguns dos géneros que fazem parte deste gru-
po sao: Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc,
Streptococcus e Pediococcus (STILES; HOLZA-
PFEL, 1997). Essas bactérias sio anaerébias fa-
cultativas, nao formadoras de esporos, imdveis,
possuem habilidade de crescer em baixo pH,
requerem diferentes nutrientes para seu cresci-
mento (carboidratos, aminodcidos e vitaminas),
sao catalase negativas e tém como principal ca-
racterfstica a conversio de agticares em 4cido
lactico (KANDLER, 1983; STACKEBRANDT;
TEUBER, 1988).
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E interessante notar que, dentro de um
mesmo género, existem linhagens nio pato-
génicas e patogénicas. Por exemplo, Streptococcus
thermophilus e Lactococcus lactis sio usadas na
produgao de iogurte e queijo, e Streptococcus
pneumoniae e Lactococcus garviae sio agentes da
pneumonia e da mastite, respectivamente. Desta
forma, as BAL nao patogénicas, inécuas e consi-
deradas GRAS (generally regarded as safe) sio
interessantes para serem utilizadas como agen-
tes bioterapéuticos (AGUIRRE; COLLINS,
1993).

Utilizagoes terapéuticas e biotecnoldgicas

das BAL

O advento de novas tecnologias permitiu
diversas possibilidades de utilizagio das BAL, que
vao desde seu uso tradicional, como a produgao
de alimentos ou como probidticos que tém um
efeito positivo na satide dos homens ¢ animais, até
a produgao de proteinas heterélogas, como enzimas
ou peptideos com atividade antimicrobiana,
antigénicas, e metabdlitos que contribuam para
as caracterfsticas organolépticas dos alimentos ou
como nutracéuticos (LANGELLA; LE LOIR,
1999; DROUAULT et al., 1999; DE VOS, 1999;
CHANDRAPATIT; O’SULLIVAN, 1999).

Atividades probidticas

Uma bactéria ¢ dita probidtica quando, ao
ser ingerida viva, ¢ capaz de promover o equili-
brio da microbiota intestinal, melhorando o es-
tado geral da saide do hospedeiro (FULLER,
1989). Muitas BAL sao conhecidas por exibi-
rem tais atividades, como: Lactobacillus casei, Lb.
acidophilus, Lb. bulgaricus, Lb. plantarum, L.
lactis, que se destacam por suas aplicagbes te-
rapéuticas no tratamento e na prevengio de
diversos distirbios (O’SULLIVAN, 1992;
MARTEAU; RAMBAUD, 1993).

Trés tipos de atividades probidticas foram
comprovadas cientificamente. A primeira estd
relacionada a digestibilidade da lactose. Esse
aglcar, presente em abundincia nos produtos
licteos, pode induzir fendmeno de intolerincia
nos consumidores que possuam deficiéncia
congénita em lactase, enzima responsdvel pela sua
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degradagao (O’SULLIVAN, 1992; SALMINEN;
DEIGHTON; GORBACH, 1993). O quadro
clinico pode ser traduzido por diarréias, cdlicas
abdominais ou flatuléncia (ROBERFROID,
2000). Curiosamente, esses sintomas aparecem
quando a lactose ¢ absorvida do leite, mas sao
ausentes quando absorvidas do iogurte nas mes-
mas proporg¢oes. Existem duas possiveis expli-
cagoes para o fendmeno: a flora bacteriana do
iogurte (S. thermophilus e Lb. bulgaricus) (i)
suplementaria a deficiéncia em lactase do hos-
pedeiro com a sua; (ii) estimularia, na mucosa
intestinal do hospedeiro, a produgao endégena
da lactase (MARTEAU; RAMBAUD, 1993;
O’SULLIVAN, 1992).

Outra aplicagao das BAL probidticas seria a
de protegdo contra patégenos microbianos. Sen-
do assim, essa microbiota desejével protege e pro-
porciona beneficios a saide do hospedeiro, impe-
dindo o crescimento de microrganismos
patogénicos ¢ impedindo a reabsor¢ao de com-
postos aminados indesejdveis, desconjugando 4ci-
dos biliares, biodisponibilizando minerais como
célcio e ferro, e, por meio de suas enzimas, favore-
cendo o metabolismo de algumas substincias
como a lactose, em individuos que nao produzem
lactase (FERREIRA; TESHIMA, 2000;
HOLZAPFEL; SCHILLINGER, 2002).

Uma dltima aplicagao bastante importante
¢ a estimulagao do sistema imune do hospedeiro
contra patégenos quando antigenos sdo produzi-
dos nestes veiculos, e a capacidade de potencid-
los, pois estas bactérias tém efeitos adjuvantes.
Entre os lactobacilos, o Lb. casei mostrou-se capaz
de estimular a resposta imune protetora em crian-
cas quando vacinadas por via oral contra o rotavirus,
virus responsédvel pela diarréia aguda infantil nos
paises em desenvolvimento (ISOLAURI et al.,
1995). Os Lb. acidophilus sio habitantes normais
do intestino do hospedeiro ¢ podem induzir a
produgdo de citocinas que estimulam a resposta
inata do hospedeiro frente a patdégenos

(NEUMANN et al., 1998).

Novas utilizagées das BAL

Uma aplicagao bastante interessante ¢ a
possibilidade de sua utilizagao para produzir



moléculas de interesse econdmico em fermen-
tadores. Assim, a secregao destas moléculas apre-
sentaria certas vantagens em relagio 4 produgio
intracelular, como: (i) a facilidade de purifica-
¢ao do produto final; (ii) uma cultura celular
continua; e (iii) evitaria a formagio de agrega-
dos protéicos intracelulares (LANGELLA; LE
LOIR, 1999).

A utilizagao das BAL na produgio de pro-
tefnas de interesse médico e farmacéutico ¢ tam-
bém de grande valia. Por exemplo, BAL produ-
zindo enzimas que suplementassem a deficién-
cia pancredtica ou vitam{nica de um individuo,
quando consumidas com os alimentos
(DROUAULT et al.,, 2002). Além disso, para a
industria de alimentos, elas podem produzir
enzimas capazes de modificar as propriedades
organolépticas dos produtos, prevenir o apare-
cimento de linhagens bacterianas indesejdveis,
acelerar a maturago de queijos, entre outros.

Uma das maneiras mais atraentes de utili-
zagao das BAL ¢ como usinas celulares produto-
ras e apresentadoras de antigenos, sendo o L.
lactis, uma das BAL mais promissoras. Esta pos-
sibilidade tem contribuido significativamente
para o desenvolvimento de novas vacinas utili-
zando estes organismos. Por serem consideradas
GRAS e algumas espécies possuirem a capacidade
de colonizar o trato gastrointestinal ou a mucosa
genital de certos animais e do homem, essas bac-
térias tornaram-se excelentes candidatas a vacinas
orais (DOUGAN, 1994; ROBINSON et al.,
1997; MERCENIER et al., 2000).

Lactococcus lactis: a bactéria lictica modelo

Lactococcus lactis é uma bactéria gram-po-
sitiva, nao patogénica, nio invasiva e nao colo-
nizadora que, assim como muitas de seu grupo,
possui o status de GRAS, ou seja, é considerada
inécua (ROBINSON et al., 1997). Esse mi-
crorganismo ¢ considerado modelo por possuir
muitos instrumentos genéticos disponiveis, ser
de ficil manipulagao, e seu genoma jd ter sido
completamente seqiienciado (DE VOS, 1999;
BOLOTIN et al., 2001). Além disso, é eco-
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nomicamente importante, devido a sua ampla
utilizagao na fabricagio de produtos licteos (LE

LOIR et al., 1994).

SISTEMAS DE EXPRESSAO E
ENDERECAMENTO CELULAR
DE PROTEINAS HETEROLOGAS
EM L. LACTIS

Expressao de proteinas heterélogas em L. lactis

Atualmente, existem vdrios sistemas capa-
zes de controlar e aumentar a quantidade de
proteinas heterélogas produzidas nas BAL, e L.
lactis tem sido amplamente utilizado para esta
finalidade com resultados bastante interessantes.

Indmeras estratégias tém sido empregadas
para o aumento da expressio génica em lacto-
cocos, como uso de promotores constitutivos e
indutivos, plasmidios com alto ndmero de cé-
pias, entre outros (DE RUYTER; KUIPERS;
DE VOS, 1996). O uso de promotores cons-
titutivos ¢ muito atraente, pois nao hd necessi-
dade de se ativar o promotor por meio de indu-
tores, € a expressao génica ocorre constantemen-
te, promovendo a sintese da protefna de interes-
se. Um grupo de 38 promotores que possuem
diferentes intensidades de expressio jé foram
caracterizados, alguns deles reconhecidos como
promotores fortes, como o P59 (DE VOS, 1999).
Contudo, a produgao continua de certas pro-
tefnas pode gerar um estresse fisioldgico na cé-
lula que prejudicaria seu crescimento e causaria
complicages na expressao do gene de interesse,
podendo, ainda, tornar-se téxica para a célula,

\

inviabilizando o seu crescimento e levando-a 2
morte (CHAMBERLAIN et al., 1997). Nesses
casos, sistemas de expressao contendo promo-
tores que sao regulados por indutores, repressores
ou fatores ambientais sdo essenciais para o con-
trole da expressao génica, oferecendo, ainda, al-
gumas vantagens sobre os sistemas constitutivos,
como a capacidade de controlar o nivel de produ-
¢do e modular a expressio da protefna. Vdrios des-
ses sistemas de expressao indutiveis j4 foram bem

caraterizados (QUADRO 1) (KUIPERS et al.,
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1997). Em BAL e, mais especificamente, em L.
lactis, um dos sistemas mais eficientes utilizados ¢
aquele induzido por nisina, o qual serd abordado

com mais profundidade nesta revisio (DE
RUYTER; KUIPERS; DE VOS, 1996;
KUIPERS et al,, 1997; DE VOS, 1999).

BAL Promotores Fator indutor Genes expressos
| Repressores
L. lactis PromotorlacA oulacR Lactose cat-86, luxAB
L. lactis Promotor lacAl T7 Lactose Gene para T'TFC
L. lactis Promotor dnaj Alta temperatura amyS
L. lactis Promotor sodA Aeracao lacZ
L. lactis Promotor prtP ou prtM Auséncia de peptideos gusA
L. lactis Repressor/ operador frlt Mitomicina C lacZ
Lb. pentosus Promotor xylA Xilose cat-86
L. lactis Promotor PA170 Baixo pH, baixa temperatura lacZ
L. lactis Promotor tpE Auséncia de triptofano lacZ
L. lactis Promotor {31 e ori Infecgio pelo {31 lacZ
L. lactis Promotor nisA ou nisF Nisina gusA,pepN, lytHA, nox.

EstA, ptsH, pepO, ccpA

QUADRO 1 - Caracteristicas dos sistemas de expressao indutiveis

Sistema NICE (Nisin Controlled Expression)

O sistema NICE ¢ baseado no controle de
genes envolvidos na biossintese e expressao da
nisina. A nisina ¢ um peptideo de 34 ami-
nodcidos, possui capacidades antimicrobianas e
¢ amplamente utilizado na inddstria alimentar
como conservante natural de alimentos (DE
RUYTER; KUIPERS; DE VOS, 1996;
KUIPERS et al., 1997; DE VOS, 1999;
CHANDRAPATI; O’SULLIVAN, 1999).

Um grupo de onze genes (nisABTCI-
PRKFEG) participa na produgio, modificagio e
secregdo deste peptideo. O gene nisA codifica o
peptideo precursor nisina A, de 57 residuos de
aminodcidos (BUCHMAN; BANERJEE;
HANSEN, 1988; KALETTA; ENTIAN,
1989), nisBC estao envolvidos em modificagoes
pés-transcricionais, #isT participa do transpor-
te através da membrana citoplasmdtica
(ENGELKE et al., 1992; KUIPERS et al.,
1993), e nisP estd relacionado a quebra do pre-
cursor da nisina (VAN DER MEER et al.,
1993). O gene nis] em conjunto com os genes

nisFEG codificam uma lipoproteina que confe-
re imunidade contra a nisina a linhagem pro-
dutora (KUIPERS et al., 1993; SIEGERS;
ENTIAN, 1995). E por fim, os genes #nisK ¢
nisR, que codificam os membros de um sistema
regulador de dois componentes (NisRK), o que
controla a expressao dos onze genes através da
transdugao de sinal. NisK funciona como sensor
de membrana que sente a presenga extracelular
de nisina. O sinal ¢ subseqiientemente transfe-
rido para NisR através de um processo de
fosforilagao que a torna ativa. NisR, entdo, ¢
capaz de acionar a transcrigao dos genes contro-
lados pelo promotor P (CHANDRAPATTI;
O’SULLIVAN, 1999).

Baseados nessas informagdes, vérios siste-
mas de expressao génica induzidos por nisina
foram desenvolvidos (DE RUYTER et al.,
1996). Uma variedade de vetores de expressao
contendo o promotor P seguidos de sitios de
clonagem multipla (MCS) para a insergao des-
tes genes estd disponivel. Os sistemas s6 po-
dem ser explorados em linhagens contendo

apenas os genes 745R e nisK no cromossomo

(FIGURA 1).
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nisina

Prisa  gene de interesse

FIGURA 1- Sistema de expressao NICE

A presenca de nisina no meio extracelular é percebida pela proteina sensora NisK que, através de um processo de transdugio de
sinal, ativa a proteina efetora NisR. Conseqiientemente, a forma ativa de NisR induz a expressdo do gene de interesse, que estd

sob o controle do promotor P localizado em um vetor.

Sistemas de enderecamento celular
de proteinas heterélogas em L. lactis

Com este eficiente sistema de expressio a
disposi¢ao, o préximo passo ¢ o enderecamento
das protefnas de interesse para um dos trés com-
partimentos celulares: citoplasma, parede celu-
lar e meio extracelular. A escolha deste ¢ feita de
modo a facilitar o contato da proteina de inte-
resse com seu alvo.

O enderegamento citoplasmdtico ¢ o mais
simples, pois todas as protefnas sio sintetizadas
neste local, nao necessitando, portanto, de qual-
quer sinal de enderecamento protéico. Entre-
tanto, para que as protefnas sejam enderegadas
para a parede celular ou meio extracelular, faz-
se necessdrio o uso de seqiiéncias sinais ou mo-
tivos protéicos, como, por exemplo, o peptideo
sinal (PS), que ¢ um motivo hidrofébico, pouco
conservado, negativamente carregado e que se
localiza na porgiao aminoterminal (N-terminal)
das protefnas naturalmente secretadas pela cé-
lula. Ao ser reconhecido, ¢ clivado pela maqui-
naria de secre¢do, permitindo, assim, que a pro-
tefna seja translocada através da membrana e
liberada no meio extracelular (SIMONEN;
PALVA, 1993). Para que as proteinas possam

ser enderegadas para a parede celular, além de
um peptideo sinal, elas devem conter um moti-
vo de ancoramento (Cell Wall Anchor - CWA).
Este motivo, em geral, possui em torno de 30
aminodcidos e tem a presenca de um motivo
conservado (LPXTG) e de um fragmento
transmembrana e uma por¢ao carboxiterminal
carregada positivamente (C-terminal). A pro-
tefna translocada para fora da célula fica, entdo,
covalentemente presa ao peptideoglicano pelo
motivo LPXTG (TON-THAT et al., 1999). A
combina¢io de sistemas de secre¢io e anco-
ramento ¢ bastante versitil, no que diz respeito
ao enderecamento protéico em BAL, para uso
como vetores de proteinas heterélogas (DIEYE
et al., 2001).

Um dos estudos pioneiros sobre sistemas
de expressio e enderecamento de proteinas
heterlogas em L. lactis foi baseado no sistema
T7 RNA polimerase (WELLS et al., 1993).
Nesse sistema, o promotor T7 foi fusionado ao
fragmento de DNA que codifica o peptideo si-
nal da protefna Usp45 (P, ) ¢, em seguida,
ao gene da TTFC. Apés a indugao do sistema,
viu-se que a protefna TTFC foi secretada para o
meio extracelular em quantidades significativas

(2,9 mg/L) (WELLS et al., 1993). Um outro

sistema mais simples e eficiente, desenvolvido
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por Dieye e colaboradores (2001), utiliza ele-
mentos como o promotor constitutivo P”, o
peptideo sinal PSUSp45 e o motivo de ancoramento
CWA de proteina M6 de Streptococcus pyogenes,
além da proteina repdrter Nuc de Staphylococcus

aureus (VAN ASSELDONK et al., 1990; PIARD

Promotor

| nuc

Promotor

| PSuspss  nuc

Promotor

| PSuspds  nuc

Cwa M6

et al., 1997; SHORTLE, 1983). Neste siste-
ma, a protefna Nuc pdde ser enderecada para as
trés localizagoes celulares possiveis (FIGURA 2).
Também foi demonstrado que, apés atingir seu
destino, a proteina mantinha sua atividade bio-

l6gica (DIEYE et al.,, 2001).

Meio extra-celular

% Parede celular

———————  Membrana

N
Noe

Citoplasma

Meio extra-celular
Parede celular
Membrana

%_,gi“i
S

Citoplasma

& Meio extra-celular
;-?-f.-

2~ Parede celular
-_____

-

Membrana

Citoplasma

FIGURA 2 — Representagio esquemdtica do sistema de expressdo e enderecamento protéico. (A) Localizagio citoplasmdtica
de Nuc. A auséncia de qualquer sinal de enderecamento protéico fusionado ao gene nuc (barra vermelha)
resulta na localizagdo citoplasmdtica da proteina (a direita). (B) Localizagdo extracelular de Nuc. A presenca

da seqiiéncia codificadora do peptideo sinal de Usp45 (])3
(a direita). (C) Nuc ancorada & célula. A fusio da seqiiéncia codificadora do peptideo sinal PS

/barra azul) endere¢a Nuc para o meio extracelular

Uspés e
da seqiiéncia

Usp45

codificadora do motivo de ancoragem cwa,, (barra verde) faz com que a proteina permanega ancorada parede

celular (2 direita).

Pesquisadores do Instituto Nacional de
Pesquisa Agronémica (INRA), similar & nossa
EMBRAPA, desenvolveram um terceiro siste-
ma, visando a melhorar e aumentar a secregao
de protefnas heterélogas (LE LOIR et al.,
2001). Em estudos anteriores utilizando a bac-
téria L. lactis, ficou demonstrado que a eficién-
cia de secre¢ao da protefna repérter Nuc era
baixa (3 mg/L), devido a cargas positivas de seu
préprio peptideo sinal (LE LOIR et al., 1994)
e que a fusdo desta proteina ao propeptldeo sin-
tético de nove aminodcidos, LEISSTCDA
(LEISS) aumentava em cinco vezes a eficiéncia
de secre¢ao da mesma (15 mg/L) (LE LOIR et
al., 1998). Sendo assim, a troca do peptideo
sinal de Nuc pelo da proteina Usp45 ¢ a
clonagem do propeptideo LEISS na porgao 5’
de nuc em vetores de alto ndmero de cépias sob
controle do promotor P
niveis de secre¢io da protefna Nuc (25mg/L)

levaram a elevados
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(LE LOIR et al., 2001). A protefna Usp45 ¢ de
grande valia em estudos com L. lactis, visto que
¢ a tinica protefna secretada deste organismo em
quantidades detectdveis em géis de proteina co-
rados com Coomassie. Esta caracteristica é uma
das vantagens de se utilizar L. lactis como usina
para a produgao de proteinas heterélogas (VAN
ASSELDONK et al., 1990). Para avaliar esse
sistema como veiculo vacinal, estes pesquisado-
res construfram linhagens de L. lactis que se-
cretavam epitopos de coronavirus bovino (BCV).
Ficou demonstrado que L. lactis podia secretar
esta proteina antigénica fusionada a NUC

(LANGELLA; LE LOIR, 1999).

Secre¢do de proteinas heterélogas em L. lactis

A secregao de protefnas usando BAL ind-
cuas pode permitir amplas utilizagoes destes
microrganismos para secretar vdrias proteinas



heterélogas, motivo pelo qual resolveu-se abor-
dar com mais profundidade este tipo de locali-
zagdo celular no presente trabalho (WELLS et
al., 1993). L. lactis vem se destacando como um
bom candidato para a secre¢ao de protefnas
heterélogas, uma vez que as linhagens nio
secretam proteases ¢ sua parede celular pode
servir como uma barreira funcional para a difu-
sao de algumas proteinas secretadas no meio
(WELLS et al., 1993; LANGELLA; LE LOIR,
1999).

Diversos trabalhos mostram a utiliza¢io de
L. lactis como veiculo para secrecio de proteinas
heterélogas de interesse biotecnolégico, farma-
céutico, entre outros. Como exemplo, pode-se
citar a expressao da protease neutra (Npr) de
Bacillus subtilis, que é capaz de degradar caseinas.
Sua utilizagdo pode acelerar a maturagio do
queijo durante sua fabricagio. O gene mpr sem
sua seqiiéncia promotora foi clonado em um vetor
de expressao sob o controle do promotor lacto-
coccal P, (VAN DER GUCHTE et al., 1990).
Essa construgio permitiu a expressao e a secre-
¢ao de Npr por L. lactis, demonstrando que
ocorre o correto processamento da pré-Npr
produzindo uma protefna biologicamente ati-
va. Um outro trabalho revelou a capacidade de
L. lactis de secretar interleucina-2 (mlIL-2)
murina (STEIDLER et al., 1995). A seqiién-
cia codificadora de mIL-2 foi fusionada ao PSUSP45
sob o controle transcricional do promotor da
RNA polimerase do fago T7. Os resultados con-
clufram que a mIL-2 recombinante secretada
por L. lactis possufa a mesma atividade bioldgi-
ca especifica da mIL-2 natural. Além disso, pode-
se verificar que a mIL-2 secretada havia sido cor-
retamente processada.

Mais recentemente, a subunidade VP8 da
proteina do capsideo de rotavirus pode ser secre-
tada por L. lactis. Gil e colaboradores (2001)
desenvolveram um sistema cujo vetor de secre-
¢ao possufa a seqiiéncia sinal lactococcal AL9 e
o fragmento do gene que codifica a VP8. Foram
detectadas quantidades significativas da subuni-
dade e sua atividade bioldgica foi preservada.

Proteinas repdrteres ou genes repdrteres
também sao grandes aliados dos pesquisadores
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para estudos de expressio e secre¢io de protei-
nas heterélogas. Suas atividades permitem loca-
lizar as protefnas de interesse entre uma popu-
lagao heterogénea, que contém também protei-
nas citoplasmdticas. Em 1991, Sibakow e cola-
boradores utilizaram o gene da a-lactamase como
repérter para isolar seqiiéncias promotoras do
cromossomo de L. lactis. Promotores que aumen-
tavam a eficiéncia de expressao e secregao foram
detectados com o uso deste gene repérter. Jd em
1992, plasmidios sem seqiiéncia sinal, carreando
os genes repdrteres a-amilase e b-lactamase, foram
usados para selecionar elementos de exportagio no
DNA cromossomal de L. lactis que poderiam fun-
cionar como seqiiéncias sinal. Descobriu-se que
os elementos de exportagao AL9 e BL1 foram alta-
mente eficientes no que diz respeito 2 expressao e
secregao das duas protefnas heterdlogas (a-amilase
e b-lactamase) (PEREZ-MARTINEZ et al.,
1992). Vdrios outros trabalhos também usaram
genes reporteres em L. lactis para verificar a se-
cregao de proteinas heterélogas, como o gene da
b-glucuronidase, nuc, GFP (“green fluorescent
protein”) para verificar a eficiéncia dos promoto-
res e dos sinais de enderecamento celular
(PLATEEUW et al.,1994; LE LOIR et al., 1994;
POQUET et al., 1998; GEOFFROY et al., 2000;
PALENCIA et al., 2000; THOMPSON et al.,
2001).

CONCLUSOES

As prdticas alimentares de numerosos gru-
pos de individuos os conduzem a ingerir quan-
tidades impressionantes de bactérias lcticas.
Essas bactérias absorvidas vivas sao capazes de
exercer, na mucosa intestinal, atividades biolé-
gicas inerentes a elas. A demonstragao de um
efeito bioldgico no hospedeiro ¢ dificil, devido
ao fato de o nivel basal dessas atividades ser muito
baixo. Para remediar esse problema, vérias pesqui-
sas foram empreendidas superespressando cer-
tas atividades nestas bactérias, para demonstrar
de maneira absoluta os seus efeitos nos hospe-
deiros.

Dentre estas, a L. lactis possui um arsenal
de sistema de expressiao e enderecamento celu-
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lar capaz de produzir uma grande gama de pro-
tefnas heterélogas de interesse farmacéutico e
industrial em localizagoes celulares diferentes,
0 que a transformou em um biorreator que po-
derd ser usado para fabricacio de “produtos-sai-

de”, como vacinas, e para a produgao de enzimas
que suplementem deficiéncias pancredticas ou
vitam{nicas, para melhorar a saide do hospe-
deiro ou oferecer-lhe um melhor conforto in-
testinal.

Targeting and expression of heterologous protein in Lactococcus lactis

Abstract

Lactic acid bacteria (LAB) are Gram-positive bacteria, generally regarded as safe (GRAS) organisms. LAB, widely used in
the food industry, are present in the intestine of most animals, including human beings. Therefore, LAB could be used for

heterologous protein expression and they are good potential candidates as antigen delivery vebicles. In this paper, several

delivery systems are described, particularly those which are able to lead the heterologous protein to specific cell locations, such

as cytoplasm, cell wall or extra cellular medium. Nevertheless, more emphasis is given to the LAB delivery systems which are

able to secrete the antigens in those strains.

Keywords: Lactic acid bacteria. Lactococcus lactis. Heterologous protein. Protein target. Protein secretion.
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