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RESUMO

Streptococcus pneumoniae € uma bactéria Gram-positiva de ampla dispersdo mundial.
E o principal agente etioldgico de infeccBes pulmonares, meningite e sepse, sendo
classificados mais de 90 sorotipos. Embora as vacinas existentes, baseadas em antigenos
polissacarideos, sejam eficientes, elas ndo conferem prote¢ao contra varios sorotipos, e tém-
se observado surgimento de doencas causadas por sorotipos ndo inclusos nas vacinas. Com
0 intuito de superar essas desvantagens e conferir uma protegdo mais ampla, busca-se o
desenvolvimento de uma vacina baseada em antigenos proteicos conservados entre 0s
diferentes sorotipos de S. pneumoniae. Neste trabalho, selecionamos a proteina Sortase A
(SrtA) que esta ancorada a membrana do S. pneumoniae e possui um importante papel no
processamento de proteinas de superficie. O objetivo foi avaliar as caracteristicas
imunogénicas da SrtA e o nivel de conservagao de sua sequéncia entre diferentes linhagens
de S. pneumoniae através de andlises in silico, além de avaliar seu potencial protetor em
modelo animal. A partir das andlises in silico foi possivel determinar que a SrtA apresenta um
peptideo sinal compreendendo os residuos Met! até Asp!® e uma hélice transmembrana entre
Lis®® a Tre®®. Sequéncias SrtA de diferentes linhagens de S. pneumoniae foram alinhadas e
as andlises demonstraram 99% de identidade. Além disso, foram feitas predi¢cdes de epitopos
gue demonstraram que a proteina SrtA possui trés potenciais regides antigénicas para
ativacdo de linfécitos B. Ja com relacdo aos epitopos de linfécitos T foram preditos epitopos
na regido entre os aminoacidos 33 e 137. Para confirmar a funcionalidade da SrtA como
potencialmente imunogénica, o gene srtA foi clonado no vetor de expresséao heterdloga pET-
21a. A proteina foi expressa em Escherichia coli e apés a sua purificacdo, sua
imunogenicidade foi avaliada por Western blot utilizando soro de coelho imunizado com SrtA.
Camundongos Swiss Webster foram imunizados com SrtA recombinante por via
intraperitoneal e aresposta humoral foi analisada indicando que a proteina induziu a produgéo
de IgG especifica, caracterizada por uma alta taxa de IgG1 e IgG2a. Os camundongos foram
desafiados e a resposta inflamatodria foi avaliada. Os resultados indicaram que a SrtA € capaz
de controlar o infiltrado celular no pulmé&o, mas ndo € capaz de modular o perfil de células
inflamatédrias. O potencial protetor da SrtA também foi avaliado utilizando como rotas de
desafio as vias intranasal ou intraperitoneal. Observou-se que a SrtA é capaz de conferir
protecdo aos camundongos vacinados. Em concluséo, foi possivel mostrar que a proteina
SrtA é altamente conservada, entre diferentes linhagens de S. pneumoniae, e que é altamente
imunogénica, gerando efeito protetor, in vivo. Estes resultados demonstram o potencial
multivalente da SrtA para o desenvolvimento de uma vacina que possa produzir uma maior

cobertura contra diferentes sorotipos de S. pneumoniae.



ABSTRACT

Streptococcus pneumoniae is a world-wide spread Gram-positive bacteria. It is the
main etiological agent of lung infection, meningitis and sepsis, with more than 90 characterized
serotypes. Although vaccines, based on polysaccharides antigens, are effective, they do not
confer protection against many serotypes and it has been observed the appearance of disease
caused by serotypes not included in these vaccines. With the purpose to overcome those
disadvantages and confer a wider protection, it is sought to develop a vaccine based on
conserved protein antigens among different S. pneumoniae serotypes. In this study, we have
selected the Sortase A protein (SrtA) whichis anchored to S. pneumoniae membrane and has
an important role in pneumococcus surface protein processing. In this way, we aimed to
evaluate the immunogenic characteristics of SrtA and the conservation levels of its sequence
among different S. pneumoniae strains through in silico analysis, besides to evaluate its
protection potential in animal models. In silico analysis showed the presence of a signal peptide
from residues Met! to Asn'® and a transmembrane helix from Lys*® to Thr®®in SrtA. Alignment
of SrtA sequences from different S. pneumoniae strains showed 99% of identity. Moreover,
epitope predictions demonstrated that SrtA has 3 potential antigenic sites for B lymphocytes
activation. With regard to epitopes T lymphocytes activation, 178 epitopes were predicted
within the region between residues 33 to 137. In order to confirm the immunogenic properties
of SrtA, its ORF was cloned into the heterologous expression vector, pET-21a. Escherichia
coli heterologous expressed protein was purified and its immunogenicity was evaluated by
Western Blot using rabbit serum. Swiss Webster mice were intraperitoneally immunized with
recombinant SrtA and the humoral response was accessed by specific IgG production,
characterized by high levels of IgG1 and IgG2a. Immunized mice were challenged and the
inflammatory response was evaluated. Results showed that SrtA is able to control cellular lung
infiltrate, but unable to modulate the profile of inflammatory cells. The protective potential of
SrtA was also evaluated using intraperitoneal and intranasal infection routes. It has been
observed that SrtA was able to confer protection to vaccinated mice. In conclusion, we
demonstrated that SrtA is a highly conserved protein, among different S. pneumoniae strains,
and also immunogenic, providing in vivo protection. Altogether, results have shown the
multivalent potential of SrtA to the development of a vaccine able to produce a larger coverage

against different serotypes of S. pneumoniae.



1 INTRODUCAO

O presente trabalho foi desenvolvido no ambito de uma colaboracdo entre o
Laboratorio de Inovacéo Biotecnolégica (LIB) da Fundacdo Ezequiel Dias (FUNED) e o
Laboratério de Genética Funcional (LGF) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG). O trabalho foi desenvolvido sob a orientagéo do Professor
Dr. Frederico Marianetti Soriani (LGF — UFMG) e co-orientacdo da Dra. Sophie Yvette Leclercq
(LIB — FUNED).

1.1 O micro-organismo Streptococcus pneumoniae

O género Streptococcus é um grupo heterogéneo de bactérias Gram-positivas. S&o
classificados com base na morfologia da colbnia, tipo de hemoélise em meio de cultura agar
sangue, reacdes bioquimicas e especificidade sorolégica. Varios Streptococcus séo
considerados importantes para a microbiota normal de animais e seres humanos, porém
alguns podem também ocasionar doencgas, como S. pneumoniae (PATTERSON, 1996).

S. pneumoniae foi isolado pela primeira vez por Louis Pasteur em 1881. E uma bactéria
Gram-positiva, oval, e suas células estédo dispostas aos pares ou em cadeias curtas (Figura
1) (MURRAY et al., 2004; CDC, 2012).
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Figura 1: Cocos de S. pneumoniae. Amostra de escarro corada pelo método de coloracdo de Gram.
Os cocos de S. pneumoniae estdo indicados pela seta preta.
Fonte: http://www.microbeworld.org

S. pneumoniae faz parte da microbiota comensal do trato respiratério superior e,
embora a colonizacao seja, principalmente, assintoméatica, esta pode evoluir para uma doenca
respiratoria ou até mesmo sistémica (VELASCO et al., 1995; BOGAERT et al., 2004). Sendo
assim, 0 pneumococo expressa uma matriz de fatores de viruléncia de forma coordenada
permitindo que a invaséo dos tecidos seja bem sucedida.



Dentre estes fatores, S. pneumoniae possui uma capsula polissacaridica que € o seu
principal fator de viruléncia, a qual reduz a sua retencédo nas secre¢cfes mucosas presentes
na cavidade nasal. Quasetodas as capsulas polissacaridicas pneumocadcicas sdo carregadas
negativamente, 0 que poderia aumentar a sua repulsdo aos mucopolissacarideos que sdo
encontrados no muco. A camada inferior a capsula, a parede celular, consiste em
polissacarideos e &cido teicdico e serve como uma ancora para proteinas de superficie do
pneumococo associadas a parede celular. Estas proteinas por sua vez, medeiam a adeséo
do pneumococo ao revestimento epitelial do trato respiratorio. A adesao destas proteinas a
carboidratos presentes na superficie das células epiteliais € o processo pelo qual ocorre a
colonizagéo assintomatica (BOGAERT et al., 2004).

No geral, a colonizagdo ndo é seguida por uma doenca sintomatica. A converséo de
uma colonizac&o assintomatica para uma doenca invasiva requer a producdo local de fatores
inflamatérios. A cascata inflamatoria muda o tipo e o nimero de receptores da célula epitelial
alvo. O pneumococo por sua vez interage com estes receptores por intermédio de proteinas
presentes na superficie de sua parede celular. Esta interacdo pode resultar na internalizacéo
dos pneumococos resultando na invasdo de bactérias vivas. Os fatores pneumocadcicos que
permitem que as barreiras epiteliais do tecido do hospedeiro sejam violadas durante a
progresséao da colonizagéo para a infecgao invasiva sao pouco compreendidos. (BOGAERT
et al., 2004; KADIOGLU et al., 2008).

1.2 Aspectos imunoldgicos associados ao S. pneumoniae

Uma das func¢des fisiologicas do sistemaimune é a defesa contra agentes infecciosos.
A defesa contra estes agentes € mediada pelas reac¢des iniciais da imunidade inata e as
respostas tardias da imunidade adaptativa (ABBAS et al., 2008).

A resposta imune inata é a primeira linha de defesa contra agentes patogénicos e é
mediada pelos fagécitos. Este tipo de resposta baseia-se no reconhecimento de micro-
organismos atraves dos receptores de reconhecimento de padrdo (PRRs). Os PRRs sé&o
capazes de reconhecer componentes microbianos conhecidos como padrdes associados a
patdgenos (PAMPs). Diferentes PAMPs interagem com PRRs especfficos, ativam vias de
sinalizacdo e levam a respostas distintas (AKIRA et al., 2006).

Os PRRs sao expressos em células do sistema imune inato e em outros tipos de
células como as epiteliais. Esses receptores podem ser classificados em trés familias com
base em suas fungdes. A primeira familia refere-se aos receptores que Sdo expressos na
superficie das células e medeiam o reconhecimento e internalizacdo dos micro-organismas.
Entre essas moléculas sdo encontrados os receptores CD14 e receptor de lectina tipo C
(CLR). A segunda familia é constituida pelos receptores de sinalizagdo, que incluem os
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receptores do tipo Toll (TLRs) e os receptores de dominio de oligomerizacao de ligacdo de
nucleotideos (NLRs). Receptores desta familia podem ser expressos na superficie das células
ou intracelularmente. Ja a terceira familia de PRRs é composta por moléculas soluveis,
também chamadas de opsoninas, que faciltam o reconhecimento e eliminacdo pelos
fagécitos, além de algumas também serem envolvidas na ativacdo da via do complemento.
Os TLRs sédo os PRRs mais amplamente estudados e sdo considerados como sendo 0s
sensores primarios contra agentes patogénicos (JEANNIN et al., 2008; KUMAR et al., 2011;
SHIN & BRODSKY, 2015).

Os TLRs reconhecem, coletivamente, lipideos, carboidratos, peptideos e acidos
nucleicos e podem ser expressos, extra ou intracelularmente, em varias células imunitérias,
incluindo macrofagos, células dendriticas, células B, tipos especificos de células T e em outros
tipos de células como fibroblastos e células epiteliais. Os TLRs que estdo localizados na
superficie das células sdo do tipo 1, 2, 4, 5 e 6 e reconhecem PAMPs provenientes de
bactérias, fungos e protozoarios. Os localizados no compartimento intracelular séo do tipo 3,
7, 8 e 9 e reconhecem &cidos nucleicos derivados de virus e bactérias. Esses receptores
regulam a respostaimune através da ativacao de varios fatores de transcricdo como NF-kB e
IRF 3/7 que, por sua vez, induzem a producdo de citocinas pro-inflamatérias e interferon tipo
I (AKIRA et al., 2006; TRINCHIERI & SHER, 2007; KUMAR et al., 2011; PORTOUet al., 2015).

O TLR2 desempenha um importante papel na deteccéo de bactérias Gram-positivas,
incluindo o pneumococo, e esta envolvido no reconhecimento do acido lipoteictico (LTA),
lipoproteinas e peptideoglicano (PG). O TLR4 foi identificado, primariamente, em reconhecer
LPS (lipopolissacarideo), mas ele reconhece também outros ligantes como a pneumolisina
(Ply) produzida pelo S. pneumoniae. O DNA bacteriano também possui atividade inflamatéria
gue é reconhecido pelo TLR9 (AKIRA et al., 2006; CALBO & GARAU, 2011; KUMAR et al.,
2011). Apds a ativacao destes receptores, a célula libera varias citocinas que induzem uma
cascata de reacdes inflamatdrias, incluindo o recrutamento de neutréfilos. As principais
citocinas liberadas pelas células fagociticas s&o o fator de necrose tumoral (TNF-a), a
interleucina-1B (IL-1B) e a IL-6. IL-1B e TNF-a agem sobre as células endoteliais vasculares
locais, aumentam a permeabilidade e a vasodilatacdo e regulam positivamente moléculas de
adesdo, como, por exemplo, a E-selectina, P-selectina e a molécula de adeséao celular-
vascular 1 (VCAM-1), para permitir o influxo de neutréfilos e outros linfécitos do sangue para
o local da infecgcéo (Figura 2) (KANAMORI et al., 2011).



S. pneumoniae Circulagao

o"“’gp . o2

|| MAC-1
PigR || Laminina P-selectina ]JE-selectina ICAM-1
U v
f [ = [ 1 I )t ]
Membrana '|

basal A : | Recrutamento de
O O neutréfilos
.‘I v
Multiplicagao l // 9 e

Q Q Citocinas
s O Quimiocinas
Ply \ LTA Pepnde licano

TvLBf‘_,; 4> L

Figura 2: Ativacdo da resposta inflamatéria por S. pneumoniae. Os receptores TLRs séo ativados
por diferentes fatores de S. pneumoniae que induzem a producdo de citocinas e quimiocinas
permitindo o recrutamento de neutréfilos para o local da infecgéo.

Fonte: Adaptado de Kanamori et al., 2011.

O sistema do complemento é uma parte do sistema imune inato e é constituido de
proteinas séricas e de membrana que contribuem para a defesa do hospedeiro. O sistema
procede através de trés vias controladas: a via classica, a de lectina e a alternativa (ALBERTS
et al.,, 2002; DEGN & THIEL, 2013). A via classica € dependente de anticorpos e ocorre
guando anticorpos circulantes se ligam a patdgenos especfificos e, apenas IgM e IgG, séao
capazes de ativar o complemento suficientemente (EHRNTHALLER et al., 2011). Ao contrario
da via classica, avia de lectina ndo reconhece complexo antigeno anticorpo, esta via emprega
receptores codificados por uma linha germinal de PRRs, como lectina de ligagdo a manose
(MBL), que pode ligar a PAMPs comuns de varios micro-organismos. E a via alternativa é
ativada quando C3, que é muito abundante no plasma, sofre hidrélise espontanea e se liga a
superficie de patdgenos. A ativagcdo do complemento culmina em cascatas proteoliticas que
terminam na opsonizacdo e lise do patégeno (DUNKELBERGER & SONG, 2010). Em
mecanismos de defesa contra S. pneumoniae, a importancia do complemento é confirmada
pelo fato de que o pneumococo utiliza uma variedade de mecanismos de evaséo, incluindo a
capsula que contribui para a protecao contra a opsnofagocitose (PATERSON & ORIHUELA,
2010).



Durante os mecanismos daresposta imune inata, moléculas de sinalizagao liberadas
comecam a mobilizar forgas para o sistema imune adaptativo (ALBERTS et al., 2002). As
respostas imunes adaptativas sédo altamente especificas para um agente patogénico em
particular e também podem fornecer protecédo a longo prazo. Este sistema é baseado em
linfécitos, receptores antigénicos adaptativos (BCR e TCR) e pelo complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) que, em humanos, € conhecido como antigeno leucocitario
humano (HLA) (ALBERTS et al., 2002; FLAINIK & PASQUIER, 2004; DANILOVA &
AMEMIYA, 2009).

Durante a respostaimune, os linfécitos B podem ser ativados diretamente por micro-
organismos invasores, seja por deteccao de PAMPs através de PRRs, ou de antigenos
especfificos através do BCR. A ativacéo direta de linfocitos B leva a uma diferenciacéo destas
células em plasmdcitos, que sdo células de vida curta e produtoras de anticorpos de baixa
especificidade (Figura 3) (NOTHELFER et al., 2015). Este tipo de resposta ocorre
independente da participacdo de linfocitos T e, portanto, é denominada de T-independente
sem a formacdo de memdria imunologica, também conhecida como imunidade humoral
(WEINTRAUB, 2003).
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Figura 3: Ativacédo de linfécitos B. Representacdo esquematica das respostas T-independente e T-
dependente.
Fonte: Adaptado de Nothelfer et al., 2015.

A imunidade celular mediada pelos linfécitos T baseia-se em determinantes proteicos.
A ativacao destas células ocorre através do reconhecimento de antigenos que estao ligados
a moléculas de MHC de classe lou Il. As células apresentadoras de antigenos (APCs) séo as
responsaveis em apresentar antigenos aos linfocitos T, mediante moléculas de MHC.
Antigenos provenientes de agentes patogénicos extracelulares sé&o apresentados por APCs,



por intermédio de moléculas de MHC de classe Il aos linfécitos T CD4*, também conhecidos
como T helper (Th) (VYAS etal., 2008; RAMACHANDRA etal., 2009; ELIOS et al., 2011). Em
resposta a patdégenos, células Th podem se diferenciar em Thl, Th2 ou Thl7, sendo que a
natureza da resposta pode ser influenciada por diferentes agentes invasores (NETEA et al.,
2005; ELIOS etal., 2011). Diferentes tipos de células Th produzem perfis distintos de citocinas
com um papel central na modulag&o das respostas imunes. Células Thl produzem citocinas
pro-inflamatorias como IL-2 e interferon-y (INF-y) e estdo envolvidos na imunidade celular.
Células Th2, por outro lado, produzem IL-4, IL-5 e IL-13 e estdo envolvidos na imunidade
humoral, regulando a proliferacéo de células B e a mudanca de classe de anticorpos. J&4 as
células Thl7 produzem citocinas pré-inflamatérias como IL-17 e desempenham um
importante papel na inducdo da inflamagéo (DONG & FLAVELL, 2001; SAITO et al., 2010).
As respostas mediadas por Th1l7 sdo essenciais na depuracao de bactérias colonizadoras,
como o pneumococo, porém fagocitos efetores de depuracdo bacteriana, dependentes de
células Thl7, podem variar se o hospedeiro tiver sido previamente exposto a bactéria
(DOCKRELL et al., 2012).

Células Th também cooperam com linfécitos B para a producdo de anticorpos que
opsonizam micro-organismos extracelulares e neutralizam suas toxinas (ELIOS et al., 2011).
Para isto, linfocitos B apresentam antigenos aos linfécitos T, via molécula MHC de classe Il.
A interacdo dessas células resulta na ativacdo de co-receptores na superficie de linfécitos B,
como CD40, que interage com CD40L de linfécitos T CD4*. Esta ativacdo conduz a uma
maturagdo de afinidade de anticorpos gerando plasmdocitos de vida longa e linfocitos B de
memoria (Figura 3) (NOTHELFER et al., 2015). A memoria imunoldgica é caracterizada pela
capacidade de reagir, especificamente e mais rapidamente, a patdgenos ou antigenos. Esta
resposta rapida e eficiente € a base da vacinacdo (GOURLEY et al., 2004).

Antigenos provenientes de patdgenos intracelulares, como virus e bactérias, sdo
apresentados pelas APCs via moléculas de MHC de classe | aos linfocitos T CD8*, também
conhecidos como citotoxicos (CTLs) (VYAS et al., 2008). A ativacdo de linfocitos T CD8* ndo
resulta somente em proliferacdo, mas também na diferenciacdo da célula ativada, e neste
caso podem ser divididas em quatro grupos: virgem, célula de memoaria, efetor/memoria e
efetora. Um linfécito T CD8* virgem muda para o estado de memaoria em respostaa exposicao
a um antigeno transformando-se, gradualmente, em efetor. CTLs de memdria, ndo
conseguem destruir a célula alvo, mas podem proliferar e produzir citocinas em resposta a um
antigeno. CTL efetor/memoria produz niveis elevados de citocinas e possui atividade
citotdxica limitada e células efetoras expressam niveis elevados de perforinas e apresentam
forte atividade citolitica. A classificacdo fenotipica para distinguir entre linfécitos virgem,
memoria e efetor € dada pela distin¢cao dos receptores co-estimuladores CD27 e CD28 bem
como CD45RA ou CD45R0O (ANDERSEN et al., 2006).



1.3 Sintomas e Diagndstico

O estado imunolégico do individuo, bem como a viruléncia da linhagem, & que ira
determinar se 0 pneumococo permanecera confinado a nasofaringe ou tornar-se-a invasivo.
(VELASCO etal., 1995; BOGAERT et al., 2004). S. pneumoniae pode causar, principalmente,
pneumonia, meningite e sepse em criancas e adultos e é a causa mais comum de otite média
aguda em criancas (LYNCH & ZHANEL, 2010). A infec¢ao pneumocécica pode provocar uma
irritacdo leve nas vias aéreas superiores, seguida de tosse e expectoracdo, devido a
proliferacao bacteriana e resposta inflamatoria nos alvélos, além de febre devido a liberacdo
de citocinas e outras substancias pirogénicas. Outros sintomas como dificuldade de respirar
e dor toracica podem aparecer e a presenca de dores de cabeca, dor ou rigidez no pescogo
levantam o espectro de meningite (MUSHER, 1992; TORTORAet al., 2005; POLL & OPAL,
2009).

O diagnéstico pode ser feito isolando o pneumococo da garganta, escarro e outros
liguidos e inoculado em placas, contendo meio de cultivo &gar sangue, e incubadas em estufa
CO:za 37°C. As coldnias sao umbilicadas e a-hemoliticas, devido a producéo de pneumolisina
gue causa hemdlise parcial das hemacias, formando um halo esverdeado, resultado da
oxidacdo da hemoglobina em meta-hemoglobina pelo peréxido de hidrogénio secretado pela
bactéria. Sendo assim, exige meio suplementado com produtos sanguineos. Duas inovagdes
de diagnostico também estéo disponiveis e podem ser bastante Uteis. A primeira é a detec¢éo
de um do polissacarideo C da parede celular pneumocécica, na urina, por um ensaio de
imunocromatografia. Este ensaio € mais sensivel em doengas pneumocdcicas graves e €
especialmente util em pacientes que possuem dificuldade de se obter uma amostra de escarro
adequada. A segunda sao ensaios baseados em acidos nucleicos de pneumococo (MURRAY
etal., 2002; POLL & OPAL, 2009).

1.4 Dados epidemioldgicos

A transmissdo do pneumococo ocorre atraves de secrecbes respiratérias. A
susceptibilidade € geral, entretanto os principais acometidos sdo as criangas com até 5 anos
de idade, porém as criangas menores de 1 ano e adultos com mais de 65 anos sdo mais
vulneraveis a doenga. Os individuos portadores de doengas crénicas ou imunossupressoras
também possuem maior susceptibilidade de serem infectados e adoecerem (LYNCH &
ZHANEL, 2010; MINISTERIO DA SAUDE(A), 2014).

Conforme j& mencionado, o pneumococo é um agente causador de pneumonia, otite
média, meningite e sepse. Sendo assim, a infeccdo causada por S. pneumoniae é uma das
principais causas de morbidade e mortalidade em todo o mundo (FIOCRUZ, 2009). Em 2012,
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a Organizacao Mundial da Saude (OMS) divulgou que a pneumonia € a doenga que mais
causa mortes em criangas menores de cinco anos em todo o mundo. Desses 6bitos, mais de
99% seriam registrados em paises em desenvolvimento (FIOCRUZ, 2013). De acordo com
dados levantados por Liu e colaboradores (2015), em 2013, de 6,3 milhdes de 6bitos mundiais

em criancas de até 5 anos de idade, 14,9% foram provocados por pneumonia (Figura 4).
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Figura 4: Causas globais de 6bitos em criangas em 2013.
Fonte: Adaptado de LIU et al., 2015.

Em 2000, o pneumococo foi responséavel por 14,5 milhdes de casos de pneumonia e
sepse, e 826.000 obitos em criangas de até 5 anos de idade. Estas estimativas foram obtidas
com base em casos de ocorréncia nas regides da Africa, Américas, Mediterraneo Oriental,
Europa, Sudeste Asiatico e Pacffico Ocidental (BRIEN et al., 2009).

Segundo o Boletim da Organiza¢cdo Mundial da Saude, o Brasil esta entre os 15 paises
com maior incidéncia de pneumonia em criangcas menores de 5 anos, sendo que existem
ainda 1,8 milhdes de novos casos por ano no pais (RUDAN, et al., 2008). A pneumonia &
considerada uma importante causa de hospitalizagdo no SUS (MINISTERIO DA SAUDE,
2011). No periodo de 2004-2006 a doenca pneumococica foi responséavel por 34.217
internacdes, sendo que destas, 64,8% foram ocasionadas por pneumonia pneumocadcica
(SANTOS et al., 2013).
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O pneumococo € considerado a segunda maior causa de meningite bacteriana no
Brasil. Entre 2000 e 2008, manteve-se uma meédia anual de 1.250 casos de meningite
pneumocécica e de 370 Obitos por ano. Em Minas Gerais, neste mesmo periodo, foram
registrados 1.026 casos de meningite pneumococica e 310 6bitos (MINISTERIO DA SAUDE,
2010).

1.5 Tratamento

O uso da penicilina foi considerado como tratamento de escolha para pneumonia
adquirida na comunidade desde 1940. Porém, em meados de 1970, linhagens resistentes de
S. pneumoniae foram identificadas e estes clones espalharam-se pelo mundo todo. Esta
resisténcia é causada, principalmente, por alteracfes nas proteinas ligadoras de penicilina
gue por sua vez permitem a sintense do peptideoglicano mesmo na presenca de penicilina.
Algumas linhagens que expressam resisténcia intermediaria podem ser tratadas com -
lactamicos de segunda e terceira geragdo (SCHUTZE et al., 1994; POLL & OPAL, 2009).

A resisténcia antimicrobiana aos macrolideos, fluoroquinolonas, vancomicina,
trimetoprim, e varios outros agentes antimicrobianos, também tem sido observada no mundo
todo. Quando viavel, pneumococos isolados de pacientes muito doentes devem ser
submetidos a testes de sensibilidade para garantir um tratamento seguro. Este teste &
essencialmente importante em areas geogréficas onde a resisténcia aos antibiéticos
convencionais € um problema conhecido (POLL & OPAL, 2009).

A resisténcia aos antimicrobianos é um problema crescente e de grande importancia,
pois compromete a eficicia terapéutica. Desta forma, torna-se ainda mais importante a
prevencdo das infecgdes causadas por S. pneumoniae via vacinacdo. Atualmente, existem
vacinas disponiveis para o pneumococo que, mesmo nao sendo capazes de conferir uma
ampla cobertura contra todos os sorotipos existentes, podem evitar as formas mais graves
(FIOCRUZ, 2013).

1.6 Vacinas

A descoberta, realizada por Jenner, de uma vacina contra a variola ha quase dois
séculos, foi de grande importancia para a medicina moderna. Desde entdo a vacinacao
tornou-se a formamais eficiente de evitar algumas doencas. O objetivo das vacinas é imunizar
o individuo para que seu sistemaimunol6gico possa responder, de forma rapida e eficiente,
guando entrar em contato com agente infeccioso, evitando assim o desenvolvimento e
agravamento da doenca (LILJEQVIST & STAHL, 1999; MR et al., 2004).
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Considerando os aspectos imunoldgicos apresentados neste trabalho, o controle ou
eliminacdo de uma doenca requer a inducdo de uma imunidade protetora e isto € alcancado
por programas de imunizacdo capazes de induzir uma protecdo a longo prazo. Este tipo de
imunidade €é conferido pela inducdo de células imunes de memoria que possam ser
suficientemente eficientes e agir rapidamente em caso de exposi¢cdo ao agente patogénico
(SIEGRIST, 2008).

1.6.1 Tipos de vacinas

Atualmente existem trés tipos de vacinas: primeira geragdo, segunda geracéo e
terceira geracdo que foram subdivididas conforme as novas tecnologias vacinais foram
desenvolvidas.

As vacinas de primeira geracdo representam aquelas que empregam em sua
composi¢ao o agente patogénico, porém submetido a tratamentos que levam a atenuag¢é&o ou
inativacdo do micro-organismo. As vacinas vivas atenuadas compreendem uma versao
enfraquecida do agente patogénico. S&o produzidas pela modificacdo de um virus ou bactéria
selvagem e “imitam” uma imunidade protetora induzida em individuos apds uma infecgéao.
Uma dose, relativamente pequena, do micro-organismo € administrada e replica-se o
suficiente para desencadear uma resposta imune. Vacinas contra a febre amarela e
poliomielite estdo neste grupo. As vacinas inativadas séo formuladas por organismos nao
vivos, podendo ser constituidas por qualquer virus ou bactérias inteiras, ou fracfes destes,
como, por exemplo, as constituidas de polissacarideos. Um exemplo deste tipo de vacina € a
pneumocdcica 23-Valente (CDC, 2011; PULENDRAN & AHMED, 2011; MINISTERIO DA
SAUDE(B), 2014).

As vacinas inativadas constituidas de polissacarideos presentes na cépsula do
patégeno induzem uma resposta do tipo T-independente, o que gera uma resposta de curto
prazo e sem células de memdria. Estas vacinas néo conferem resposta eficiente em criangcas
menores de dois anos, provavelmente devido a imaturidade do sistema imune. Em 1980,
suspeitou-se que, se a vacina polissacaridica fosse conjugada a uma proteina, o problema
com a resposta deficiente poderia ser superado. Sendo assim, surgiram as vacinas
conjugadas (SIEGRIST, 2008; CDC, 2011). As vacinas conjugadas possuem seus
polissacarideos constituintes ligados quimicamente a uma proteina carreadora. Essa
conjugacao permite ativar uma resposta T-dependente e, consequentemente, gerar uma
maior resposta e memoéria imunolégica (PULENDRAN & AHMED, 2011).

As vacinas de segunda geracdo sdo produzidas através da tecnologia do DNA
recombinante. Surgiram com a no¢ao de que, em alguns patdégenos, a protecéo vacinal pode
ser obtida apos a induc&o de anticorpos para um unico alvo. Sua producgao se da basicamente
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pela escolha de um gene de determinado microrganismo capaz de codificar uma proteina que
seja de relevancia para a protecao contra a doenca. Este gene € inserido em um plasmideo
gque ira permitir a transcricdo do gene em bactérias, leveduras ou células de mamiferos
(LILJEQVIST & STAHL, 1999). Atualmente, a vacina disponivel para humanos com este tipo
de formulacéo é a vacina para hepatite B.

As vacinas de DNA séo consideradas as vacinas de terceira geragdo, estas sdo um
novo avango no campo da imunizacdo. Nessas vacinas emprega-se a informacéo genética
do patdégeno responsavel pela codificagdo de proteinas que representem antigenos relevantes
para protecdo (SAHA et al., 2011). Neste caso os plasmideos transformados séo utilizados
para imunizagdo. Para essatecnologia vacinal, ainda ndo existe nenhuma disponivel parauso

humano, somente para uso veterinario.

1.6.2 Vacinas pneumocdcicas

Devido ao S. pneumoniae ser considerado uma das importantes causas de
morbimortalidade em todo o mundo, atualmente estéo disponiveis ho mercado varias vacinas
contra 0 pneumococo sendo estas de primeira geragao.

As vacinas pneumocacicas atuais sdo constituidas de polissacarideo capsular de S.
pneumoniae (KADIOGLU et al.,, 2008). Os esforcos para se desenvolver uma vacina
pneumococica eficaz comecaram em 1911. Porém, com o advento das penicilinas esse
interesse diminuiu, até que foi observado muitos pacientes ainda morrerem, mesmo sendo
tratados com antibiticos. Sendo assim, no final dos anos 1960, novos esforcos foram
concentrados para se desenvolver uma vacina pneumocdcica polivalente (CDC, 2012).

Praticamente todas as linhagens de S. pneumoniae possuem uma capsula
polissacaridica que constitui a base para sua sorotipagem com base nas diferentes estruturas
desses polissacarideos. A nomenclatura dinamarquesa classifica os sorotipos de acordo com
caracteristicas estruturais e antigénicas (VELASCO et al., 1995). Atualmente, existem mais
de 90 sorotipos de S. pneumoniae, globalmente 20 sorotipos sdo responsaveis por mais de
80% das doencas pneumocdcicas invasivas (DPI). Os sorotipos associados a DPIem todo o
mundo incluem 1, 3, 4, 6A, 6B, 7F, 8, 9V, 14, 18C, 19F e 23F. Em criancas a predominancia
é limitada sendo 6, 14, 18, 19 e 23F os mais frequentes. A distribuicdo dos sorotipos difere
entre regides geograficas e além disso muda ao longo do tempo (LYNCH & ZHANEL, 2010).

A primeira vacina pneumocacica que foi desenvolvida é a 14-valente em 1977. Porém,
esta foi substituida pela 23-valente, licenciada nos Estados Unidos em 1983. Esta é
constituida de 23 antigenos polissacarideos, 1, 2, 3, 4, 5, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F,
14, 15B, 17F, 18C, 19A, 19F, 20, 22F, 23F e 33F, fabricada pela Merck and Company, Inc
(Pneumovax 23) e Lederle Laboratories (Pnu-Immune 23) (CDC, 1997).
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Infelizmente, esses antigenos polissacarideos possuem a desvantagem de
desencadear uma resposta T-independente e, portanto, ndo induzem uma memoria
imunolégica. Essa desvantagem foi superada, entdo, com a conjugacdo a proteinas
carreadoras capazes de desencadear uma resposta T-dependente (KADIOGLU et al., 2008).
Sendo assim, foi desenvolvida a Prevnar 7 (PCV-7), em 2000, nos Estados Unidos. Esta foi a
primeira vacina contra o S. pneumoniae conjugada a uma proteina diftérica (CRMo7). A PCV-
7 protege contra 7 sorotipos diferentes. Nela estéo inclusos polissacarideos dos sorotipos 4,
6B, 9V, 14, 18C, 19F e 23F. Estes sorotipos foram considerados responsaveis por 83% das
doencgas invasivas em criangas menores de 4 anos de idade (BLACK et al., 2000). Esta vacina
teve um grande impacto, sendo observada queda significativa das infec¢cdes por S.
pneumoniae, tanto em adultos gquanto em criangas. A terceira vacina que foi desenvolvida, a
Synflorix 10 (PCV-10), possui trés sorotipos a mais que a PCV-7, que sdo 1, 5 e 7F. Em 2010,
essa vacina foi incluida no Calendario Basico de Imunizacdo pelo Programa Nacional de
Imunizacdes (MINISTERIO DA SAUDE, 2010). Por fim, em 2010 foi aprovada pela Food and
Drug Administration (FDA) a Prevnar 13 (PCV-13) que possui 0s sorotipos inclusos na PCV-
10 acrescidos de mais trés, 3, 6A e 19A (CILLONIZ et al., 2012).

Embora as vacinas existentes possuam, em sua COMpOSIGa0, 0S SOrotipos mais
prevalentes, estas ndo sdo capazes de conferir uma ampla protegcdo vacinal contra S.
pneumoniae. Além disso, foi mostrado que a pressao seletiva exercida pelo uso da vacina
induz uma redistribuicdo dos sorotipos circulantes diminuindo, assim, a eficicia ao longo dos
anos (HUANG et al.,, 2005). Sendo assim, busca-se o desenvolvimento de uma vacina
baseada em um antigeno proteico conservado entre varios sorotipos de S. pneumoniae, de
maneira a aumentar a cobertura vacinal e estimular uma resposta T-dependente no sistema

imune, sem a necessidade de conjugacdo a uma outra proteina.

1.7 Proteinas pneumocdcicas de importancia imunogénica

Ao longo dos ultimos 15 anos, a importancia das proteinas pneumocacicas tornou-se
evidente. A pesquisa nessa area tem sido estimulada pela percepc¢ao de que essas proteinas
representam um caminho promissor para o desenvolvimento de vacinas (KADIOGLU et al.,
2008). Algumas proteinas ja foram identificadas e classificadas quanto a sua viruléncia e o
seu potencial de protecéo foi avaliado quando empregada em uma vacina, como a Proteina
de Superficie do Pneumococo A (PspA) e Proteina de Superficie do Pneumococo C (PspC)
(Figura 5).
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Figura 5: Estrutura celular e proteinas do pneumococo. S. pneumoniae possui uma capsula
polissacaridica (Cps) e secreta proteinas que contribuem com diferentes mecanismos de evaséo
(Ply e protease IgAl). Além disso o pneumococo possui diversas proteinas como importantes
fatores de viruléncia e que podem ser utilizadas como potenciais alws vacinais, como as proteinas
de superficie (PspA, PspC e Cps), adesdo pneumocécica (PsrP, NanA, Eno e PavA), ligacdo a
metais (Pili, PsaA e PiaA/ PiuA), ancoragem de proteinas a parede celular (SrtA), autolisina (LytA)
e hialuronidase (Hyl).

Fonte: POLL & OPAL, 2009.

A PspAé um importante fator de viruléncia de S. pneumoniae por impedir a ligagéo do
complemento a sua superficie (ROLO et al., 2009). Wu e colaboradores (1997) mostraram
gue camundongos foram protegidos contra ainfec¢&o por S. pneumoniae quando imunizados
com PspA, via intranasal. Essa prote¢do foi de 70% dos camundongos imunizados com a
proteina comparado aos animais controle onde ndo houve animais sobreviventes neste
experimento. A PspC é importante na adeséo e colonizagdo de S. pneumoniae e um estudo
desenvolvido por Balachandran e colaboradores (2002) mostrou que animais imunizados com
PspC foram protegidos contra sepse.

Apesar dessas proteinas, utilizadas separadamente, ja terem demonstrado eficacia

parcial na protecdo em camundongos contra desafio com S. pneumoniae, a combinacgéo de
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proteinas imunogénicas parece ser uma melhor alternativa para protecdo contra 0
pneumococo. Por exemplo, a combinacdo entre as proteinas PspA, PspC e Pneumolisina
(PdB) foi capaz de oferecer uma protecdo melhor quando comparado ao seu potencial de
protecédo individual (OGUNNIYI et al., 2007).

1.7.1 A proteina Sortase A

Todas as células sdo estruturadas em compartimentos que cumprem funcdes
biolégicas especificas (SCHNEEWIND et al., 1993). Como, por exemplo, as Sortases que sao
enzimas bacterianas que medeiam aligagcdo covalente de proteinas de superficie de bactérias
Gram-positivas a parede da célula (CHEN et al., 2005).

As sortases sao classificadas em diferentes grupos com base em homologia de
sequéncia e o substrato para clivagem. Enzimas Sortases de classe A estdo presentes em
todas as bactérias Gram-positivas e reconhecem o motivo LPXTG de proteinas de superficie.
Enzimas Sortases de classe B reconhecem o motivo NP(Q/K)TN de proteinas que estédo
envolvidas no transporte do grupo heme. Sortases de classe C reconhecem o motivo
(VL)(P/AYXTG e séo especificos de pilina. E as de classe D reconhecem o motivo LPNTA e
S0 expressos em micro-organismos que formam esporos. Além destas classificacfes, muitas
sortases receberam designacdes que se relacionam com sua ordem de descoberta.
(HENDRICKX et al., 2011).

A Sortase A (SrtA) possui um residuo de cisteina altamente conservado que ataca,
nucleofilicamente, a carbonila do residuo de treonina no motivo LPXTG (leucina, prolina, X,
treonina e glicina, onde X é um aminoacido qualquer), hidrolisando a ligacdo peptidica entre
treonina e glicina, criando um complexo proteina-sortase via ligacao de tioacilo. A proteina &
entdo transferida pela sortase para o lipideo Il da parede celular. O grupo amina desta
molécula ataca entdo a ligagao de tioacilo criando outro complexo, lipideo lI-proteina. Por fim,
reacOes de transglicosilacéo e transpeptidacédo que sintetizam a parede celular incorporam
esse produto ao peptideoglicano (Figura 6) (CHEN et al., 2005; SPIRIG et al., 2011).
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Figura 6: Ancoragem de proteinas de superficie mediada por SrtA.
Fonte: Adaptado de Hendrickx et al., 2011.

A SrtA estaassociada no processamento de proteinas de superficie de varias bactérias
patogénicas, incluindo Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Listeria
monocytogenes, Streptococcus mutans, Streptococcus gordonii, Streptococcus pyogenes e
Streptococcus pneumoniae. (PATERSON & MITCHELL, 2006; SPIRIG et al., 2011). A SrtA
possui um importante papel na viruléncia desses micro-organismos, umavez que estudos ja
mostraram que quando SrtA é eliminada, a capacidade de infectar os animais é fortemente
reduzida (PATERSON & MITCHELL, 2006; GIANFALDONI et al., 2009). Kharat e Tomasz
(2003) demonstraram que a inativacdo da SrtA no pneumococo resultaram em uma
diminuic&o da aderéncia em células epiteliais de faringe, in vitro. Mazmanian e coloboradores
(2000) também demonstraram que S. aureus, sem o gene srtA, apresentaram deficiéncia no
processamento de proteinas de superficie e, consequentemente, deixaram de ancorar
proteinas de superficie, levando a uma reducdo da capacidade destes mutantes em
estabelecer a infeccéo.

Por ser uma proteina conservada e por estar associada ao potencial de viruléncia de
S. pneumoniae, a SrtA € uma potencial candidata para ser incluida em uma vacina contra o
pneumococo. Um estudo realizado por Gianfaldoni e seus colaboradores (2009) mostrou que
camundongos imunizados com esta proteina tiveram protecéo contra desafio intraperitoneal
com S. pneumoniae de diferentes linhagens. Outro estudo desenvolvido por Min e
colaboradores (2012) mostrou que a SrtA teve seu potencial de protegcdo aumentado quando
combinada as proteinas glutamil tRNA sintetase (Gts) e proteina de transporte de poliamina
D (PotD) de S. pneumoniae, um aumento de 40% de sobrevivéncia em desafio intranasal.
Diante destes resultados, a SrtA é considerada um antigeno promissor para ser incluso em

uma vacina contra S. pneumoniae formulada com antigenos proteicos.
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2 JUSTIFICATIVA

As doencas ocasionadas pela infec¢cdo por S. pneumoniae sdo consideradas um
problema de saude publica mundial. Embora existam antibiéticos para o tratamento dessas
infec¢bes, sabe-se que o indice de bactérias resistentes a essas drogas vem crescendo
substancialmente. Sendo assim, a melhor forma de solucionar o problema é através da
vacinacdo. De acordo com Vespa e colaboradores (2009), a partir de dados obtidos entre o
periodo de 2001 e 2006, no Brasil, apés a inclusédo da vacina pneumocécica PCV-7, houve
uma reducdo de 7% nos casos de otite média, 3% nas pneumonias, 25% nas confirmadas
radiologicamente, 65% de sepse, 65% de meningite e 16% das mortes associadas a infec¢des
pelo S. pneumoniae.

Porém, mesmo as vacinas existentes, até o momento, apresentarem eficiéncia
significativa, foi demonstrado que o uso da vacina induz redistribuicdo dos sorotipos nao
inclusos nas mesmas, com uma tendéncia de aumento da incidéncia da doenga nos anos
subsequentes, através da diminuicdo da eficiéncia das vacinas existentes (HUANG et al.,
2005). Sendo assim, a busca de uma vacina contra S. pneumoniae, baseada em antigenos
proteicos conservados, € atraente, pois, além de conferir uma ampla cobertura, uma vacina

de tecnologia nacional exigiria um menor dispéndio do governo.
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3 OBJETIVO

Identificacdo e caracterizacdo do potencial imunogénico da proteina SrtA de S.
pneumoniae.

3.1 Objetivos especificos

e Caracterizacao, in silico, do potencialimunogénico da proteina SrtA de S. pneumoniae;

e Producéo heterdloga da proteina SrtA;

e Avaliacdo darespostaimune gerada pela vacinagdo com a proteina SrtA recombinante
em modelo animal.
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4 METODOLOGIA

4.1 Caracterizacao in silico da proteina SrtA

4.1.1 Predicao de peptideo sinal e hélice transmembrana

O gene srtA de uma linhagem de S. pneumoniae, proveniente de um isolado clinico
referente ao sorotipo 14, foi utilizado como sequéncia modelo neste trabalho. A busca das
regides de peptideo sinal e hélice transmembrana, utilizando a sequéncia de aminoacidos da
SrtA, foi realizada a partir da ferramenta InterProScan 5
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/pfa/iprscan5/), a qual € uma ferramenta que combina diferentes
meétodos de reconhecimento de padrdes de proteinas e permite a identificacdo de dominios
conservados (QUEVILLON et al., 2005). A predicdo da topologia da proteina foi realizada
utilizando a ferramenta SignalP 4.1 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) que utiliza uma
combinacdo de redes neurais artificiais treinadas com sequéncias contendo dominios
transmembrana e ndo contendo estes segmentos (PETERSEN et al., 2011). Além destas, foi
utilizada a ferramenta TMHMM 2.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/), que prevé a
localizacao e orientagédo de a-hélices que atravessam a membrana de proteinas baseada no
modelo de Markov (SONNHAMMER et al., 1998).

4.1.2 Alinhamento de sequéncias e construcao da arvore filogenética

Para avaliar o grau de conservacéo entre diferentes sequéncias de SrtA de linhagens
distintas de S. pneumoniae, foi feito um alinhamento multiplo entre as sequéncias, tanto de
nucleotideos quanto de aminoécidos, utilizando a ferramenta  Clustalw2
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/). As sequéncias foram obtidas através de consulta
ao banco de dados do NCBI — National Center for Biotechnology Information -
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e no SPGDB - Streptococcus pneumoniae Genome Database
— (http://pranag.physics.iisc.ernet.in/fSPGDB/). Para avaliar o nivel de identidade entre as
diferentes linhagens utilizou-se o programa BLAST — Basic Local Alignment Search Tool —
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastp&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK
_LOC-=blasthome). A partir do alinhamento pelo ClustalW2, construiu-se uma arvore
filogenética com base na sequéncia do gene srtA, a fim de avaliar a classificacdo evolutiva
entre diferentes linhagens de S. pneumoniae em relagédo ao gene.

Avaliou-se também o nivel de identidade entre a proteina SrtA de S. pneumoniae e
proteinas SrtA de diferentes bactérias Gram-positivas, sendo elas: S. agalactiae, S. pyogenes,
S. mutans, S. aureus, S. epidermidis e L. monocytogenes. Para esta finalidade, as sequéncias
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das SrtAs foram alinhadas separadamente com a SrtA de S. pneumoniae sorotipo 14

utilizando a ferramenta ClustalW2 e o nivel de identidade foi avaliado pelo BLAST.

4.1.3 Predicdo de epitopos

Para identificar por¢des antigénicas das proteinas com base na busca por epitopos de
células B, utilizou-se a plataforma IEDB — Immune Epitope Database and Analysis Resource
- (http://lwww.iedb.org/). A predic&o foi realizada levando em consideracéo a localizagao de
epitopos lineares, a hidrofilicidade e a acessibilidade dos epitopos.

Para a predicdo de epitopos para HLA de classe Il adotou-se o Web-software
NetMHCII 2.2 (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetMHCII/) que prediz o potencial de ligacéo de
peptideos a alelos HLA-DR, HLA-DQ, HLA-DP e alelos de MCH de classe Il de camundongo.
Todos os possiveis peptideos de 15-mer dentro de uma sequéncia de aminoacidos recebem
uma classificacao baseada na afinidade de ligacao do peptideo de 15-mer aos alelos de HLA.
Os peptideos podem ser classificados em peptideos de forte ligacdo, baixa ligagdo ou ndo
receberam classificagédo por ndo terem atingido o score de ligacdo (NIELSEN & LUND, 2009).

4.2 Producdo heterodloga da proteina SrtA

4.2.1 Extragcao do DNA gendmico de S. pneumoniae

O DNA genbmico de S. pneumoniae, referente ao sorotipo 14, foi fornecido pelo
Servico de Doencas Bacterianas e Fungicas (SDBF) da Diretoria do Instituto Octévio
Magalhdes na FUNED. A linhagem foi isolada a partir de amostras clinicas positivas para
meningite recebidas pelo SDBF e foram cultivadas em meio de cultivo 4gar sangue. Apds a
semeadura, as placas foram incubadas a temperatura de 35°C +/- 1°C, na presenca de 5 a
10% de COz2, por um periodo de 24 a 38 horas. O DNA genémico de S. pneumoniae foi
extraido utilizando o kit comercial Bacteria Genomicprep Mini Spin Kit (GE Healthcare)
seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante. O DNA foi armazenado a -20°C até o uso.

4.2.2 Amplificacdo da ORF codificadora da proteina SrtA por PCR

Iniciadores especificos foram desenhados para a ORF (srtA) que codifica a proteina
SrtA, baseando-se na sequéncia disponivel no NCBI. Foram incluidos sitios de restricao para
0 reconhecimento das enzimas Xhol e Ndel para futura clonagem no vetor pET-21a. Os
iniciadores foram desenhados de maneira a criar uma delecdo na regido N-terminal da SrtA
em 30 aminoacidos. As sequéncias dos iniciadores utilizados estdo descritas na Tabela 1.
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Tabela 1: Sequéncias dos iniciadores

INICIADORES
Forward -30aa 5 CTCCTCATATGTTGATTTTTAATACTCAAATTCG 3
Reverse Completo 5 CCCCCCTCGAGATAAAATTGTTTATATGGTTGA 3

A ORF de interesse foi amplificada através da reacédo em cadeia da polimerase (PCR),
utilizando reagentes da marca Thermo Scientific. As rea¢des foram realizadas nas condigdes
descritas na Tabela 2.

Tabela 2: Protocolo experimental para a PCR
Reagentes para PCR

Reagente Concentragao Volume

PCR Master Mix 2X 12,5 pL
Iniciador Forward 5 pmol/pL 1,0 pL
Iniciador Reverse 5 pmol/uL 1,0ppL
DNA gendmico 67,8 pg/mL 2,0 pL
Agua Milli-Q autoclavada - 8,5 UL
Volume total - 25 uL

As reacgdes foram realizadas com 35 ciclos, precedidos por um periodo de 4 minutos
a 94°C. Cada ciclo foi composto por 30 segundos de desnaturacdo a 94°C, 30 segundos de
anelamento a 52°C e 60 segundos de extensdo a 72°C. Ao final dos 35 ciclos, a temperatura
foi mantida a 72°C por um periodo de 5 minutos e posteriormente, reduzida a 4°C. O
termociclador utilizado foi 0 GeneAmp Thermal Cycler 9700 (AppliedBiosystems). O produto

de PCR foi resolvido em gel de agarose 1,0% corado com brometo de etideo (0,5 pg/mL).

4.2.3 Clonagem da ORF srtA

Para iniciar a etapa de clonagem, foi realizada uma purificacdo do produto de PCR
usando um protocolo de precipitacdo com glicogénio. Para cada 30 pL do produto foram
adicionados 2 pL de acetato de amoénia (7,5 M), 2 uL de glicogénio (20 mg/mL) e 30 uL de
etanol absoluto gelado. Os tubos contendo a amostra foram homogeneizados com pipeta e
incubados em gelo durante 20 minutos. As amostras foram centrifugadas a 16.430 g a 4°C
por 15 minutos e o sobrenadante foi descartado, cuidadosamente. Acrescentou-se 200 L de

etanol 70% gelado e as amostras foram centrifugadas a 16.430 g a 4°C por 10 minutos. O

22



sobrenadante foi descartado, cuidadosamente, e o precipitado incubado a 37°C durante 30

minutos para evaporacdo completa do etanol.

4.2.3.1 Digestao, desfosforilacdo e reacao de ligacao

A ORF de interesse purificada foi clonada no vetor pET-21a (Figura 7). A escolha
desse vetor foi baseada em algumas de suas propriedades importantes, como presenca de
uma cauda de histidina, que facilita tanto a purificagdo quanto o seu reconhecimento nos
ensaios de Western Blot e a presenca do operador lac com seu sistema de indugé&o por IPTG
(B-D-isopropil-tiogalactopiranosideo), um indutor de transcri¢céo genética.
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Figura 7: Mapa do vetor pET-21a. Representacdo esquematica do vetor pET-21a evidenciando o
promotor T7, o operador lac, sitios de reconhecimento por diferentes enzimas de restricdo e cauda
de histidina.

Fonte: Novagen, 1998.

23



A clivagem pelas enzimas de restri¢éo tanto para o gene srtA quanto para o plasmideo
foi realizada utilizando 1 pg de DNA, conforme protocolo recomendado pela Thermo Scientific.
Para a primeira digestao, utilizou-se a enzima Ndel. As amostras foram submetidas a banho
maria a 37°C por 3 horas. ApGs incubacédo, os dois produtos foram submetidos a uma
purificac&o utilizando o protocolo de precipitagdo com glicogénio e, apés, foram submetidos a
segunda digestdo com a enzima Xhol, seguindo as mesmas condigdes da primeira digestéo.
Ap6s cada digestdo, a qualidade do produto foi analisada por eletroforese em gel de agarose
1% corado com brometo de etideo (0,5 pg/mL).

A seguir, o plasmideo foi submetido a uma etapa de desfosforilagdo com a enzima
Shrimp Alkaline Phosphatase — SAP seguindo o protocolo recomendado pela Fermentas,
utilizando 0,5 pg do plasmideo pET-21a. Incubou-se a 37°C em banho maria por 1 hora para
acdo da enzima, seguida de incubacao por 15 minutos em banho maria a 65°C para inativar
a enzima. Apds, vetor e o inserto foram ligados em uma proporgéo de 1:3 seguindo protocolo
recomendado pela Promega, fornecedora da enzima T4 DNA ligase, com incubacéo a 16°C
por 16 horas. Foram utilizados controles negativos, nos quais agua foi adicionada em
substituicdo ao DNA.

4.2.3.2 Preparo de células Escherichia coli NM522 quimiocompetentes

Uma pré-cultura foi preparada contendo 10 pL de E. coli da linhagem NM522 em 5 mL
de meio de cultura LB (Lennox, BioAmerica) e incubada a 37°C por 16 horas sob agitagao.
Uma aliquota de 200 pL dessa pré-cultura foi inoculada em 20 mL de meio LB, incubada com
agitacdo a 37°C por, aproximadamente, 2 horas até atingir uma densidade Optica a 600 nm
(DOeoo) entre 0,4 e 0,7. O meio de cultura contendo as bactérias foi centrifugado a 870 g por
10 minutos a 4°C. Logo depois, o sobrenadante foi descartado, o precipitado ressuspendido
em 20 mL de CaClz (50 mM) gelado e incubado por 20 minutos em banho de gelo. A
suspensdo foi centrifugada a 870 g por 10 minutos a 4°C e precipitado ressuspendido em 2
mL de CaClz (50 mM) gelado. As bactérias quimiocompetentes foram mantidas em banho de
gelo por 1 hora até serem utilizadas na transformacéao.

4.2.3.3 Transformacao bacteriana utilizando células E. coli NM522 quimiocompetentes

Para a transformacéao bacteriana com a técnica de choque térmico, foram utilizadas
células E. coli NM522 quimiocompetentes. Para cada ligagcéo, a transformacéo foi realizada
conforme seguinte protocolo: 5 pL do produto de ligagéo foi adicionado em 100 pL de células
guimiocompetentes e incubou-se em banho de gelo durante 30 minutos. Apds, aqueceu-se
0s tubos em banho maria a 42°C por 90 segundos e logo submeteu-se os tubos em banho de
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gelo por 2 minutos. Acrescentou-se em cada tubo 500 pL de meio LB para cultivo durante 1
hora a 37°C sob agitacdo. Apds este periodo, 100 pL datransformagao com a ligagao do vetor
pET-21a (pET-21a/srtA) foi semeada em meio LB agar (Lennox, BioAmerica), suplementado
com ampicilina (100 pg/mL). As placas foram incubadas em estufa a 37°C por 16 horas.
Células quimiocompetentes plaqueadas sem a transformacdo com o plasmideo foram
utilizadas como controle negativo e células quimiocompetentes transformadas com o

plasmideo, sem inserto, foram utilizadas como controle positivo.

4.2.3.4 PCR de colbnias para sele¢ao de clones positivos

Com o objetivo de selecionar clones positivos, algumas colénias foram selecionadas,
aleatoriamente e submetidas a uma PCR. A técnica foi realizada seguindo o seguinte
protocolo: cada colbnia selecionada foi inoculada em um tubo contendo 40 pL de solucéo de
lise bacteriana (Tris-HCI 20 mM pH 8,5; EDTA 2 mM; Triton x-100 1%). Os tubos foram ent&o
submetidos a um banho mariaa 62°C durante 2 minutos e apés os tubos foram submetidos a
uma centrifugagdo de 3.600 g durante 5 minutos. Desta forma, utilizou-se como molde para
amplificacdo 5 pL do lisado seguindo as condi¢cfes j& mencionadas no item 4.2.2. As reacdes
foram realizadas com 35 ciclos, precedidos por um periodo de 4 minutos a 94°C conforme
descrito anteriormente.

O produto de PCR foi visualizado em gel de agarose 1,0% corado com brometo de
etideo (0,5 pg/mL). Cada colbnia positiva foi submetida a um processo de extracdo do
plasmideo contendo o gene de interesse utilizando o kit MiniPrep da Axygen Biosciences. A
construgdo pET-21a/ srtA foi conservada a -20°C.

4.2.4 Reacao de sequenciamento

A partir da extragdo do DNA plasmideano, realizada anteriormente, foi feito um
sequenciamento automatico baseado no meétodo didesoxi, utilizando uma marcacgéo
fluorescente para cada ddNTP (dideoxinucleotideos). A reacdo de sequenciamento foi
realizada com o BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit utilizando o sequenciador
automatico Abi31-30 da Applied Biosystems seguindo as recomendacgdes do fabricante. Na
reacdo foram utilizados os iniciadores T7 promoter e T7 terminator para o vetor pET-21a
(Tabela 3).
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Tabela 3: Iniciadores utilizados na reagcdo de sequenciamento

INICIADORES
Senso: T7 Promoter 5 TAATACGACTCACTATAGGG 3
Anti-Senso: T7 Terminator 5 TATGCTAGTTATTGCTCAG 3’

4.2.5 Transformacéo da E. coli Rosetta gami com o vetor pET-21a/srtA e expressao da
proteina SrtA

O vetor pET-21a/srtA foi transformado em E. coli Rosetta gami™ B (DE3) pLysS
guimiocompetente conforme preparo mencionado nos itens 4.2.3.2 e 4.2.3.3, e 100 pyL da
transformacdo com pET-21a/srtA foi semeada em meio LB agar suplementado com 100
Mg/mL de ampicilina e 34 ug/mL de cloranfenicol. A importancia da escolha dessa linhagem
esta relacionada por esta possuir tRNAs para codons raramente usados por E. coli e possulir
mutacdes nos genes trxB e gor que facilitam o enovelamento da proteina. Algumas coldnias
transformadas foram selecionadas, aleatoriamente, e submetidas a uma PCR de col6nia para
confirmagao da presenca do vetor pET-21a contendo a ORF srtA, conforme protocolo
anteriormente descrito no item 4.2.2.

Apo6s confirmacéo do clone realizou-se a inducdo da expressao da ORF SrtA. Fez-se
uma pré-cultura com uma coldnia de interesse em meio LB suplementado com ampicilina (100
Mg/mL) e cloranfenicol (34 ug/mL). Apés 16 horas, uma aliquota da pré-cultura foi transferida
para tubo contendo meio LB, propor¢gé&o 1:50, suplementado com ampicilina (100 pg/mL) e
cloranfenicol (34 pg/mL). Aguardou-se atingir uma DOsoo de 0,4 a 0,6. A expressdo da ORF
srtArecombinante se deu através da indugao por IPTG (Figura 8). Apoés atingir a DO desejada,
retirou-se uma aliquota de 1mL do tubo, identificando-a como To (tempo zero), e adicionou-se
IPTG (1 mM) ao restante da cultura. Aliquotas de 1 mL foram retiradas a cada hora de
expressdo (durante 3 horas) visando a avaliacdo da cinética de expressdo, e foram
identificadas comoT1, Tz e Ts. Ao final da expresséao a cultura restante foi centrifugada a 1.500
g durante 10 minutos a 25°C.
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Figura 8: Esquema do sistema de inducdo de expresséao por IPTG
Fonte: Adaptado de Novagen, 2003

As aliquotas que foram retiradas a cada hora apés a inducdo foram resuspendidas em
60 uL de Tampédo de Amostra 2X com Reducgéo (TampaoTris-HCI 125 mM pH 6,8; Glicerol
20%; SDS 4%; Azul de Bromofenol 0,004%; B-mercaptoetanol 10%) para andlise da cinética
de expresséo em gel de policrilamida 15%. O precipitado decorrente da centrifugacdo, apds
a expresséao, foi submetido a uma solubilizag&o, onde 0 mesmo foi ressuspendido em tampéao
de lise (Tris-HCI50 mM pH 8,0; EDTA 2 mM), na proporc¢éo 1:10, e submetido a um banho de
gelo por 15 minutos. A seguir, sonicou-se a amostra durante 30 segundos, com intervalo de
repouso de 30 segundos a cada sonicacéao, por 3 vezes. Apés a sonicacado, centrifugou-se a
amostra a 17.400 g a 4°C por 15 minutos. Retirou-se o sobrenadante e o precipitado foi
ressuspendido com 0 mesmo volume em PBS 0,1 M e ambos foram armazenados a -20°C.
Aliguotas de cada produto solubilizado foram retiradas e homogeneizadas também com
Tampéao de Amostra 2X com Reducédo para avaliacdo da solubilidade da proteina em gel de
policrilamida 15% (SDS-PAGE — Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis,

tenséo de 220 V, corrente de 250 mA, poténcia de 120 W) e corado com Azul de Coomassie.

4.2.6 Purificagéo da proteina SrtA recombinante

A proteina SrtA recombinante foi purificada por meio de cromatografia liquida de
afinidade utilizando o aparelho AKTA Purifier (GE). A coluna utilizada foi do tipo His Trap™
FF crude 1 mL e, como ligante, foi utilizado sulfato de niquel (0,1 M), que forma um complexo
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com a cauda de histidina. Para ser aplicada na coluna, a amostra de proteinas solubilizadas
foi centrifugada a 23.700 g por 10 minutos e diluida 1 vez em Tampéo Start 20 mM de Imidazol
(Imidazol 20 mM; NazHPOa4 3,2 mM; NaH2PO4 3,2 mM; NaCl 160 mM, pH 7,4). A amostra foi
eluida em um gradiente de imidazol com Tampao de Eluicdo 500 mM de Imidazol (Imidazol
500 mM; Na:HPO4 3,2 mM; NaH:PO4 3,2 mM; NaCl 160 mM, pH 7,4) que compete com a
cauda de histidina pelo sulfato de niquel. Ao longo da cromatografia foram coletadas fragdes
de 1 mL, sendo que, as fracdes referentes ao pico de eluicdo foram concentradas no
SpeedVac Concentrator Plus (Eppendorf) e armazenadas a -20°C. Os tubos contendo a
proteina purificada foram analisados por eletroforese em gel de poliacrilamida 15% (SDS-
PAGE, tenséo de 220 V, corrente de 250 mA, poténcia de 120 W) e corado com Azul de

Coomassie.

4.2.7 Westernblot para confirmagaoda presencga da cauda de histidina e da imunogenicidade

da proteina recombinante SrtA

Aliquotas da proteina SrtA recombinante expressa (Ts) ou purificada foram aplicadas
em gel de poliacrilamida 15% (SDS-PAGE, tensao de 220 V, corrente de 250 mA, poténcia
de 120 W). Apés, foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose a uma tensao de
110 V, corrente de 400 mA, poténcia de 50 W durante uma hora, utilizando o tampéo de
transferéncia (Tris-HCI 25 mM pH 8,3; Glicina 192 mM; Metanol 20%).

Concluida a transferéncia, a membrana foi incubada em solucao de bloqueio (leite em
p6) 1:100 (0,5 g em 50 mL de PBS Tween 20 0,01%). Ap6s 1 hora, a membrana foi lavada
durante 10 minutos em agitagdo com PBS Tween 20 0,05%. Em seguida, a membrana foi
incubada a temperatura ambiente por 1 hora sob agitacdo com a solugdo de anticorpo
primario, especifica para cada analise (anti-HIS 1:3.000 da GE ou soro hiperimune de coelho
imunizado com proteina recombinante SrtA 1:1.000). Depois de incubada com os anticorpos
especificos, a membranafoi lavada novamente com PBS Tween 20 0,05% durante 10 minutos
e incubada com o conjugado (Proteina A-peroxidase 1:10.000), durante 1 hora sob agitacé&o.
A membrana foi lavada novamente com PBS Tween 20 0,05% durante 10 minutos e
adicionou-se o substrato (10 mg DAB; 20 mL Tris-HCI 0,05 M pH 8; 5 pL H2032), deixou-se em
agitacdo sob auséncia de luz até o aparecimento de bandas. A reacéo foi interrompida pela

adicdo de agua destilada.
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4.3 Avaliacdo do potencial imunogénico da proteina SrtA recombinante

O protocolo de utilizagdo de camundongos Swiss Webster foi submetido ao comité de
ética em pesquisa animal (CEUA) da FUNED e aprovado sob protocolo 060/2013. A copia da

folha de aprovacéo encontra-se no Anexo 1.

4.3.1 Imunizac¢&o dos camundongos e avaliagcdo da resposta humoral

Apds a purificacdo da proteina SrtA recombinante, 40 camundongos Swiss Webster
fémeas de 18-22 g foram utilizados para avaliar a resposta humoral induzida pela imunizagéo
com a proteina SrtA. Os animais foram separados em dois grupos, sendo 20 animais
pertencentes ao grupo controle (ndo vacinado) e 20 imunizados com a proteina SrtA
recombinante. Animais do grupo imunizado receberam 30 pg da proteina SrtA purificada
associadaa adjuvante de Freund da Sigma (na proporgéo 1:1), e os animais do grupo controle
receberam tampédo PBS 0,1 M com adjuvante de Freund (1:1), ambos via intraperitoneal.
Utilizou-se adjuvante de Freund completo na primeira imunizacdo e incompleto nas
imunizac¢fes subsequentes. Foram trés imunizac¢des nos dias 0, 14 e 28. Uma semana apds
a Ultima imunizagdao, aproximadamente, 500 UL de sangue dos animais foi coletado via caudal.

Os niveis de anticorpos presentes no soro foram avaliados por meio da técnica de
ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay). Placas de 96 pocos foram sensibilizadas
com 2,5 pg/mL da proteina SrtA recombinante em tampao de sensibilizagao (Na=COs 1,59
g/L; NaHCOs 2,93 g/L; pH 9,6) a 37°C por 2 horas. Cada placa foi lavada 2x com solugéo de
lavagem (NaCl 9,0 g/L; Tween 20 a 0,05%) e bloqueada com leite em p6 1% em tampéao PBS
0,1 M Tween 20 0,1% a 37°C por 1 hora. Em seguida as placas foram lavadas novamente e
incubadas com o soro dos camundongos diluido 1:250 em tampé&o PBS 0,1 M Tween 20 0,1%
a 37°C por 1 hora e, apés, cada placa foi lavada 4x. Para a determinagao dos niveis de IgG
total e das subclasses IgG1 e IgG2a, as placas foram incubadas com o conjugado apropriado
para cada analise (Proteina A-peroxidase 1:10.000; IgGl-peroxidase 1:5.000 e lgG2a-
peroxidase 1:3.000) a 37°C por 1 hora. Em seguida foram lavadas novamente e incubadas
com tampao citrato (OPD 5 mg/L; H202 0,4 mM; NazHPO4 7,19 g/L; CsHsO7 5,19 g/L pH 5,0)
a temperatura ambiente, sob auséncia de luz, por 20 minutos. A reacéao foi interrompida pela
adicdo de 30 pL de &cido sulfarico (H2SO4) 1:20, em cada poco. A leitura da absorbancia foi
realizada em leitor ELISA no comprimento de onda de 492 nm.
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4.3.2 Determinacgéo da DLso para desafio intranasal

A DLso € uma forma de expressar o grau de toxicidade aguda de um produto. Indica a
guantidade necesséria de bactérias para matar 50% dos animais testados. Para testar o
potencial multivalente da SrtA para outros sorotipos de S. pneumoniae, foi utilizado para os
ensaios em animais um isolado clinico do pneumococo referente ao sorotipo 4.

Uma aliquota de S. pneumonie sorotipo 4 foi semeada em uma placa de Petri contendo
meio agar sangue 5%. O crescimento ocorreu por 16 h, em temperatura de 35°C +/- 1°C, na
presencade 5 a 10% de CO.. Apds esse periodo varias coldnias provenientes da placa foram
inoculadas em 10 mL de meio Todd Hewitt suplementado com 0,5% de extrato de levedura
até atingir uma DOsoo de 0,1. Este inéculo permaneceu incubado na estufa por,
aproximadamente, trés horas até atingir uma DOeoo de 0,4. O meio contendo as bactérias foi
centrifugado a 380 g durante 20 minutos a 25°C. O sobrenadante foi descartado e adicionou
10 mL de salina 0,9% estéril. Centrifugou-se, novamente, nas mesmas condicbes e 0
sobrenadante foi descartado. O precipitado de bactérias foi ressuspendido em 1 mL de salina
0,9% estéril e usado para o preparo de diferentes concentracdes para desafio.

Para o ensaio de desafio, 24 camundongos Swiss Webster de 25-27 g foram
submetidos a diferentes concentragdes de indculo para a determinacdo da DLso para desafio
intranasal. Os animais foram divididos em trés grupos, com oito camundongos cada, e as
concentracOes de indculo testadas foram 103, 10* e 10° UFC/animal. Apés o preparo das
bactérias e do in6culo para infecgdo, os camundongos foram anestesiados com isoflurano
utilizando um vaporizador com inducéo de até 3% com oxigénio. Cada animal recebeu 40 pL
de suspenséo bacteriana com o auxilio de uma pipeta via intranasal. A letalidade dos animais
foi acompanhada durante 10 dias.

4.3.3 Avaliagdo da resposta inflamatdria

Trés grupos de camundongos Swiss Webster de 18-22 g, com seis animais cada,
foram imunizados conforme protocolo descrito anteriormente no item 4.3.1. Dois grupos
receberam 30 pg de SrtA recombinante e o outro recebeu PBS 0,1 M, associados a adjuvante
de Freund. Duas semanas apos a Ultima imuniza¢ao o grupo controle ndo imunizado (Sp) e
um grupo imunizado (Sp+SrtA) foram desafiados via intranasal com 2x10° UFC/animal
(20xDLso). O outro grupo imunizado (SrtA) ndo foi infectado. Aguardou-se 24 h apds infeccao
e 0s animais de todos os grupos foram eutanasiados e submetidos ao lavado broncoalveolar
(BAL).

Para realizacdo do BAL, primeiramente os animais foram anestesiados via
intraperitoneal com uma dose de quetamina/xilasina/PBS 0,1 M, na proporcédo de 3:1:4. O
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BAL foi realizado com o auxilio de uma canula injetando 1 mL de PBS 0,1 M nos pulmdes por
3x. O volume recuperado foi reservado em um tubo e repetiu-se o procedimento com mais 1
mL de PBS 0,1 M. Ao final todo o volume recuperado do lavado foi reservado em um tubo
eppendorf de 2 mL. Os tubos contendo o BAL de cada animal foram centrifugados a 310 g
por 8 minutos a 4°C. O sobrenadante foi armazenado a -20°C e o precipitado de células foi
ressuspendido em 100 pL de PBS/BSA 3%. Foi feita uma diluicdo de 1:10 das células em
reagente de Turk para a contagem total de células em camera de Newbauer. A partir da
guantidade de células contadas, foi feito um “citospin” com 40.000 células em uma
centrifugacdo a 450 rpm por 5 minutos. As laminas foram coradas utilizando o Pandtico Kit

Répido para a contagem diferencial de células.

4.3.4 Desafio intranasal e intraperitoneal

Camundongos imunizados conforme ja descrito no item 4.3.1 foram desafiados via
intranasal ou via intraperitoneal para avaliar o potencial protetor da proteina SrtA
recombinante. Para o desafio intranasal, 10 animais do grupo controle ndo imunizado (Ctrl) e
10 animais imunizados com a SrtA recombinante foram desafiados com 5x10* UFC/animal
(5xDLso), 7 dias ap6s a Ultima imunizag&o, conforme processo ja descrito anteriormente no
item 4.3.2. Apés o indculo, os animais foram acompanhados durante o periodo de 14 dias.

Para o desafio intraperitoneal, 20 animais do grupo controle ndo imunizado (Ctrl) e 20
animais imunizados com a SrtA recombinante foram desafiados com 2x10* UFC/animal
(20xDLso), 7 dias ap0s a ultimaimunizacédo. A utilizagdo da DLso para esta via foi determinada
em estudos prévios por Araljo e colaboradores (2012). Apés o indculo, 0 acompanhamento

da letalidade dos animais ocorreu durante 14 dias.

4.3.5 Andlises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism 6 que
combina ferramentas de andlises de graficos cientificos, ajuste de curva, estatisticas
compreensiveis e organizacdo de dados. As analises de anticorpos foram realizadas por teste
t de Student, sendo consideradas uma diferenca estatistica com valor de P < 0,05. As analises
de células foram realizadas pelo método de muiltipla variancia (ANOVA) com pos teste de
Newman-Keuls sendo considerado uma diferenca estatistica com valor de P < 0,05. E as
andlises estatisticas para os ensaios de letalidade foram realizadas pelo teste de Log-rank e

foi considerada uma diferenca estatistica com valor de P < 0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados estao divididos em andlises in silico da proteina SrtA de S. pneumoniae
e subsequentemente serdo apresentados o0s resultados referentes aos ensaios

experimentais.

5.1 Caracterizagéo in silico da SrtA

5.1.1 Predicdo de peptideo sinal e hélice transmembrana

Conforme j& mencionado anteriormente, a SrtA é uma proteina ancorada na
membrana celular de bactérias Gram-positivas. Desta forma, com o objetivo de se avaliar, in
silico, a estrutura da SrtA de S. pneumoniae, foram realizadas andlises para a caracterizagédo
de dominios transmembranicos, bem como presenca de peptideo sinal.

A predicdo da presenca de peptideo sinal e hélice transmembrana em SrtA foi
realizada através dos Web-softwares InterProScan 5 (Figura 9), SignalP 4.1 (Figura 10) e
TMHMM 2.0 (Figura 11).

Unintegrated signatures
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Figura 9: Representacdo esqueméatica da estrutura da proteina SrtA de S. pneumoniae. A seta
preta indica a regido nado citoplasmatica da SrtA, a vermelha indica a regido correspondente ao
peptideo sinal enquanto a azul indica regido de hélice transmembrana. Andlise realizada através
da ferramenta InterProScan 5 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/pfa/iprscan5/).
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Figura 10: Predigéo de peptideo sinal da proteina SrtA. O resultado é apresentado a partir de trés
diferentes scores: C, S e Y. O C-score distingue o sitio de clivagem de peptideo sinal. O S-score
distingue posi¢Bes que estdo contidas no peptideo sinal das que estdo na por¢cdo madura da
proteina, sendo que o S-score de 0.5 foi definido como cutoff para classificag&o dos residuos como
fazendo parte da sequéncia de um peptideo sinal. Enquanto que o Y-score € uma média geométrica

dos dois scores anteriores. Analise
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/).
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Figura 11: Predicdo do dominio transmembrana da proteina SrtA. A regido destacada em azul
corresponde a porc¢ao citoplasmatica de SrtA, em vermelho a hélice transmembrana e rosa a por¢céo

extra  citoplasmética.  Analise realizada
(http://lwww.cbs.dtu.dk/services/TMHMMY/).
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As analises utilizando os trés algoritimos distintos demonstraram que a proteina SrtA
de S. pneumoniae apresenta um peptideo sinal em sua sequéncia representado pelos
residuos de amino&cidos que se encontram acima do cutoff de 0.5 (S-score) e que se estende
do aminoacido Metionina (1) até o residuo Asparagina (10) (Figura 10). Este peptideo sinal
direciona a SrtA para a membrana plasmatica do S. pneumoniae. Além disto, foi identificado
também a presenca de uma hélice transmembrana, apds peptideo sinal identificada pela cor
vermelha (Figura 11), entre os aminodcidos Lisina (13) até o residuo Treonina (35)
responsavel pelo ancoramento da SrtA na membrana plasmaética.

Estes resultados corroboram com os resultados descritos na literatura por Bierne e
colaboradores (2002) e Dramsi e colaboradores (2005), os quais demonstraram que a SrtA
das bactérias Gram-positivas S. aureus, S. gordonii, L. monocytogenes, B. anthracis, S.
pyogenes e E. faecalis possuem em sua regido N-terminal peptideo sinal e dominio
trasmembrana. As regides preditas para estas bactérias foram semelhantes a predicdo

realizada para SrtA de S. pneumoniae.

5.1.2 Alinhamento de sequéncias de SrtA e construcdo da arvore filogenética

O grau de conservacédo da proteina SrtA em diferentes linhagens de S. pneumoniae
foi avaliado através do alinhamento de sequéncias e arvore filogenética. Para isso, as
sequéncias, tanto de nucleotideos quanto de aminoacidos, foram obtidas através de consulta
ao banco de dados GenBank do NCBI e ao SPGDB. As sequéncias foram alinhadas utilizando
o programa ClustalW2 e os alinhamentos encontram-se no Anexo 2 deste trabalho.

A partir do alinhamento das sequéncias, observou-se que a SrtA é altamente
conservada entre as diferentes linhagens de S. pneumoniae analisadas, sendo elas: ATCC
700669, D39, TCH8431/19A, R6, SPN994039, SPN994038, SPN034183, SPN034156,
OXC141, SPNA45, INV200, INV104, gamPNI0373, AP200, G54, 670-6B, TAIWAN19F-14,
70585, P1031, JJA, HUNGARY19A-6 e A026. Estas linhagens sdo pertencentes a diferentes
sorotipos, sendo eles 1 (INV104 e P1031), 2 (D39 e R6), 3 (SPN994039, SPN994038,
SPN034183, SPN034156, SPNA45 e OXC141), 5(70585), 6B (670-6B), 11A (AP200), 14 (JJA
e INV200), 19A (TCH8431/19A e HUNGARY19A-6), 19F (G54, TAIWAN19F-14 e A026) e 23F
(ATCC 700669). Além disso, observou-se 99% de identidade entre as sequéncias quando
analisadas através do algoritmo BLASTn e BLASTp. Estes resultados corroboram os dados
obtidos por Paterson e Michtell (2006) que demonstraram o alto grau de conservagéo de srtA
apos sequenciar 20 isolados diferentes de S. pneumoniae. Estas observacfes quanto a
conservacao de sequéncia sugerem que a SrtA possui um papel biol6gico importante em S.
pneumoniae, o que pode estar relacionado a sua fungcédo na ancoragem de proteinas a parede

celular. Estudos mostram que cerca de 17 proteinas pneumocécicas sdo ancoradas pelo
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motivo LPXTG, embora estes ndameros possam variar de acordo com cada linhagem
(MITCHELL & MITCHELL, 2010).

Em paralelo as andlises realizadas com linhagens pneumocdcicas, avaliamos também
o nivel de identidade da SrtA de S. pneumoniae com as SrtAs de outras bactérias Gram-
positivas patogénicas. O objetivo desta busca foi avaliar se a SrtA poderia ser usada para o
desenvolvimento de uma vacina multivalente que fosse capaz de imunizar contra S.
pneumoniae e outras bactérias Gram-positivas. Nossos resultados demonstraram que a
identidade entre SrtA de S. pneumoniae e bactérias do mesmo género como S. agalactiae
(53%), S. pyogenes (56%) e S. mutans (59%), foi maior que quando comparado a bactérias
pertencentes a outros géneros tais como S. aureus (25%), S. epidermidis (33%) e L.
monocytogenes (35%). Os alinhamentos referentes a estas andlises se encontram no Anexo
3 deste trabalho. Estas andlises sugerem que, apesar de existir um certo grau de conservagéo
entre bactérias pertencentes ao mesmo genéro (Streptococcus), a sequéncia se apresentou
muito variavel. Desta forma, para avaliar o potencial da SrtA como uma vacina multivalente
para bactérias de outras espécies seria necessario analisar o grau de conservagao entre 0s
potenciais epitopos da SrtA de S. pneumoniae, S. agalactie, S. pyogenes e S. mutans.
Anderson e colaboradores (2012) demonstraram que a proteina de transporte de manganés
C (MntC), conservada em todo grupo de espécies de Estafilococos, foi eficaz em reduzir a
carga bacteriana em infeccdo por S. aureus e S. epidermidis em camundongos imunizados
com MntC. Outro estudo mais recente demonstrou que amidase Maior (Atl-AM), proteina de
Estafilococos associada a parede celular, apresentou um alto potencial imunogénico e
protetor em camundongos desafiados com S. aureus ou S. epidermidis (NAIR et al., 2015).
Estes estudos demonstram a possibilidade de utilizacdo de algumas proteinas conservadas
entre bactérias de diferentes espécies com potencial de desencadear protecao.

A partir da sequéncia nucleotidica de srtA das linhagens de S. pneumoniae analisadas,
foi construida uma arvore filogenética com o objetivo de avaliar como as linhagens
pneumococicas se distribuem evolutivamente com base no gene srtA, e além disso, se 0s
sorotipos referentes a estas linhagens estédo relacionados com a distribuicdo nos clados. A

arvore foi gerada utilizando o programa ClustalW?2 (Figura 12).
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670-6B 0 6B
215/07-HEM 0 14
INV104 0

P1031 0

JJAO 14

SPN994039 0
SPN994038 0
SPNO034183 0 | 3
SPN034156 0

OXC141 0
TCH8431/19A 0 19A
SPNA45 0 3
gamPNIO373 0

G54 0

Taiwanl9F-14 0 19F
A026 0

Hungaryl1l9A-6 0 18A
D39 0

R6 0

705850 5

AP200 0 11A

INV200 0 14

ATCC 0 23F

Figura 12: Arvore filogenética do gene srtA de S. pneumoniae. A arvore foi gerada a partir do
programa ClustalW?2. Os numeros destacados em vermelho correspondem ao sorotipo da linhagem.

1

[ FWL

[]

Observou-se que as linhagens que possuem maior proximidade genbmica
pertenceram ao mesmo clado e que, embora a maioria dos sorotipos esteja relacionada com
esta distribuigdo, nem todas as linhagens de um mesmo sorotipo foram agrupadas no mesmo
clado. Estes resultados sugerem que o agrupamento baseado na sequéncia da SrtA é dado,
independentemente, do sorotipo capsular. Estas conclusdes séo sustentadas por um estudo
desenvolvido por Donati e colaboradores (2010) em que foi demonstrada uma baixa
correlacdo entre o sorotipo e localizacao geografica das linhagens e o agrupamento em clados
gquando construida uma arvore filogenética a partir de varios genomas de S. pneumoniae. O
estudo propds também que a recombinacdo homodloga envolvendo trechos curtos foi o
processo dominante evolutivo do genoma. Rolo e seus colaboradores (2009) também
demonstraram que em analises envolvendo a proteina PspA de S. pneumoniae os clados ndo
foram relacionados aos sorotipos e sim ao genétipo.

A grande diversidade dos sorotipos de S. pneumoniae demonstra que a producgéo de
vacinas para este patdgeno representa um imenso desafio. Baseado nos resultados de
identidade e conservacdo da SrtA, comparando-se linhagens de diferentes sorotipos, uma
vacina formulada com esta proteina recombinante poderia fornecer uma protecao de maior

cobertura vacinal para diversos sorotipos.
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5.1.3 Predigéo de epitopos

O epitopo é considerado a parte de um antigeno envolvido na ligacao especifica em
anticorpos, provenientes de células B, ou a receptores de células T (WANG & YU, 2004). Para
a producgéo de vacinas de subunidades é importante a identificagdo de epitopos que estejam
envolvidos na indugdo de uma resposta imune, o que € crucial para o desenvolvimento de
uma vacina capaz de inibir uma infec¢cdo. Avancos na bioinformatica tem permitido analises
mais aprofundadas que permitem a predicao de epitopos com grande potencial de protecéo
(ROGAN & BABIUK, 2005).

Com o objetivo de avaliar se a SrtA possui regibes com o potencial de desencadear
uma resposta imune, foram feitas predicbes de epitopos para linfocitos B e T. As predicbes
foram realizadas utilizando a proteina truncada em 30 aminoacidos em sua regido N-terminal,
0 que compreende as regides de peptideo sinal e hélice transmembrana. Essas regides nao
sao facilmente acessiveis por anticorpos, enquanto que peptideos sinal séo clivados durante

a translocacéao, e, portanto, inadequados como epitopos (LINDSKOG et al., 2005).

5.1.3.1 Predicao de epitopos lineares para linfocitos B

Os epitopos de linfécitos B sdo classificados como lineares (continuos) ou
conformacionais (descontinuos). Os epitopos considerados lineares séo constituidos por uma
Unica extensao da cadeia polipeptidica. Ja os epitopos conformacionais estdo afastados na
sequéncia de aminoacidos, porém sao trazidos para a proximidade espacial pelo dobramento
das proteinas (LARSEN et al.,, 2006). A maioria dos epitopos € classificada como
conformacionais, porém, decifrar estes tipos de epitopos, € considerado uma tarefa dificil
(SAHA & RAGHAVA, 2006). Por outro lado, cerca de 10% dos epitopos séo classificados
como lineares. Na maioria dos casos, os anticorpos podem reagir de maneira cruzada, apenas
fracamente, com qualquer fragmento de peptideo linear do antigeno. E geralmente
considerado que esta fraca reacdo cruzada ocorre, pois, o fragmento de peptideo representa
apenas uma porgéo de um epitopo mais complexo (PELLEQUER et al., 1991). Desta forma,
a identificacdo de segmentos de peptideos lineares pode representar o primeiro passo na
busca de determinantes antigénicos em organismos patogénicos (LARSEN et al., 2006).

Neste trabalho utilizamos a plataforma IEDB para predizer a localizagdo de epitopos
de linfocitos B na proteina SrtA. A primeira andlise foi baseada na localizagdo dos epitopos
lineares (Figura 13). A predicao é feita utilizando o software BepiPred que prevé a presenca
e a localizacao de epitopos lineares. Os residuos com pontuacao acima do limiar de 0.35 séo

preditos como parte de um epitopo.
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Figura 13: Epitopos lineares de linfécitos B. Residuos com pontua¢éo acima do limiar de 0.35 séo
preditos como parte de um epitopo, representado pela cor amarela no grafico. O eixo X refere-se a
posicdo dos residuos na sequéncia da SrtA e o eixo Y ao score gerado pelo programa. A linha
vermelha representa o limiar a partir do qual identifica-se os epitopos.

A partir da predigéo foi gerada uma tabela com todos os epitopos lineares preditos
(Tabela 4). Foram preditos 13 epitopos lineares, porém a maioria apresentou sequéncias
muito curtas, podendo sugerir epitopos ndo especificos. Desta forma, consideraram-se
aqueles que possuissem pelo menos 10-mer. Foram identificados trés epitopos principais
geradores de uma resposta mediada por linfocitos B: posi¢cdo 26-40 (15-mer), 154-169 (16-
mer) e 192-203 (12-mer).
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Tabela 4: Epitopos preditos de linfocitos B

No. Start End Peptide Length
1 19 24 YQUSQV 6
2 26 40 KEKLEENQDTEGNFD 15
3 46 46 A 1
- 57 59 WNA 3
5 94 96 TMK 3
6 100 103 VMGE 3
7 105 107 NYS 3
8 128 132 DNAKN 5
9 143 144 KV 2
10 154 169 | RVTPDRVDEVDDRDGV 16
1 192 203 LKETKDYSQTSD 12
12 211 21 Q 1
13 214 214 K 1

Diante dos epitopos preditos, foi realizada a predicdo da hidrofilicidade da SrtA,

utilizando o IEDB. Para esta andlise, uma escala hidrofilica é baseada nos tempos de retencéo

previsto do peptideo durante uma cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), quanto

maior o tempo de retencdo, mais hidrofébico (PARKER et al., 1986). A determinacdo das

regides hidrofilicas da SrtA encontra-se representadas na figura 14.

Pode-se observar que existem trés principais regides hidrofilicas, sendo elas: regiao

1: entre os residuos Asparagina (15) e Serina (43); regido 2: entre os residuos Glutamato

(148) e Asparagina (170); regido 3: entre os residuos Aspartato (191) e Isoleucina (205). Estas

regides altamente hidrofilicas correspondem aos locais onde foram preditos os epitopos

lineares.
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Figura 14: Predicao da hidrofilicidade da SrtA. Os residuos com pontuagéo acima do limiar de 1.0
sdo considerados hidrofilicos representados pela cor amarela. O eixo X refere-se a posi¢cdo dos
residuos na sequéncia da SrtA e o eixo Y ao score gerado pelo programa. A linha vermelha
representa o limiar a partir do qual identifica-se os epitopos.

Além da predicé@o da hidrofilicidade, é importante também investigar a acessibilidade
destas regifes selecionadas. Esta analise também foi realizada pelo IEDB, onde a partir de
célculos baseados na escala de acessibilidade de um solvente a superficie de um residuo, o
perfil de acessibilidade pode ser obtido (EMINI et al., 1985). O resultado para esta analise
esta representado figura 15.
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Figura 15: Predi¢cdo de residuos acessiveis da proteina SrtA. Os residuos com pontuacao acima do
limiar de 1.0 s@o considerados acessiveis representados pela cor amarela. O eixo X refere-se a
posicao dos residuos na sequéncia da SrtA e o eixo Y ao score gerado pelo programa. A linha
vermelha representa o limiar a partir do qual identifica-se os epitopos.

Foram preditas varias regides acessiveis na SrtA de S. pneumoniae. Dentre elas, trés
regides principais destacam-se por corresponder aos trés epitopos identificados. Na figura 15
as regibes em amarelo as relacionam a elevada acessibilidade: regido 1: entre os residuos
Asparagina (15) e Glicina (37); regiao 2: entre os residuos Aspartato (128) e Glicina (168);
regido 3: entre os residuos Aspartato (191) e Serina (202).

Em conjunto, estas predigcbes demonstram que os trés epitopos preditos (15-mer, 16-
mer e 12-mer) apresentam caracteristicas altamente desejaveis para uma regido com
potencial antigénico. Sabe-se que os locais antigénicos sdo aqueles reconhecidos por
anticorpos, e, portanto, € mais provavel que essas regifes sejam mais acessiveis ou estejam
na superficie de uma proteina. Uma vez que estes locais estdo na superficie, eles
provavelmente sdao mais hidrofilicos (PARKER et al., 1986). Diante de todas estas analises,
sugere-se que a SrtA possui potenciais regides capazes de ativar linfocitos B.

Foi pensado que a SrtA de S. pneumoniae pudesse ter potencial imunogénico para
outras bactérias do mesmo género. Desta forma realizou-se a busca de epitopos lineares para
as SrtAs de S. agalactiae, S. pyogenes e S. mutans, e foi observado que nenhum epitopo foi
similar aos encontrados para S. pneumoniae. Sendo assim, com base nos resultados de
alinhamento e identidade juntamente com a predi¢céo de epitopos, a utilizacdo de uma vacina
formulada com SrtA de S. pneumoniae pode n&o possuir potencial multivalente para as

bactérias Gram-positivas analisadas.
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5.1.3.2 Predicao de epitopos para linfécitos T

Conforme mencionado anteriormente, os epitopos para linfécitos T interagem com
seus respectivos receptores, os TCR (receptores de células T) (WANG & YU, 2004). Esta
interacdo so6 é possivel mediante apresentacdo do peptideo por moléculas de MHC (HLA em
humanos) de classe | ou Il pelas APCs (DANILOVA & AMEMIYA, 2009). Lembrando que MHC
de classe | apresentam peptideos antigénicos gerados em uma célula infectada por micro-
organismos intracelulares aos linfécitos T CD8", enquanto que MHC de classe Il apresentam
peptideos provenientes de micro-organismos extracelulares aos linfocitos T CD4* (NEEFJES
etal., 2011). Sendo assim, neste trabalho a predi¢do de epitopos para linfécitos T foi realizada
com base nas moléculas de HLA de classe Il, uma vez que S. pneumoniae é um micro-
organismo extracelular.

Para a predicdo adotou-se o Web-software NetMCHII que prediz a ligacdo de
peptideos a alelos HLA-DR, HLA-DQ, HLA-DP e alelos de MHC de classe Il de camundongo.
A predicéo foi feita para moléculas HLA e, para interpretagédo dos resultados, considerou-se
aqueles classificados como peptideos de forte ligacdo. Foram preditos 178 epitopos de forte
ligacdo para linfocitos T, sendo que a regido onde h& a maior concentracdo de epitopos esta
entre os aminoacidos Glutamina (33) e Treonina (137). Estes resultados sugerem que a SrtA
possui regibes capazes de ativar linfécitos T CD4* e conduzir a formacdo de memaria
imunoldgica, desta forma podendo ser considerada uma potencial candidata vacinal contra S.
pneumoniae.

Moléculas de HLA sdo extremamente polimérficas, com milhares de variantes alélicos
conhecidos em seres humanos. Grande parte do polimorfismo é concentrado em residuos
localizados no sulco de ligacdo ao peptideo, dando a cada variante alélica um padrdo de
ligag&o distinto. Sendo assim, € importante lembrar que os dados obtidos neste trabalho s&o
referentes aos alelos de HLA disponiveis para analise no NetMHCII, e, desta forma, devem
ser interpretados como um indicativo do potencial imunogénico para as moléculas
investigadas. As moléculas disponiveis para analise sao consideradas as mais frequentes em
diversas populac¢des analisadas no mundo incluindo a América do Sul (GREENBAUM et al.,
2011).

5.2 Producao heter6loga da proteina SrtA
As andlises, in silico, demonstram o grande potencial vacinal da SrtA em S.

pneumoniae e, desta forma, iniciamos uma estratégia para producdo heteréloga de SrtA

recombinante de um isolado clinico de S. pneumoniae sorotipo 14.
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5.2.1 Amplificagéo da ORF srtA

A ORF que codifica a proteina SrtA (742 pb) de S. pneumoniae, sorotipo 14, foi
amplificada através da técnica de PCR e analisada em gel de agarose 1,0%. Para realizacédo
da PCR foram utilizados pares de iniciadores para futura clonagem no vetor pET-21a,
objetivando, assim, uma delecao dos primeiros 90 pb correspondente aos 30 aminoacidos
que compreendem ao peptideo sinal e a hélice transmembrana. A figura 16 representa um

gel de eletroforese em agarose evidenciando o amplicon de 652 pb (canaleta 1).

<«— 1000 pb

<+— 500 pb

Figura 16: Amplificacéo da ORF srtA. Gel de agarose 1,0% corado com brometo de etideo onde
observa-se um fragmento correspondente a amplificagcdo do gene codificador da proteina SrtA de
S. pneumoniae sorotipo 14. Canaletas: 1 — Fragmento de amplificagdo especifico; 2 — Controle
negativo; 3 - Padrdo de peso molecular (1Kb DNA Ladder plus Affymetrix).

Conforme discutido anteriormente, regides N-terminal que possuem peptideo sinal e
hélice transmembrana, sdo regides que ndo estdo expostas para interagdo com anticorpos.
Além disso, essas regifes sdo muito hidrofébicas, principalmente as hélices
transmembranares (PETERSEN et al.,, 2011). Ja é bem estabelecido que a producéo
excessiva de proteinas heterélogas no citoplasma de E. coli pode conduzir a formagéo de
corpos de inclusédo (BANEYX, 1999) e, sendo assim, a presenca dessas regides hidrofébicas
poderia facilitar a formacdo de agregados insollveis. Objetivando, entdo, um melhor
rendimento da expresséao e purificacdo da proteina SrtA, excluiu-se 30 aminoacidos da regido
N-terminal.
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5.2.2 Clonagem da ORF srtA

Para realizar a clonagem, primeiramente o plasmideo pET-21a e o fragmento (sSrtA)
amplificado anteriormente foram digeridos com as enzimas Ndel e Xhol. A figura 17
representa a digestdo enzimatica do plasmideo, indicando que a linearizacdo foi bem
sucedida, apresentando um unico fragmento 5.443 pb.

—» 4000 pb

Figura 17: Digestdo do plasmideo pET-21a. Gel de agarose 1,0% corado com brometo de etideo
mostrando a digestdo do plasmideo com suas respectivas enzimas de restricdo. Canaletas: 1 —
Plasmideo integro; 2 — Plasmideo digerido com Nde-I; 3 — Plasmideo digerido com Xho-I; 4 — Padrao
de peso molecular (1Kb DNA Ladder plus Affymetrix).

Os produtos digeridos e purificados, correspondentes a ORF srtA e ao plasmideo,
foram submetidos a uma reacao de ligagdo. O produto de ligacao foi utilizado para transformar
células quimiocompetentes E. coli NM522. Apés a transformagéo, foram selecionados clones,
de forma aleatoria, para confirmagéo da presenca da ORF clonada, através de PCR de
colbnia. Na figura 18 é possivel observar a presenga do amplicon de tamanho esperado (652
pb) das PCRs de colbnia, confirmando que os clones selecionados apresentavam a ORF srtA
clonada.
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Figura 18: Confirmacdo dos produtos de PCR amplificados de colbénias. Gel de agarose 1,0%
corado com brometo de etideo mostrando a PCR das colbnias positivas de E. coli NM522 contendo
0 gene srtA. Canaletas: 1 — Padrdo de peso molecular (1Kb DNA Ladder Fermentas); 2 — Controle
negativo; 3 — Controle positivo; 4 a 7 — Colbnias.

O plasmideo (pET-21a/ srtA) foi extraido a partir dos clones positivos utilizando o kit
MiniPrep da Axygen Biosciences, avaliados por PCR quanto a presenca da ORF e
sequenciados para confirmacao da presenca da ORF srtA. Dos clones sequenciados, em um
foi possivel analisar toda a sequéncia sem falhas na fase de leitura da ORF srtA (Figura 19).

Este, por sua vez, foi escolhido para dar continuidade aos préximos experimentos.

TAATACGACTCACTATAGGGGAATTTGTGAGCGGATTAACAATTCCCCTCTAGAAAATAATTT
TGTTTAACTTTAAAGAAGGAGATATACATATGTTGATTTTTAATACTCAAATTCGAAATATTTT
CATAGTCTGGAATACCAATAAGTATCAAGTTAGCCAGGTATCAAAAGAAAAATTAGAAGAA
AATCAGGATACAGAAGGCAATTTTGACTTTGATTCTGTCAAAGCTATCTCTTCGGAAGCTGT
TCTAACTTCTCAATGGAATGCTCAAAAATTACCAGTTATTGGGGGAGAGCTGGTACAATGA
AACGCGAGCAAGTAATGGGAGAAGGAAATTATAGTCTAGCTAGTCACCATATCTTTGGTGT
TGATAATGCTAATAAAATGTTATTTTCTCCTTTAGATAATGCTAAAAATGGCATGAAGATTTA
TCTAACCGATAAAAATAAAGTTTATACTTATGAAATACGTGAAGTCAAACGTGTGACACCGG
ATCGTGTTGATGAAGTTGATGATAGAGATGGGGTCAATGAAATCACATTAGTAACCTGTGA
AGACCTTGCTGCTACAGAACGTATTATTGTCAAAGGTGATTTGAAAGAAACAAAAGATTATT
CACAAACATCTGATGAAATCCTAACAGCTTTCAATCAACCATATAAACAATTTTATCTCGAG
CACCACCACCACCACCAC

Figura 19: Sequenciamento pET-21a/srtA. As regides destacadas em negrito correspondem ao
promotor T7, sequéncia srtA -90 pb e a cauda de histidina, respectivamente.
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O alinhamento da sequéncia completa da ORF srtA (742 pb) com a sequéncia obtida
(652 pb), foi realizado através do programa ClustalW2, confirmando que a PCR n&o gerou
mutacdes na sequéncia a ser expressa. A regido inicial de 90 pb estd representada na
sequéncia original (Figura 20).

Sequencia original ATGTCTCAAAAAAATAATAAAAAGAAAAACAAGCGAAAAAATCTGCTGAC 50
Plasmideo sequenciado =  ———-—--o oo oo
Sequencia_original AAATATCCTAGCAGGATTTCTGATATTACTGTCACTGGCTTTGATTTTTA 100
Plasmideo sequenciado = = ————————————-—-—-—————— - TTGATTTTTA 10
- Kk ok koK ok ok ok ok ok
Sequencia original ATACTCAAATTCGAAATATTTTCATAGTCTGGAATACCAATAAGTATCAA 150
Plasmideo sequenciado ATACTCAAATTCGAAATATTTTCATAGTCTGGAATACCAATAAGTATCAA 60
Ak hkkhhkhkhkhkhhhkhhkkhhhrhkhhhkhhrkhkhkhhhkhhkhkrrkkhkhkhkrhhkhkhkhrkhkhkhhxx*k
Sequencia_original GTTAGCCAGGTATCAAAAGAAAAATTAGAAGAAAATCAGGATACAGAAGG 200
Plasmideo sequenciado GTTAGCCAGGTATCAAAAGAAAAATTAGAAGAAAATCAGGATACAGAAGG 110
khkhkkhkkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhhkhhkhkhkhkhkhkhbhhkhkhhkhkhkhkhkhkkhkhkhkrkhkhkhkhkhkrkhkkhkkhhhk*k
Sequencia original CAATTTTGACTTTGATTCTGTCAAAGCTATCTCTTCGGAAGCTGTTCTAA 250
Plasmideo sequenciado CAATTTTGACTTTGATTCTGTCAAAGCTATCTCTTCGGAAGCTGTTCTAA 160
Ak hkkhhkhkhkhkhkhhkhhkhhkhrhkhkhkhhrkhhkhhhkhkhkhkrrkhkhkrrhkhkhhkhrxkhkhkhhxx*
Sequencia_original CTTCTCAATGGAATGCTCAAAAATTACCAGTTATTGGGGGAATTGCAATT 300
Plasmideo sequenciado CTTCTCAATGGAATGCTCAAAAATTACCAGTTATTGGGGGAATTGCAATT 210
khkhkkhkkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkkhhkhhkhkkhkhkhkhkhbhhkhhhkhkhkhkhkhkhkhhkrkhkhkhkhkhkhrkhkkhkkhkhhxkx*k
Sequencia original CCTGAATTGGAAATGAATTTGCCGATTTTTAAAGGACTTGATAATGTTAA 350
Plasmideo sequenciado CCTGAATTGGAAATGAATTTGCCGATTTTTAAAGGACTTGATAATGTTAA 260
Ak khhkhkhkhkhhhkhkhkhhkhrhkhkhkhhkrkhhkhhhkhkhkhkrrkhkhkhrhkhkhkhkhrkhkhkhhxx*
Sequencia original TCTCTTCTACGGAGCTGGTACAATGAAACGCGAGCAAGTAATGGGAGAAG 400
Plasmideo sequenciado TCTCTTCTACGGAGCTGGTACAATGAAACGCGAGCAAGTAATGGGAGAAG 310
hhkhkkhhkhkhkhkhhhkrhkhhkhrhkhkhkhkhrkhhkhhhkhkhkhkrrkhkhkrrhkhkhkhkhrxk,khkhhxx*
Sequencia original GAAATTATAGTCTAGCTAGTCACCATATCTTTGGTGTTGATAATGCTAAT 450
Plasmideo sequenciado GAAATTATAGTCTAGCTAGTCACCATATCTTTGGTGTTGATAATGCTAAT 360
- khkhkkhkkhkhkhkhkhhkhkhkhkkhhkhhhkhkhkhkhkhkkhkkhkhhhkhhkhkrhkhkhhkrkhkhkhkhkhkhrkhkkhkkhkhhxkx*k
Sequencia_original AAAATGTTATTTTCTCCTTTAGATAATGCTAAAAATGGCATGAAGATTTA 500
Plasmideo sequenciado AAAATGTTATTTTCTCCTTTAGATAATGCTAAAAATGGCATGAAGATTTA 410
- R I R b b b b R I b b b b b S b b b b S I I I b b I b b b S b b b b 2 b 3
Sequencia original TCTAACCGATAAAAATAAAGTTTATACTTATGAAATACGTGAAGTCAAAC 550
Plasmideo sequenciado TCTAACCGATAAAAATAAAGTTTATACTTATGAAATACGTGAAGTCAAAC 460
- khkhkkhkkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhhhhhkhkhkhkhkhkkhkhkhhkhkhhkhkrhkhkhhkrkhkhkhkhkhkhrkhkkhkkhhhxkx*k
Sequencia_original GTGTGACACCGGATCGTGTTGATGAAGTTGATGATAGAGATGGGGTCAAT 600
Plasmideo sequenciado GTGTGACACCGGATCGTGTTGATGAAGTTGATGATAGAGATGGGGTCAAT 510
R I i b b b b I b b b b b b S b b b b I b I b b b b b S b b b b b b 3 o
Sequencia original GAAATCACATTAGTAACCTGTGAAGACCTTGCTGCTACAGAACGTATTAT 650
Plasmideo sequenciado GAAATCACATTAGTAACCTGTGAAGACCTTGCTGCTACAGAACGTATTAT 560
- khkhkkhkkhkhkhkhkhkhhkhkhkhhhrkhkhhkhhkhkhkhkhkhhkhkhhkrhkkhhhrkrhkhkhkhkhrkrkhkhkhhxx*k
Sequenciaioriginal TGTCAAAGGTGATTTGAAAGAAACAAAAGATTATTCACAAACATCTGATG 700
Plasmideo sequenciado TGTCAAAGGTGATTTGAAAGAAACAAAAGATTATTCACAAACATCTGATG 610
- R R e I I I I I I I I I I I I I b b I e I I I I b I S I S I b b b b e b b 3
Sequencia_original AAATCCTAACAGCTTTCAATCAACCATATAAACAATATTTAT 742
Plasmideo sequenciado AAATCCTAACAGCTTTCAATCAACCATATAAACAATATTTAT 652
- khkhkkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkrhkhkhkhkhkhrkhkhkhkhkhkhkhkhkrrhkkhkhkhkxkkhkkx

Figura 20: Alinhamento da sequéncia nucleotidica ao gene srtA no programa ClustalW2. O (¥)

indica bases iguais.
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5.2.3 Expresséo da proteina SrtA em Escherichia coli Rosetta gami

Para a expressdo da proteina SrtA, o vetor pET-21a foi selecionado por possuir
caracteristicas que otimizam a expressao e purificacdo de proteinas recombinantes. Este
vetor possui um promotor T7 que é reconhecido pela RNA polimerase de E. coli. A transcri¢cao
dessa RNA polimerase € regulada pelo operador lac (lacO), que é induzivel por IPTG. O IPTG
por sua vez interage com o repressor lac (lacl) e libera o operador lacO, permitindo assim a
transcricdo do gene.

A utilizacdo da E. coli linhagem Rosetta gami também € importante por possuir tRNA
para cdédons raros, uma vez que quando o mRNA de genes heterdlogos € expresso em E.
coli, as diferencas na utilizacdo de cédons podem impedir a traducéo devido a exigéncia de
um ou mais tRNA. tRNAs insuficientes podem levar ao término prematuro da tradugdo ou
incorporacao inadequada de aminoacidos (WIDMANN et al., 2008).

Células quimiocompetentes da linhagem Rosetta gami foram transformadas com o
plasmideo pET-21a/srtA, previamente sequenciado. Um clone foi escolhido para testes de
expressao sob inducdo com IPTG. O extrato total de proteinas foi resolvido em gel de
poliacrilamida 15% e foi possivel observar a banda de intensidade crescente no peso
molecular esperado, entre 25 e 30 KDa, para a proteina SrtA (Figura 21).
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Figura 21: Cinética de expresséao e teste de solubilidade. Expressdo demonstrada em um gel de
policrilamida 15% corado com Azul de Coomassie. Canaletas: 1 — Padrdo de peso molecular
(PageRuler Prestained Protein Ladder Thermo Scientific); 2 — To; 3 - T1; 4 - T2; 5 - T3; 6 —

Sobrenadante; 7 — Precipitado.
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O produto obtido apds 3 horas de expressao foi utilizado para determinar a solubilidade
da proteina SrtA recombinante. A analise de solubilidade, canaletas 6 e 7 da figura 21,
mostrou que a proteina se manteve, parcialmente, na forma solavel, condi¢éo escolhida para

0s experimentos subsequentes de purificacéo.

5.2.4 Purificacdo da proteina SrtA recombinante

Apoés a determinacdo da solubilidade da proteina, conduziu-se uma nova expressao
em maior escala (200 mL), seguindo as mesmas condicbes de expressdo descritas
anteriormente. A fracdo sollvel da expresséo foi utilizada para purificacdo da proteina SrtA
pelo método de cromatografia liquida por afinidade da cauda de histidina a coluna de niquel
(Figura 22). A andlise mostrou que a purificacdo foi bem sucedida apresentando apenas a

banda de interesse em duas cromatografias realizadas.

30 KDa —»
25 KDa —»

Figura 22: Purificagdo da proteina SrtA recombinante. Purificacdo da proteina SrtA demonstrada
em um gel de policrilamida 15% corado com Azul de Coomassie. Canaletas: 1 — Padrdo de peso
molecular (PageRuler Prestained Protein Ladder Thermo Scientific); 2 — Flow; 3 e 4- Fragfes
referentes ao pico da 12 corrida; 5 — Flow; 6 — Fracao referente ao pico da 22 corrida.

A utilizacdo do vetor pET-21a também favorece a purificacdo devido a presenca da
cauda de histidina. Colunas de cromatografia de afinidade podem ser carregadas com
diferentes tipos de metais, como o Ni?*. A afinidade da cauda de histidina por estes metais

permite a separacdo da proteina recombinante da maioria das outras proteinas bacterianas.
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A proteina € purificada pela passagem do extrato da expressdo por uma coluna de
resina carregada pelo ion metalico. A proteina de interesse interage com o ion e pode ser
recuperada através da utilizacdo de solu¢des que também possuem afinidade pelo ion, como
o Imidazol (HENGEN, 1995). Esta molécula possui a mesma estrutura que a cadeia lateral de
histidina e compete efetivamente pelo Ni%*, levando a eluicdo das proteinas ligadas sem
causar desnaturacdo (JANKNECHT et al., 1991).

5.2.5 Confirmacao da presenca da cauda de histidina e imunogenicidade da SrtA por Western
blot

A cinética de expressado e o peso molecular apresentados pela proteina expressa sdo
fortes indicadores de que esta seja a proteina SrtA. Além disso, a proteina purificada foi
resolvida por SDS-PAGE e foi realizado um Western blot utilizando o anticorpo especifico anti-
His e soro de coelho, previamente imunizado com a proteina SrtA recombinante purificada.
Na figura 23 (A) é possivel observar a marcagédo de uma banda de peso molecular esperado
para a proteina SrtA recombinante, contendo a cauda de histidinas e na (B) observa-se que
0 soro de coelho reconheceu a proteina expressa e purificada indicando um potencial

imunogénico.

(A) (B)

25 KDa — 25 KDa —

Figura 23: Western blot para confirmacgdo da cauda de histidina e imunogenicidade da proteina
SrtA. (A) Revelagdo com anticorpo anti-His. Canaletas: 1 — Padr&o de peso molecular, 2 — Proteina
SrtA recombinante purificada. (B) Revelacdo com soro de coelho. Canaletas: 1 — Padrdo de peso
molecular, 2 — T3 da expressao, 3 — Proteina SrtA recombinante purificada.

5.3 Avaliacéo do potencial imunogénico da proteina SrtA

5.3.1 Avaliacéo da resposta imune humoral

Para avaliar o nivel de resposta humoral, os camundongos foram imunizados trés

vezes, com intervalo de 15 dias, via intraperitoneal, com a proteina recombinante SrtA

associada ao adjuvante de Freund. A dosagem de anticorpos anti-SrtA foi feita a partir do soro
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dos camundongos 7 dias ap0s a ultima imunizagdo. A avaliagdo da resposta humoral mostrou
uma producao elevada de anticorpos IgG anti-SrtA nos animais vacinados (2,5 £ 0,07) em
relagéo ao grupo controle (0,04 + 0,05) (Figura 24).
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Figura 24: Niveis de anticorpos 1gG anti-SrtA do soro de camundongos apos trés imunizagoes.
(Média + Desvio padrdo) Comparagéo dos niveis de 1gG entre os grupos controle néo vacinado
(Ctrl) e vacinado com SrtA recombinante. (*) P < 0,05.

Devido a producdo de niveis elevados de IgG anti-SrtA, pode-se afirmar que a
imunizagéo foi eficiente, gerando uma diferenga, estatisticamente significativa, dos animais
vacinados comparado ao controle ndo vacinado. Este resultado corrobora o estudo de
Gianfaldoni e colaboradores (2009) que demostraram que SrtA recombinante foi capaz de
gerar altos niveis de IgG em camundongos imunizados via intraperitoneal. Min e
colaboradores (2012), também demonstraram a produgcdo de niveis elevados quando os
animais foram imunizados via intranasal ou intraperitoneal.

Foram analisados também os niveis de producdo de diferentes subclasses de IgGs,
sendo IgG1 e IgG2a, conforme apresentado na figura 25. Ambas as subclasses apresentaram
niveis, significativamente maiores, nos animais vacinados com a proteina SrtA recombinante
comparados ao grupo controle ndo vacinado (IgG1: 2,4 + 0,4 versus 0,01 £ 0,2 no grupo
controle; IgG2a: 2,0 £ 0,2 versus 0,004 £ 0,02 no grupo controle). As andlises demonstraram

que as respostas foram semelhantes (IgG1/lgG2a: 0,9 = 0,4).
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Figura 25: Niveis de subclasses de anticorpos IgG do soro de camundongos apoés trés imunizagdes.
(Média + Desvio padréo) (A) Comparacéo dos niveis de IgG1 entre os grupos controle nao vacinado
(Ctrl) e vacinado com SrtA recombinante. (*) P < 0,05. (B) Comparac¢édo dos niveis de IgG2a entre
0s grupos controle néo vacinado (Ctrl) e vacinado com SrtA recombinante. (*) P < 0,05. (C) Razéo
entre IgG1 e IgG2a (R=0,836).

O sistema do complemento é um componente importante da resposta imune inata de
agentes patogénicos bacterianos, incluindo S. pneumoniae. A via classica do complemento é
ativada pelo complexo antigeno-anticorpo na superficie bacteriana e agem como opsoninas,
aumentando a fagocitose e determinando sua morte (BROWN et al.,2002). A via classica pode
ser ativada por IgG especifica e é, geralmente, considerado um efetor da imunidade
adaptativa (HYAMS et al.,, 2010). A opsonofagocitose, portanto, constitui um importante
mecanismo de defesa contra pneumococos invasivos. Estudos demonstram que a infeccéao
de camundongos com deficiéncias genéticas em componentes do complemento culmina em
uma ativacdo deficiente de macrofagos e rapida progressdo de sepsecemia (BROWN et
al.,2002), assim como pacientes com deficiéncia em componentes da via classica sdo mais
susceptiveis a infec¢des por S. pneumoniae (YUSTE et al., 2008). Desta forma, a importancia

dos anticorpos especificos na reducdo de bacteremia e indugdo de protecdo contra S.
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pneumoniae, foi confirmada através de estudos utilizando a imunizag&o passiva em modelos
de sepse e pneumonia (GIANFALDONI et al., 2009; COHEN et al., 2011).

Neste estudo, a producdo de ambas as subclasses foram semelhantes, sugerindo um
balanco entre IgG1 e IgG2a. Este resultado também indica um equilibrio entre respostas Thl
e Th2, uma vez que em camundongos, IgGl esta relacionada ao desenvolvimento
preferencial de uma resposta Th2, enquanto IgG2a esta associada ao desenvolvimento de
uma resposta preferencialmente Thl. Cada subclasse pode contribuir para o depuramento de
bactérias por diferentes mecanismos. IgG2a, por exemplo, exibe forte ligacao aos receptores
Fc e é considerada a subclasse com maior capacidade de mediar a deposicdo do
complemento na superficie pneumocdécica. J& 1gG1l pode ligar-se, cooperativamente, em
bactérias e fornecer protecdo. Estudos demonstram que o balanco IgG1/IgG2a medeia melhor
a deposicdo do complemento pois, se grandes quantidades de IgG1 s&o induzidas, a ligagcdo
por IgG2a pode ficar comprometida mediante bloqueio por IgG1, sendo assim, o equilibrio
parece ser benéfico (LEFEBER et al., 2003; FERREIRA et al., 2008).

5.3.2 Determinagé&o da DLso para desafio intranasal

Para andlises relacionadas a infeccao intranasal, inicialmente foi feito um experimento
de determinacéo da DLso. Trés grupos de 8 camundongos cada, foram desafiados com 102,
10* ou 10° UFC/animal de um isolado clinico pertencente ao sorotipo 4. O acompanhamento
da sobrevivéncia dos animais foi realizado durante um periodo de 10 dias. O in6culo 10° UFC
gerou uma letalidade de 25% nos animais enquanto o in6culo 10° produziu uma letalidade de
60%. No entanto, o inéculo de 10* representa a DLso para a linhagem de S. pneumoniae
utilizada (Figura 26).
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Figura 26: Determinagéo da DL50 de camundongos desafiados com S. pneumoniae via intranasal.
Em vermelho a porcentagem de 6bitos para o indculo de 103, em verde para o inéculo 104 e azul o
in6culo 105,

5.3.3 Avaliag&o da resposta inflamatoria

Desta forma, camundongos imunizados via intraperitoneal foram desafiados com
2x10° UFC/animal (20xDLso), via intranasal, 15 dias ap6és a Ultima imunizagdo. Os animais
foram eutanasiados 24 h apds o desafio e o lavado bronco-alveolar (BAL) foi coletado. O perfil
inflamatério foi avaliado a partir da contagem global de células presentes no BAL. Os
resultados (Figura 27) mostram que os camundongos que foram somente imunizados com a
proteina SrtA recombinante apresentaram numero de células normais indicando que a
vacinacdo ndo alterou o perfil de células no pulméao (0,1x10° + 0,03). J4 os animais ndo
vacinados e infectados (Sp) apresentaram um aumento de células conforme esperado
(1,1x108 + 0,3), demonstrando que a infeccdo foi efetiva. Por fim, os animais que foram
vacinados e infectados (SrtA+Sp) apresentaram um aumento de células no pulmao, porém
foi, significativamente menor, comparado ao grupo nédo vacinado (0,7x10° + 0,1), sugerindo

gue a vacinagao foi capaz de modular o infiltrado pulmonar.
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Figura 27: Contagem total de células por BAL. (Média + Desvio padrdo) O grupo infectado (Sp)
apresentou um aumento significativo de células no pulmdo comparado ao grupo néo infectado
(SrtA). (#) P < 0,05. O grupo vacinado (SrtA+Sp) apresentou uma migracdo significativamente
menor de células no pulméo comparado ao grupo ndo vacinado (Sp). (*) P < 0,05.

Total de células x10%/ BAL

Apos a contagem de células totais foi realizada a contagem diferencial com o objetivo
de avaliar o perfil de células inflamatérias presentes no pulmao. Na figura 28 (A) estédo
apresentados os resultados referentes a contagem de macréfagos e pode-se observar que o
grupo SrtA apresentou niveis normais, mostrando, novamente, que a vacinac¢ao nédo foi capaz
de alterar o perfil celular (0,1x10° + 0,06). Ja os grupos Sp (0,6x10° + 0,3) e SrtA+Sp (0,6x10°
+ 0,1) apresentaram niveis elevados de macréfagos indicando a ocorréncia de um processo
inflamatério. Em paralelo, foi realizada também a contagem de neutréfilos que estdo
apresentados na figura 28 (B). Como esperado, nao foram encontrados neutrofilos no grupo
SrtA. Por outro lado, os grupos Sp (0,1x10° + 0,07) e SrtA+Sp (0,1x10°8 + 0,04) apresentaram
também niveis elevados de neutréfilos cooperando com os resultados de macréfagos
confirmando que a infecgédo foi efetiva. Os resultados mostram que os animais SrtA+Sp néo

foram capazes de modular o perfil de células do infiltrado pulmonar.
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Figura 28: Contagem diferencial de células por BAL. (Média * Desvio padrdo) O gréafico (A)
representa a contagem de macrofagos. O grafico (B) representa a contagem de neutréfilos. ND —
N&o detectado.

Estes resultados demonstram que camundongos vacinados com SrtA recombinante
foram capazes de controlar o infiltrado celular quando comparado aos animais que nédo
receberam a vacina. Este resultado parece ser benéfico uma vez que o aumento de células
inflamatdrias no pulméo pode aumentar a lesao tecidual (PUTTE et al., 2004; RAZAVI et al.,
2004). Sendo assim, provavelmente, os anticorpos gerados através da vacinacdo contribuem
para deposicdo do complemento influenciando na resolucéo da inflamacédo de maneira mais
efetiva.

Os macréfagos alveolares séo considerados as principais células efetoras na defesa
do hospedeiro contra infecgBes do trato respiratorio em virtude de suas potentes propriedades
fagociticas. Quando um grande namero de micro-organismos € introduzido nas vias aéreas
inferiores, neutréfilos sdo recrutados e tornam-se as principais células fagocitarias,
predominando o infiltrado celular (POLL & OPAL, 2009). Neste trabalho observou-se que os
animais do grupo Sp e SrtA+Sp, ndo apresentaram diferencas no perfil de macréfagos. Knapp
e colaboradores (2003) demonstraram que camundongos deficientes de macrofagos
infectados com S. pneumoniae apresentaram uma mortalidade, significativamente maior,
comparado aos animais normais além de apresentar um aumento de células apoptéticas
devido a falta de mecanismos de depuracao eficientes. Além disso, nossos resultados séao
similares aos encontrados por Gianfaldoni e colaboradores (2009) que demonstraram que a

vacinagdo com a SrtA nao alterou o infiltrado de macréfagos.
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Conforme ja mencionado, os neutréfilos também séo considerados células importantes
na defesa contra micro-organismos invasores. Essas células séo recrutadas para os locais da
infecc@o através de sinais de quimiocinas e citocinas para diminuir ou eliminar infec¢des
(KOBAYASHI et al., 2003). Jones e colaboradores (2005) demonstraram que camundongos
deficientes para receptores de sinalizacdo de IL-1B e TNF-q, citocinas que séo rapidamente
induzidas apOs exposicdo microbiana, tiveram um recrutamento de neutrdfilos,
significativamente diminuido, e também apresentaram reducdo na depuracao bacteriana em
camundongos infectados com S. pneumoniae, confirmando desta forma a importancia dos
neutrdéfilos durante um processo infeccioso. Ferreira e colaboradores (2009) demonstraram
gque camundongos imunizados com a proteina PspA5 de S. pneumoniae apresentaram niveis,
significativamente maiores, de neutréfilos comparado a animais que néo receberam a
proteina, além de apresentarem liberacéo de citocinas proé-inflamatorias, niveis elevados de
lgG2a e deposicdo do complemento eficiente que, em conjunto, contribuiram para uma
protecdo de 60% dos camundongos vacinados quando desafiados via intranasal. Desta forma,
embora ndo tenha sido observado diferenca nos perfis celulares, a imunizagdo com SrtA
recombinante pode ser benéfica em controlar os efeitos sobre a leséo tecidual.

Por outro lado, Gianfaldoni e colaboradores (2009) demonstraram que camundongos
ndo vacinados apresentaram niveis, significativamente maiores, de neutréfilos do que
camundongos que receberam SrtA recombinante. E importante ressaltar que estes resultados
foram obtidos com a utilizacdo de 10’ UFC/animal, 50x mais a quantidade utilizada para
desafio neste trabalho; além disso, a coleta do BAL foi realizada 48 h apos a infeccgéo,
podendo sugerir que, neste periodo, os animais vacinados foram capazes de modular o

processo inflamatorio de maneira mais eficiente do que os animais ndo vacinados.

5.3.4 Desafio intranasal e intraperitoneal

Para avaliar o potencial protetor da proteina SrtA através da via de curso natural da
doenca pneumocdcica invasiva, camundongos foram desafiados com 5x10* UFC/animal
(5xDLso) 7 dias ap6s a ultima imunizagdo, via intranasal. A figura 29 mostra o percentual de
sobrevivéncia dos camundongos em um periodo de 14 dias apoés infec¢do. O decurso da
infecgdo acontece de forma semelhante até o 3° dia para o grupo vacinado e n&o vacinado,
sendo que, no 5° dia, ha um aumento do numero de ébitos dos animais ndo vacinados que se
mantem até o 14" dia. Pode-se verificar que os animais vacinados com a SrtA recombinante
apresentaram uma sobrevida de 80% quando comparados aos animais controle nao

vacinados (50%).
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Figura 29: Avaliacdo da sobrevida dos camundongos apoés infec¢do intranasal. Em vermelho a
porcentagem de 6bitos do grupo ndo vacinado e em verde dos animais vacinados.

Com o objetivo de compreender melhor o potencial protetor da SrtA, avaliou-se
também, em paralelo, outra via de infeccdo. Sendo assim, outro grupo de animais vacinados
com a proteina SrtA recombinante e ndo vacinados foi infectado via intraperitoneal com 2x10*
UFC/animal (20xDLso). A DLso desta via para o sorotipo 4 foi determinada por Araudjo e
colaboradores (2012) em 103. A infeccdo foi realizada 7 dias apds a Ultima imunizacdo. A
figura 30 mostra o percentual de sobrevivéncia dos camundongos em um periodo de 14 dias
apos infeccao. O decurso da infeccao acontece de forma igual para o grupo vacinado e ndo
vacinado, porém, apds o 5° dia, ocorre uma diminuicao da letalidade dos animais vacinados
gquando comparado aos animais controle. Pode-se verificar que os animais vacinados com a
SrtA recombinante apresentaram uma sobrevida de 30% quando comparados aos animais

controle ndo vacinados (5%).
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Figura 30: Avaliacdo da sobrevida dos camundongos apoés infec¢éo intraperitoneal. Em vermelho a
porcentagem de 6bitos do grupo ndo vacinado e em verde dos animais vacinados. (*) P < 0,05.

Os resultados de letalidade corroboram com os encontrados por Gianfaldoni e
colaboradores (2009) que demonstraram que camundongos imunizados com a proteina SrtA
foram protegidos contra duas linhagens diferentes de S. pneumoniae quando infectados via
intraperitoneal. Além disso, Min e colaboradores (2012) mostraram que a SrtA teve seu
potencial de protecdo aumentado quando combinada as proteinas Gts e PotD em
camundongos infectados via intranasal ou intraperitoneal. Em conjunto, todos estes
resultados mostram que a SrtA é uma proteina promissora que poderia ser considerada para

inclusdo em uma vacina pneumocaécica multivalente.
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6 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

6.1 Conclusdes

Sumarizando os resultados temos:

- A caracterizacgdao, in silico, da proteina SrtA mostrou seu alto nivel de conservacéo
entre diferentes linhagens de S. pneumoniae e indicou o grande potencial imunogénico da
SrtA contra diferentes sorotipos de S. pneumoniae.

- A ORF foi clonada com éxito no plasmideo pET-21a.

- A proteina SrtA foi expressa e purificada com sucesso.

- Pelos ensaios de Westernblot e avaliagdo da resposta humoral, a proteina SrtA se
mostrou altamente imunogénica.

- A partir da dosagem de IgGs, observou-se que a imunizagdo com SrtA recombinante
foi capaz de desencadear uma produgdo significativa das subclasses IgG1 e IgG2, sugerindo
um equilibrio entre respostas Thl e Th2.

- Apesar da proteina ser capaz de controlar o infiltrado celular, ndo é capaz de modular
o perfil de células inflamatorias.

Osresultados gerados no presente trabalho nos permitem concluir que a proteina SrtA
de S. pneumoniae possui um grande potencial imunogénico e vacinal, modulando uma

resposta imune favoravel a protecdo do hospedeiro contra o patégeno.

6.2 Perspectivas

Este trabalho abre perspectivas quanto a otimizacdo das formulagcfes vacinais
contendo a proteina SrtA com o intuito de se ampliar o potencial protetor frente a outras
linhagens e sorotipos de S. pneumoniae.
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Brown%20JS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18541650
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Fundagao
7|7| Ezequiel Dias

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Certificamos que o Protocolo n® 060/2013, relativo ao projeto intitulado “Proteinas
sortase A e pav A na forma de proteina recombinante ou vacina de DNA para o
desenvolvimento de uma vacina contra o Streptococcus pneumoniae”, que tem
como responsavel Sophie Yvette Leclercq, esta de acordo com Principios Eticos da
experimentagdo animal adotados pela Comissdao de Etica em Experimentagio
Animal (CEUA/Funed), tendo sido APROVADO no dia 07/02/2014.

Belo Horizonte, 07 de fevereiro de 2014.

// < —‘-_'_'/' 7
' ﬁ%f&ﬂil{’i’-’ ‘ (//( ctz Z
7" Myrian Morato Duarte
Coordenadora da CEUA/Funed

-

Obs.: a validade deste parecer é de 02 anos a partir da data de sua expedicao.

Rua Conde Pereira Carneiro, 80, Gameleira, Belo Horizonte, MG.
CEP 30510-010 Telefone: (31) 3314-4645
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ANEXO 2

Alinhamento das sequéncias de nucleotideos e aminoacidos da
proteina SrtA de Streptococcus pneumoniae
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ATGTCTCAAAAAAA---TAATAAAAAGAAAAACAAGCGAAAAAATCTGCTGACAAATATC
ATGTCTCAAAAAAA---TAATAAAAAGAAAAACAAGCGAAAAAATCTGCTGACAAATATC
ATGTCTCAAAAAAA---TAATAAAAAGAAAAACAAGCGAAAAAATCTGCTGACAAATATC
ATGTCTCAAAAAAA---TAATAAAAAGAAAAACAAGCGAAAAAATCTGCTGACAAATATC
ATGTCTCAAAAAAA---TAATAAAAAGAAAAACAAGCGAAAAAATCTGCTGACAAATATC
ATGTCTCAAAAAAA---TAATAAAAAGAAAAACAAGCGAAAAAATCTGCTGACAAATATC
ATGTCTCAAAAAAA---TAATAAAAAGAAAAACAAGCGAAAAAATCTGCTGACAAATATC
ATGTCTCAAAAAAA---TAATAAAAAGAAAAACAAGCGAAAAAATCTGCTGACAAATATC
ATGTCTCAAAAAAA---TAATAAAAAGAAAAACAAGCGAAAAAATCTGCTGACAAATATC
ATGTCTCAAAAAAA---TAATAAAAAGAAAAACAAGCGAAAAAATCTGCTGACAAATATC
ATGTCTCAAAAAAA---TAATAAAAAGAAAAACAAGCGAAAAAATCTGCTGACAAATATC
ATGTCTCAAAAAAA---TAATAAAAAGAAAAACAAGCGAAAAAATCTGCTGACAAATATC
ATGTCTCAAAAAAAAAATAATAAAAAGAAAAACAAGCGAAAAAATTTGCTGACAAATATC
ATGTCTCAAAAAAAAAATAATAAAAAGAAAAACAAGCGAAAAAATTTGCTGACAAATATC
ATGTCTCAAAAAAAAAATAATAAAAAGAAAAACAAGCGAAAAAATTTGCTGACAAATATC
ATGTCTCAAAAAAAAAATAATAAAAAGAAAAACAAGCGAAAAAATTTGCTGACAAATATC
ATGTCTCAAAAAAAAAATAATAAAAAGAAAAACAAGCGAAAAAATTTGCTGACAAATATC
ATGTCTCAAAAAAA---TAATAAAAAGAAAAACAAGCGAAAAAATCTGCTGACAAATATC
ATGTCTCAAAAAAA---TAATAAAAAGAAAAACAAGCGAAAAAATCTGCTGACAAATATC
ATGTCTCAAAAAAA---TAATAAAAAGAAAAACAAGCGAAAAAATCTGCTGACAAATATC
ATGTCTCAAAAAAA---TAATAAAAAGAAAAACAAGCGAAAAAATCTGCTGACAAATATC
ATGTCTCAAAAAAA---TAATAAAAAGAAAAACAAGCGAAAAAATCTGCTGACAAATATC
ATGTCTCAAAAAAA---TAATAAAAAGAAAAACAAGCGAAAAAATCTGCTGACAAATATC

RR Rk ki kb b b i KAXKXKKAKAKAKAKAAKAAAKAA XA XA AXAKAKAKAKAKAAAKXN AXXAXAXAXKAAXAXA XA KKK

CTAGCAGGATTTCTGATATTACTGTCACTGGCTTTGATTTTTAATACTCAAATTCGAAAT
CTAGCAGGATTTCTGATATTACTGTCACTGGCTTTGATTTTTAATACTCAAATTCGAAAT
CTAGCAGGATTTCTGATATTACTGTCACTGGCTTTGATTTTTAATACTCAAATTCGAAAT
CTAGCAGGATTTCTGATATTACTGTCACTGGCTTTGATTTTTAATACTCAAATTCGAAAT
CTAGCAGGATTTCTGATATTACTGTCACTGGCTTTGATTTTTAATACTCAAATTCGAAAT
CTAGCAGGATTTCTGATATTACTGTCACTGGCTTTGATTTTTAATACTCAAATTCGAAAT
CTAGCAGGATTTCTGATATTACTGTCACTGGCTTTGATTTTTAATACTCAAATTCGAAAT
CTAGCAGGATTTCTGATATTACTGTCACTGGCTTTGATTTTTAATACTCAAATTCGAAAT
CTAGCAGGATTTCTGATATTACTGTCACTGGCTTTGATTTTTAATACTCAAATTCGAAAT
CTAGCAGGATTTCTGATATTACTGTCACTGGCTTTGATTTTTAATACTCAAATTCGAAAT
CTAGCAGGATTTCTGATATTACTGTCACTGGCTTTGATTTTTAATACTCAAATTCGAAAT
CTAGCAGGATTTCTGATATTACTGTCACTGGCTTTGATTTTTAATACTCAAATTCGAAAT
CTAGCAGGATTTCTGATATTACTGTCACTGGCTTTGATTTTTAATACTCAAATTCGAAAT
CTAGCAGGATTTCTGATATTACTGTCACTGGCTTTGATTTTTAATACTCAAATTCGAAAT
CTAGCAGGATTTCTGATATTACTGTCACTGGCTTTGATTTTTAATACTCAAATTCGAAAT
CTAGCAGGATTTCTGATATTACTGTCACTGGCTTTGATTTTTAATACTCAAATTCGAAAT
CTAGCAGGATTTCTGATATTACTGTCACTGGCTTTGATTTTTAATACTCAAATTCGAAAT
CTAGCAGGATTTCTGATATTACTGTCACTGGCTTTGATTTTTAATACTCAAATTCGAAAT
CTAGCAGGATTTCTGATATTACTGTCACTGGCTTTGATTTTTAATACTCAAATTCGAAAT
CTAGCAGGATTTCTGATATTACTGTCACTGGCTTTGATTTTTAATACTCAAATTCGAAAT
CTAGCAGGATTTCTGATATTACTGTCACTGGCTTTGATTTTTAATACTCAAATTCGAAAT
CTAGCAGGATTTCTGATATTACTGTCACTGGCTTTGATTTTTAATACTCAAATTCGAAAT
CTAGCAGGATTTCTGATATTACTGTCACTGGCTTTGATTTTTAATACTCAAATTCGAAAT
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ATTTTCATAGTCTGGAATACCAATAAGTATCAAGTTAGCCAGGTATCAAAAGAAAAATTA
ATTTTCATAGTCTGGAATACCAATAAGTATCAAGTTAGCCAGGTATCAAAAGAAAAATTA
ATTTTCATAGTCTGGAATACCAATAAGTATCAAGTTAGCCAGGTATCAAAAGAAAAATTA
ATTTTCATAGTCTGGAATACCAATAAGTATCAAGTTAGCCAGGTATCAAAAGAAAAATTA
ATTTTCATAGTCTGGAATACCAATAAGTATCAAGTTAGCCAGGTATCAAAAGAAAAATTA
ATTTTCATAGTCTGGAATACCAATAAGTATCAAGTTAGCCAGGTATCAAAAGAAAAATTA
ATTTTCATAGTCTGGAATACCAATAAGTATCAAGTTAGCCAGGTATCAAAAGAAAAATTA
ATTTTCATAGTCTGGAATACCAATAAGTATCAAGTTAGCCAGGTATCAAAAGAAAAATTA
ATTTTCATAGTCTGGAATACCAATAAGTATCAAGTTAGCCAGGTATCAAAAGAAAAATTA
ATTTTCATAGTCTGGAATACCAATAAGTATCAAGTTAGCCAGGTATCAAAAGAAAAATTA
ATTTTCATAGTCTGGAATACCAATAAGTATCAAGTTAGCCAGGTATCAAAAGAAAAATTA
ATTTTCATAGTCTGGAATACCAATAAGTATCAAGTTAGCCAGGTATCAAAAGAAAAATTA
ATTTTCATAGTCTGGAATACCAATAAGTATCAAGTTAGCCAGGTATCAAAAGAAAAATTA
ATTTTCATAGTCTGGAATACCAATAAGTATCAAGTTAGCCAGGTATCAAAAGAAAAATTA
ATTTTCATAGTCTGGAATACCAATAAGTATCAAGTTAGCCAGGTATCAAAAGAAAAATTA
ATTTTCATAGTCTGGAATACCAATAAGTATCAAGTTAGCCAGGTATCAAAAGAAAAATTA
ATTTTCATAGTCTGGAATACCAATAAGTATCAAGTTAGCCAGGTATCAAAAGAAAAATTA
ATTTTCATAGTCTGGAATACCAATAAGTATCAAGTTAGCCAGGTATCAAAAGAAAAATTA
ATTTTCATAGTCTGGAATACCAATAAGTATCAAGTTAGCCAGGTATCAAAAGAAAAATTA
ATTTTCATAGTCTGGAATACCAATAAGTATCAAGTTAGCCAGGTATCAAAAGAAAAATTA
ATTTTCATAGTCTGGAATACCAATAAGTATCAAGTTAGCCAGGTATCAAAAGAAAAATTA
ATTTTCATAGTCTGGAATACCAATAAGTATCAAGTTAGCCAGGTATCAAAAGAAAAATTA
ATTTTCATAGTCTGGAATACCAATAAGTATCAAGTTAGCCAGGTATCAAAAGAAAAATTA

KKK KA A A AR A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A KA A A A KA A AR AR AR AN AR KRR KK

GAAGAAAATCAGGATACAGAAGGCAATTTTGACTTTGATTCTGTCAAAGCTATCTCTTCG
GAAGAAAATCAGGATACAGAAGGCAATTTTGACTTTGATTCTGTCAAAGCTATCTCTTCG
GAAGAAAATCAGGATACAGAAGGCAATTTTGACTTTGATTCTGTCAAAGCTATCTCTTCG
GAAGAAAATCAGGATACAGAAGGCAATTTTGACTTTGATTCTGTCAAAGCTATCTCTTCG
GAAGAAAATCAGGATACAGAAGGCAATTTTGACTTTGATTCTGTCAAAGCTATCTCTTCG
GAAGAAAATCAGGATACAGAAGGCAATTTTGACTTTGATTCTGTCAAAGCTATCTCTTCG
GAAGAAAATCAGGATACAGAAGGCAATTTTGACTTTGATTCTGTCAAAGCTATCTCTTCG
GAAGAAAATCAGGATACAGAAGGCAATTTTGACTTTGATTCTGTCAAAGCTATCTCTTCG
GAAGAAAATCAGGATACAGAAGGCAATTTTGACTTTGATTCTGTCAAAGCTATCTCTTCG
GAAGAAAATCAGGATACAGAAGGCAATTTTGACTTTGATTCTGTCAAAGCTATCTCTTCG
GAAGAAAATCAGGATACAGAAGGCAATTTTGACTTTGATTCTGTCAAAGCTATCTCTTCG
GAAGAAAATCAGGATACAGAAGGCAATTTTGACTTTGATTCTGTCAAAGCTATCTCTTCG
GAAGAAAATCAGGATACAGAAGGCAATTTTGACTTTGATTCTGTCAAAGCTATCTCTTCG
GAAGAAAATCAGGATACAGAAGGCAATTTTGACTTTGATTCTGTCAAAGCTATCTCTTCG
GAAGAAAATCAGGATACAGAAGGCAATTTTGACTTTGATTCTGTCAAAGCTATCTCTTCG
GAAGAAAATCAGGATACAGAAGGCAATTTTGACTTTGATTCTGTCAAAGCTATCTCTTCG
GAAGAAAATCAGGATACAGAAGGCAATTTTGACTTTGATTCTGTCAAAGCTATCTCTTCG
GAAGAAAATCAGGATACAGAAGGCAATTTTGACTTTGATTCTGTCAAAGCTATCTCTTCG
GAAGAAAATCAGGATACAGAAGGCAATTTTGACTTTGATTCTGTCAAAGCTATCTCTTCG
GAAGAAAATCAGGATACAGAAGGCAATTTTGACTTTGATTCTGTCAAAGCTATCTCTTCG
GAAGAAAATCAGGATACAGAAGGCAATTTTGACTTTGATTCTGTCAAAGCTATCTCTTCG
GAAGAAAATCAGGATACAGAAGGCAATTTTGACTTTGATTCTGTCAAAGCTATCTCTTCG
GAAGAAAATCAGGATACAGAAGGCAATTTTGACTTTGATTCTGTCAAAGCTATCTCTTCG
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GAAGCTGTTCTAACTTCTCAATGGAATGCTCAAAAATTACCAGTTATTGGGGGAATTGCA
GAAGCTGTTCTAACTTCTCAATGGAATGCTCAAAAATTACCAGTTATTGGGGGAATTGCA
GAAGCTGTTCTAACTTCTCAATGGGATGCTCAAAAATTACCAGTTATTGGGGGAATTGCA
GAAGCTGTTCTAACTTCTCAATGGGATGCTCAAAAATTACCAGTTATTGGGGGAATTGCA
GAAGCTGTTCTAACTTCTCAATGGGATGCTCAAAAATTACCAGTTATTGGGGGAATTGCA
GAAGCTGTTCTAACTTCTCAATGGGATGCTCAAAAATTACCAGTTATTGGGGGAATTGCA
GAAGCTGTTCTAACTTCTCAATGGGATGCTCAAAAATTACCAGTTATTGGGGGAATTGCA
GAAGCTGTTCTAACTTCTCAATGGGATGCTCAAAAATTACCAGTTATTGGGGGAATTGCA
GAAGCTGTTCTAACTTCTCAATGGGATGCTCAAAAATTACCAGTTATTGGGGGAATTGCA
GAAGCTGTTCTAACTTCTCAATGGGATGCTCAAAAATTACCAGTTATTGGGGGAATTGCA
GAAGCTGTTCTAACTTCTCAATGGGATGCTCAAAAATTACCAGTTATTGGGGGAATTGCA
GAAGCTGTTCTAACTTCTCAATGGGATGCTCAAAAATTACCAGTTATTGGGGGAATTGCA
GAAGCTGTTCTAACTTCTCAATGGGATGCTCAAAAATTACCAGTTATTGGGGGAATTGCA
GAAGCTGTTCTAACTTCTCAATGGGATGCTCAAAAATTACCAGTTATTGGGGGAATTGCA
GAAGCTGTTCTAACTTCTCAATGGGATGCTCAAAAATTACCAGTTATTGGGGGAATTGCA
GAAGCTGTTCTAACTTCTCAATGGGATGCTCAAAAATTACCAGTTATTGGGGGAATTGCA
GAAGCTGTTCTAACTTCTCAATGGGATGCTCAAAAATTACCAGTTATTGGGGGAATTGCA
GAAGCTGTTCTAACTTCTCAATGGGATGCTCAAAAATTACCAGTTATTGGGGGAATTGCA
GAAGCTGTTCTAACTTCTCAATGGGATGCTCAAAAATTACCAGTTATTGGGGGAATTGCA
GAAGCTGTTCTAACTTCTCAATGGGATGCTCAAAAATTACCAGTTATTGGGGGAATTGCA
GAAGCTGTTCTAACTTCTCAATGGGATGCTCAAAAATTACCAGTTATTGGGGGAATTGCA
GAAGCTGTTCTAACTTCTCAATGGGATGCTCAAAAATTACCAGTTATTGGGGGAATTGCA
GAAGCTGTTCTAACTTCTCAATGGGATGCTCAAAAATTACCAGTTATTGGGGGAATTGCA

KAXKXKKAKAKAKAKAAKAAAKAAKAAKAKAKAAKAAX AKX KA A AKX AKX A A A A A A A A XA A A A A A AKX AKX AR XA XA XA XA KKK

ATTCCTGAATTGGAAATGAATTTGCCGATTTTTAAAGGACTTGATAATGTTAATCTCTTC
ATTCCTGAATTGGAAATGAATTTGCCGATTTTTAAAGGACTTGATAATGTTAATCTCTTC
ATTCCTGAATTGGAAATGAATTTGCCGATTTTTAAAGGACTTGATAATGTTAATCTCTTC
ATTCCTGAATTGGAAATGAATTTGCCGATTTTTAAAGGACTTGATAATGTTAATCTCTTC
ATTCCTGAATTGGAAATGAATTTGCCGATTTTTAAAGGACTTGATAATGTTAATCTCTTC
ATTCCTGAATTGGAAATGAATTTGCCGATTTTTAAAGGACTTGATAATGTTAATCTCTTC
ATTCCTGAATTGGAAATGAATTTGCCGATTTTTAAAGGACTTGATAATGTTAATCTCTTC
ATTCCTGAATTGGAAATGAATTTGCCGATTTTTAAAGGACTTGATAATGTTAATCTCTTC
ATTCCTGAATTGGAAATGAATTTGCCGATTTTTAAAGGACTTGATAATGTTAATCTCTTC
ATTCCTGAATTGGAAATGAATTTGCCGATTTTTAAAGGACTTGATAATGTTAATCTCTTC
ATTCCTGAATTGGAAATGAATTTGCCGATTTTTAAAGGACTTGATAATGTTAATCTCTTC
ATTCCTGAATTGGAAATGAATTTGCCGATTTTTAAAGGACTTGATAATGTTAATCTCTTC
ATTCCTGAATTGGAAATGAATTTGCCGATTTTTAAAGGACTTGATAATGTTAATCTCTTC
ATTCCTGAATTGGAAATGAATTTGCCGATTTTTAAAGGACTTGATAATGTTAATCTCTTC
ATTCCTGAATTGGAAATGAATTTGCCGATTTTTAAAGGACTTGATAATGTTAATCTCTTC
ATTCCTGAATTGGAAATGAATTTGCCGATTTTTAAAGGACTTGATAATGTTAATCTCTTC
ATTCCTGAATTGGAAATGAATTTGCCGATTTTTAAAGGACTTGATAATGTTAATCTCTTC
ATTCCTGAATTGGAAATGAATTTGCCGATTTTTAAAGGACTTGATAATGTTAATCTCTTC
ATTCCTGAATTGGAAATGAATTTGCCGATTTTTAAAGGACTTGATAATGTTAATCTCTTC
ATTCCTGAATTGGAAATGAATTTGCCGATTTTTAAAGGACTTGATAATGTTAATCTCTTC
ATTCCTGAATTGGAAATGAATTTGCCGATTTTTAAAGGACTTGATAATGTTAATCTCTTC
ATTCCTGAATTGGAAATGAATTTGCCGATTTTTAAAGGACTTGATAATGTTAATCTCTTC
ATTCCTGAATTGGAAATGAATTTGCCGATTTTTAAAGGACTTGATAATGTTAATCTCTTC
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TACGGAGCTGGTACAATGAAACGCGAGCAAGTAATGGGAGAAGGAAATTATAGTCTAGCT
TACGGAGCTGGTACAATGAAACGCGAGCAAGTAATGGGAGAAGGAAATTATAGTCTAGCT
TACGGAGCTGGTACAATGAAACGCGAGCAAGTAATGGGAGAAGGAAATTATAGTCTAGCT
TACGGAGCTGGTACAATGAAACGCGAGCAAGTAATGGGAGAAGGAAATTATAGTCTAGCT
TACGGAGCTGGTACAATGAAACGCGAGCAAGTAATGGGAGAAGGAAATTATAGTCTAGCT
TACGGAGCTGGTACAATGAAACGCGAGCAAGTAATGGGAGAAGGAAATTATAGTCTAGCT
TACGGAGCTGGTACAATGAAACGCGAGCAAGTAATGGGAGAAGGAAATTATAGTCTAGCT
TACGGAGCTGGTACAATGAAACGCGAGCAAGTAATGGGAGAAGGAAATTATAGTCTAGCT
TACGGAGCTGGTACAATGAAACGCGAGCAAGTAATGGGAGAAGGAAATTATAGTCTAGCT
TACGGAGCTGGTACAATGAAACGCGAGCAAGTAATGGGAGAAGGAAATTATAGTCTAGCT
TACGGAGCTGGTACAATGAAACGCGAGCAAGTAATGGGAGAAGGAAATTATAGTCTAGCT
TACGGAGCTGGTACAATGAAACGCGAGCAAGTAATGGGAGAAGGAAATTATAGTCTAGCT
TACGGAGCTGGTACAATGAAACGCGAGCAAGTAATGGGAGAAGGAAATTATAGTCTAGCT
TACGGAGCTGGTACAATGAAACGCGAGCAAGTAATGGGAGAAGGAAATTATAGTCTAGCT
TACGGAGCTGGTACAATGAAACGCGAGCAAGTAATGGGAGAAGGAAATTATAGTCTAGCT
TACGGAGCTGGTACAATGAAACGCGAGCAAGTAATGGGAGAAGGAAATTATAGTCTAGCT
TACGGAGCTGGTACAATGAAACGCGAGCAAGTAATGGGAGAAGGAAATTATAGTCTAGCT
TACGGAGCTGGTACAATGAAACGCGAGCAAGTAATGGGAGAAGGAAATTATAGTCTAGCT
TACGGAGCTGGTACAATGAAACGCGAGCAAGTAATGGGAGAAGGAAATTATAGTCTAGCT
TACGGAGCTGGTACAATGAAACGCGAGCAAGTAATGGGAGAAGGAAATTATAGTCTAGCT
TACGGAGCTGGTACAATGAAACGCGAGCAAGTAATGGGAGAAGGAAATTATAGTCTAGCT
TACGGAGCTGGTACAATGAAACGCGAGCAAGTAATGGGAGAAGGAAATTATAGTCTAGCT
TACGGAGCTGGTACAATGAAACGCGAGCAAGTAATGGGAGAAGGAAATTATAGTCTAGCT

KKK KA A A AR A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A KA A A A KA A AR AR AR AN AR KRR KK

AGTCACCATATCTTTGGTGTTGATAATGCTAATAAAATGTTATTTTCTCCTTTAGATAAT
AGTCACCATATCTTTGGTGTTGATAATGCTAATAAAATGTTATTTTCTCCTTTAGATAAT
AGTCACCATATCTTTGGTGTTGATAATGCTAATAAAATGTTATTTTCTCCTTTAGATAAT
AGTCACCATATCTTTGGTGTTGATAATGCTAATAAAATGTTATTTTCTCCTTTAGATAAT
AGTCACCATATCTTTGGTGTTGATAATGCTAATAAAATGTTATTTTCTCCTTTAGATAAT
AGTCACCATATCTTTGGTGTTGATAATGCTAATAAAATGTTATTTTCTCCTTTAGATAAT
AGTCACCATATCTTTGGTGTTGATAATGCTAATAAAATGTTATTTTCTCCTTTAGATAAT
AGTCACCATATCTTTGGTGTTGATAATGCTAATAAAATGTTATTTTCTCCTTTAGATAAT
AGTCACCATATCTTTGGTGTTGATAATGCTAATAAAATGTTATTTTCTCCTTTAGATAAT
AGTCACCATATCTTTGGTGTTGATAATGCTAATAAAATGTTATTTTCTCCTTTAGATAAT
AGTCACCATATCTTTGGTGTTGATAATGCTAATAAAATGTTATTTTCTCCTTTAGATAAT
AGTCACCATATCTTTGGTGTTGATAATGCTAATAAAATGTTATTTTCTCCTTTAGATAAT
AGTCACCATATCTTTGGTGTTGATAATGCTAATAAAATGTTATTTTCTCCTTTAGATAAT
AGTCACCATATCTTTGGTGTTGATAATGCTAATAAAATGTTATTTTCTCCTTTAGATAAT
AGTCACCATATCTTTGGTGTTGATAATGCTAATAAAATGTTATTTTCTCCTTTAGATAAT
AGTCACCATATCTTTGGTGTTGATAATGCTAATAAAATGTTATTTTCTCCTTTAGATAAT
AGTCACCATATCTTTGGTGTTGATAATGCTAATAAAATGTTATTTTCTCCTTTAGATAAT
AGTCACCATATCTTTGGTGTTGATAATGCTAATAAAATGTTATTTTCTCCTTTAGATAAT
AGTCACCATATCTTTGGTGTTGATAATGCTAATAAAATGTTATTTTCTCCTTTAGATAAT
AGTCACCATATCTTTGGTGTTGATAATGCTAATAAAATGTTATTTTCTCCTTTAGATAAT
AGTCACCATATCTTTGGTGTTGATAATGCTAATAAAATGTTATTTTCTCCTTTAGATAAT
AGTCACCATATCTTTGGTGTTGATAATGCTAATAAAATGTTATTTTCTCCTTTAGATAAT
AGTCACCATATCTTTGGTGTTGATAATGCTAATAAAATGTTATTTTCTCCTTTAGATAAT
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670-6B
215/07-HEM
INV104
P1031

JJA

D39

R6
Hungaryl9A-6
70585

AP200
INV200

ATCC
SPN994039
SPN994038
SPN034183
SPN034156
0xXC1l41
TCH8431/19A
SPNA45S
gamPNIO373
G54
Taiwanl9F-14
2026

670-6B
215/07-HEM
INV104
P1031

JJA

D39

R6
Hungaryl9A-6
70585

AP200
INV200

ATCC
SPN994039
SPN994038
SPN034183
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0OXC141
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gamPNIO373
G54
Taiwanl9F-14
AQ26

GCTAAAAATGGCATGAAGATTTATCTAACCGATAAAAATAAAGTTTATACTTATGAAATA
GCTAAAAATGGCATGAAGATTTATCTAACCGATAAAAATAAAGTTTATACTTATGAAATA
GCTAAAAATGGCATGAAGATTTATCTAACCGATAAAAATAAAGTTTATACTTATGAAATA
GCTAAAAATGGCATGAAGATTTATCTAACCGATAAAAATAAAGTTTATACTTATGAAATA
GCTAAAAATGGCATGAAGATTTATCTAACCGATAAAAATAAAGTTTATACTTATGAAATA
GCTAAAAATGGCATGAAGATTTATCTAACCGATAAAAATAAAGTTTATACTTATGAAATA
GCTAAAAATGGCATGAAGATTTATCTAACCGATAAAAATAAAGTTTATACTTATGAAATA
GCTAAAAATGGCATGAAGATTTATCTAACCGATAAAAATAAAGTTTATACTTATGAAATA
GCTAAAAATGGCATGAAGATTTATCTAACCGATAAAAATAAAGTTTATACTTATGAAATA
GCTAAAAATGGCATGAAGATTTATCTAACCGATAAAAATAAAGTTTATACTTATGAAATA
GCTAAAAATGGCATGAAGATTTATCTAACCGATAAAAATAAAGTTTATACTTATGAAATA
GCTAAAAATGGCATGAAGATTTATCTAACCGATAAAAATAAAGTTTATACTTATGAAATA
GCTAAAAATGGCATGAAGATTTATCTAACCGATAAAAATAAAGTTTATACTTATGAAATA
GCTAAAAATGGCATGAAGATTTATCTAACCGATAAAAATAAAGTTTATACTTATGAAATA
GCTAAAAATGGCATGAAGATTTATCTAACCGATAAAAATAAAGTTTATACTTATGAAATA
GCTAAAAATGGCATGAAGATTTATCTAACCGATAAAAATAAAGTTTATACTTATGAAATA
GCTAAAAATGGCATGAAGATTTATCTAACCGATAAAAATAAAGTTTATACTTATGAAATA
GCTAAAAATGGCATGAAGATTTATCTAACCGATAAAAATAAAGTTTATACTTATGAAATA
GCTAAAAATGGCATGAAGATTTATCTAACCGATAAAAATAAAGTTTATACTTATGAAATA
GCTAAAAATGGCATGAAGATTTATCTAACCGATAAAAATAAAGTTTATACTTATGAAATA
GCTAAAAATGGCATGAAGATTTATCTAACCGATAAAAATAAAGTTTATACTTATGAAATA
GCTAAAAATGGCATGAAGATTTATCTAACCGATAAAAATAAAGTTTATACTTATGAAATA
GCTAAAAATGGCATGAAGATTTATCTAACCGATAAAAATAAAGTTTATACTTATGAAATA
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CGTGAAGTCAAACGTGTGACACCGGATCGTGTTGATGAAGTTGATGATAGAGATGGGGTC
CGTGAAGTCAAACGTGTGACACCGGATCGTGTTGATGAAGTTGATGATAGAGATGGGGTC
CGTGAAGTCAAACGTGTGACACCGGATCGTGTTGATGAAGTTGATGATAGAGATGGGGTC
CGTGAAGTCAAACGTGTGACACCGGATCGTGTTGATGAAGTTGATGATAGAGATGGGGTC
CGTGAAGTCAAACGTGTGACACCGGATCGTGTTGATGAAGTTGATGATAGAGATGGGGTC
CGTGAAGTCAAACGTGTGACACCAGATCGTGTTGATGAAGTTGATGATAGAGATGGGGTC
CGTGAAGTCAAACGTGTGACACCAGATCGTGTTGATGAAGTTGATGATAGAGATGGGGTC
CGTGAAGTCAAACGTGTGACACCGGATCGTGTTGATGAAGTTGATGATAGAGATGGGGTC
CGTGAAGTCAAACGTGTGACACCGGATCGTGTTGATGAAGTTGATGATAGAGATGGGGTC
CGTGAAGTCAAACGTGTGACACCGGATCGTGTTGATGAAGTTGATGATAGAGATGGGGTC
CGTGAAGTCAAACGTGTGACACCGGATCGTGTTGATGAAGTTGATGATAGAGATGGGGTC
CGTGAAGTCAAACGTGTGACACCGGATCGTGTTGATGAAGTTGATGATAGAGATGGGGTC
CGTGAAGTCAAACGTGTGACACCGGATCGTGTTGATGAAGTTGATGATAGAGATGGGGTC
CGTGAAGTCAAACGTGTGACACCGGATCGTGTTGATGAAGTTGATGATAGAGATGGGGTC
CGTGAAGTCAAACGTGTGACACCGGATCGTGTTGATGAAGTTGATGATAGAGATGGGGTC
CGTGAAGTCAAACGTGTGACACCGGATCGTGTTGATGAAGTTGATGATAGAGATGGGGTC
CGTGAAGTCAAACGTGTGACACCGGATCGTGTTGATGAAGTTGATGATAGAGATGGGGTC
CGTGAAGTCAAACGTGTGACACCGGATCGTGTTGATGAAGTTGATGATAGAGATGGGGTC
CGTGAAGTCAAACGTGTGACACCGGATCGTGTTGATGAAGTTGATGATAGAGATGGGGTC
CGTGAAGTCAAACGTGTGACACCGGATCGTGTTGATGAAGTTGATGATAGAGATGGGGTC
CGTGAAGTCAAACGTGTGACACCGGATCGTGTTGATGAAGTTGATGATAGAGATGGGGTC
CGTGAAGTCAAACGTGTGACACCGGATCGTGTTGATGAAGTTGATGATAGAGATGGGGTC
CGTGAAGTCAAACGTGTGACACCGGATCGTGTTGATGAAGTTGATGATAGAGATGGGGTC
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AATGAAATCACATTAGTAACCTGTGAAGACCTTGCTGCTACAGAACGTATTATTGTCAAA
AATGAAATCACATTAGTAACCTGTGAAGACCTTGCTGCTACAGAACGTATTATTGTCAAA
AATGAAATCACATTAGTAACCTGTGAAGACCTTGCTGCTACAGAACGTATTATTGTCAAA
AATGAAATCACATTAGTAACCTGTGAAGACCTTGCTGCTACAGAACGTATTATTGTCAAA
AATGAAATCACATTAGTAACCTGTGAAGACCTTGCTGCTACAGAACGTATTATTGTCAAA
AATGAAATCACATTAGTAACCTGTGAAGACCTTGCTGCTACAGAACGTATTATTGTCAAA
AATGAAATCACATTAGTAACCTGTGAAGACCTTGCTGCTACAGAACGTATTATTGTCAAA
AATGAAATCACATTAGTAACCTGTGAAGACCTTGCTGCTACAGAACGTATTATTGTCAAA
AATGAAATCACATTAGTAACCTGTGAAGACCTTGCTGCTACAGAACGTATTATTGTCAAA
AATGAAATCACATTAGTAACCTGTGAAGACCTTGCTGCTACAGAACGTATTATTGTCAAA
AATGAAATCACATTAGTAACCTGTGAAGACCTTGCTGCTACAGAACGTATTATTGTCAAA
AATGAAATCACATTAGTAACCTGTGAAGACCTTGCTGCTACAGAACGTATTATTGTCAAA
AATGAAATCACATTAGTAACCTGTGAAGACCTTGCTGCTACAGAACGTATTATTGTCAAA
AATGAAATCACATTAGTAACCTGTGAAGACCTTGCTGCTACAGAACGTATTATTGTCAAA
AATGAAATCACATTAGTAACCTGTGAAGACCTTGCTGCTACAGAACGTATTATTGTCAAA
AATGAAATCACATTAGTAACCTGTGAAGACCTTGCTGCTACAGAACGTATTATTGTCAAA
AATGAAATCACATTAGTAACCTGTGAAGACCTTGCTGCTACAGAACGTATTATTGTCAAA
AATGAAATCACATTAGTAACCTGTGAAGACCTTGCTGCTACAGAACGTATTATTGTCAAA
AATGAAATCACATTAGTAACCTGTGAAGACCTTGCTGCTACAGAACGTATTATTGTCAAA
AATGAAATCACATTAGTAACCTGTGAAGACCTTGCTGCTACAGAACGTATTATTGTCAAA
AATGAAATCACATTAGTAACCTGTGAAGACCTTGCTGCTACAGAACGTATTATTGTCAAA
AATGAAATCACATTAGTAACCTGTGAAGACCTTGCTGCTACAGAACGTATTATTGTCAAA
AATGAAATCACATTAGTAACCTGTGAAGACCTTGCTGCTACAGAACGTATTATTGTCAAA

KKK KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR A A A A A A KA A A KA A A A A A A AR AR A AR AR KRR KK

GGTGATTTGAAAGAAACAAAAGATTATTCACAAACATCTGATGAAATCCTAACAGCTTTC
GGTGATTTGAAAGAAACAAAAGATTATTCACAAACATCTGATGAAATCCTAACAGCTTTC
GGTGATTTGAAAGAAACAAAAGATTATTCACAAACATCTGATGAAATTCTAACAGCTTTC
GGTGATTTGAAAGAAACAAAAGATTATTCACAAACATCTGATGAAATTCTAACAGCTTTC
GGTGATTTGAAAGAAACAAAAGATTATTCACAAACATCTGATGAAATTCTAACAGCTTTC
GGTGATTTGAAAGAAACAAAAGATTATTCACAAACATCTGATGAAATCCTAACAGCTTTC
GGTGATTTGAAAGAAACAAAAGATTATTCACAAACATCTGATGAAATCCTAACAGCTTTC
GGTGATTTGAAAGAAACAAAAGATTATTCACAAACATCTGATGAAATCCTAACAGCTTTC
GGTGATTTGAAAGAAACAAAAGATTATTCACAAACATCTGATGAAATCCTAACAGCTTTC
GGTGATTTGAAAGAAACAAAAGATTATTCACAAACATCTGATGAAATCCTAACAGCTTTC
GGTGATTTGAAAGAAACAAAAGATTATTCACAAACATCTGATGAAATCCTAACAGCTTTC
GGTGATTTGAAAGAAACAAAAGATTATTCACAAACATCTGATGAAATCCTAACAGCTTTC
GGTGATTTGAAAGAAACAAAAGATTATTCACAAACATCTAATGAAATCCTAACAGCTTTC
GGTGATTTGAAAGAAACAAAAGATTATTCACAAACATCTAATGAAATCCTAACAGCTTTC
GGTGATTTGAAAGAAACAAAAGATTATTCACAAACATCTAATGAAATCCTAACAGCTTTC
GGTGATTTGAAAGAAACAAAAGATTATTCACAAACATCTAATGAAATCCTAACAGCTTTC
GGTGATTTGAAAGAAACAAAAGATTATTCACAAACATCTAATGAAATCCTAACAGCTTTC
GGTGATTTGAAAGAAACAAAAGATTATTCACAAACATCTAATGAAATCCTAACAGCTTTC
GGTGATTTGAAAGAAACAAAAGATTATTCACAAACATCTAATGAAATCCTAACAGCTTTC
GGTGATTTGAAAGAAACAAAAGATTATTCACAAACATCTAATGAAATCCTAACAGCTTTC
GGTGATTTGAAAGAAACAAAAGATTATTCACAAACATCTAATGAAATCCTAACAGCTTTC
GGTGATTTGAAAGAAACAAAAGATTATTCACAAACATCTAATGAAATCCTAACAGCTTTC
GGTGATTTGAAAGAAACAAAAGATTATTCACAAACATCTAATGAAATCCTAACAGCTTTC
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670-6B AATCAACCATATAAACAATTTTATTAA 744
215/07-HEM AATCAACCATATAAACAATTTTATTAA 744
INV104 AATCAACCATATAAACAATTTTATTAA 744
P1031 AATCAACCATATAAACAATTTTATTAA 744
JJA AATCAACCATATAAACAATTTTATTAA 744
D39 AATCAACCATATAAACAATTTTATTAA 744
R6 AATCAACCATATAAACAATTTTATTAA 744
Hungaryl9A-6 AATCAACCATATAAACAATTTTATTAA 744
70585 AATCAACCATATAAACAATTTTATTAA 744
AP200 AATCAACCATATAAACAATTTTATTAA 744
INV200 AATCAACCATATAAACAATTTTATTAA 744
ATCC AATCAACCATATAAACAATTTTATTAA 744
SPN994039 AATCAACCATATAAACAATTTTATTAA 747
SPN994038 AATCAACCATATAAACAATTTTATTAA 747
SPN034183 AATCAACCATATAAACAATTTTATTAA 747
SPN034156 AATCAACCATATAAACAATTTTATTAA 747
0OXC141 AATCAACCATATAAACAATTTTATTAA 747
TCH8431/19A AATCAACCATATAAACAATTTTATTAA 744
SPNA45 AATCAACCATATAAACAATTTTATTAA 744
gamPNIO373 AATCAACCATATAAACAATTTTATTAA 744
G54 AATCAACCATATAAACAATTTTATTAA 744

Taiwanl9F-14
A026

AATCAACCATATAAACAATTTTATTAA
AATCAACCATATAAACAATTTTATTAA

kkhk Ak Kk hkhk Ak dhdhkhk Ak khkdhkhkkh*Kk*

744
744

Figura S1: Alinhamento das sequéncias nucleotidicas do gene srtA de S. pneumoniae. A sequéncia
em destaque corresponde a linhagem utilizada neste trabalho. (*) indica maxima identidade entre
todas as sequéncias e a auséncia indica bases diferentes entre as sequéncias alinhadas.
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MSQK-NNKKKNKRKNLLTNILAGFLILLSLALIFNTQIRNIFIVWNTNKYQVSQVSKEKL
MSQK-NNKKKNKRKNLLTNILAGFLILLSLALIFNTQIRNIFIVWNTNKYQVSQVSKEKL
MSQK-NNKKKNKRKNLLTNILAGFLILLSLALIFNTQIRNIFIVWNTNKYQVSQVSKEKL
MSQK-NNKKKNKRKNLLTNILAGFLILLSLALIFNTQIRNIFIVWNTNKYQVSQVSKEKL
MSQK-NNKKKNKRKNLLTNILAGFLILLSLALIFNTQIRNIFIVWNTNKYQVSQVSKEKL
MSQK-NNKKKNKRKNLLTNILAGFLILLSLALIFNTQIRNIFIVWNTNKYQVSQVSKEKL
MSQK-NNKKKNKRKNLLTNILAGFLILLSLALIFNTQIRNIFIVWNTNKYQVSQVSKEKL
MSQK-NNKKKNKRKNLLTNILAGFLILLSLALIFNTQIRNIFIVWNTNKYQVSQVSKEKL
MSQK-NNKKKNKRKNLLTNILAGFLILLSLALIFNTQIRNIFIVWNTNKYQVSQVSKEKL
MSQK-NNKKKNKRKNLLTNILAGFLILLSLALIFNTQIRNIFIVWNTNKYQVSQVSKEKL
MSQK-NNKKKNKRKNLLTNILAGFLILLSLALIFNTQIRNIFIVWNTNKYQVSQVSKEKL
MSQK-NNKKKNKRKNLLTNILAGFLILLSLALIFNTQIRNIFIVWNTNKYQVSQVSKEKL
MSQK-NNKKKNKRKNLLTNILAGFLILLSLALIFNTQIRNIFIVWNTNKYQVSQVSKEKL
MSQK-NNKKKNKRKNLLTNILAGFLILLSLALIFNTQIRNIFIVWNTNKYQVSQVSKEKL
MSQK-NNKKKNKRKNLLTNILAGFLILLSLALIFNTQIRNIFIVWNTNKYQVSQVSKEKL
MSQK-NNKKKNKRKNLLTNILAGFLILLSLALIFNTQIRNIFIVWNTNKYQVSQVSKEKL
MSQK-NNKKKNKRKNLLTNILAGFLILLSLALIFNTQIRNIFIVWNTNKYQVSQVSKEKL
MSQK-NNKKKNKRKNLLTNILAGFLILLSLALIFNTQIRNIFIVWNTNKYQVSQVSKEKL
MSQKKNNKKKNKRKNLLTNILAGFLILLSLALIFNTQIRNIFIVWNTNKYQVSQVSKEKL
MSQKKNNKKKNKRKNLLTNILAGFLILLSLALIFNTQIRNIFIVWNTNKYQVSQVSKEKL
MSQKKNNKKKNKRKNLLTNILAGFLILLSLALIFNTQIRNIFIVWNTNKYQVSQVSKEKL
MSQKKNNKKKNKRKNLLTNILAGFLILLSLALIFNTQIRNIFIVWNTNKYQVSQVSKEKL
MSQKKNNKKKNKRKNLLTNILAGFLILLSLALIFNTQIRNIFIVWNTNKYQVSQVSKEKL
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EENQDTEGNEFDFDSVKAISSEAVLTSQWDAQKLPVIGGIAIPELEMNLPIFKGLDNVNLE
EENQDTEGNFDEFDSVKAISSEAVLTSQWDAQKLPVIGGIAIPELEMNLPIFKGLDNVNLE
EENQDTEGNFDEFDSVKAISSEAVLTSQWDAQKLPVIGGIAIPELEMNLPIFKGLDNVNLE
EENQDTEGNEFDFDSVKAISSEAVLTSQWDAQKLPVIGGIAIPELEMNLPIFKGLDNVNLE
EENQDTEGNEFDFDSVKAISSEAVLTSQWDAQKLPVIGGIAIPELEMNLPIFKGLDNVNLE
EENQDTEGNFDEFDSVKAISSEAVLTSQWDAQKLPVIGGIAIPELEMNLPIFKGLDNVNLE
EENQDTEGNFDFDSVKAISSEAVLTSQWDAQKLPVIGGIAIPELEMNLPIFKGLDNVNLE
EENQDTEGNEFDFDSVKAISSEAVLTSQWDAQKLPVIGGIAIPELEMNLPIFKGLDNVNLE
EENQDTEGNEFDFDSVKAISSEAVLTSQWDAQKLPVIGGIAIPELEMNLPIFKGLDNVNLE
EENQDTEGNFDEFDSVKAISSEAVLTSQWDAQKLPVIGGIAIPELEMNLPIFKGLDNVNLE
EENQDTEGNFDEFDSVKAISSEAVLTSQWDAQKLPVIGGIAIPELEMNLPIFKGLDNVNLE
EENQDTEGNFDEFDSVKAISSEAVLTSQWDAQKLPVIGGIAIPELEMNLPIFKGLDNVNLE
EENQDTEGNEFDFDSVKAISSEAVLTSQWDAQKLPVIGGIAIPELEMNLPIFKGLDNVNLE
EENQDTEGNEFDFDSVKAISSEAVLTSQWDAQKLPVIGGIAIPELEMNLPIFKGLDNVNLE
EENQDTEGNFDEFDSVKAISSEAVLTSQWDAQKLPVIGGIAIPELEMNLPIFKGLDNVNLE
EENQDTEGNFDFDSVKAISSEAVLTSQWDAQKLPVIGGIAIPELEMNLPIFKGLDNVNLE
EENQDTEGNEFDFDSVKAISSEAVLTSQWNAQKLPVIGGIAIPELEMNLPIFKGLDNVNLE
EENQDTEGNEFDFDSVKAISSEAVLTSQWNAQKLPVIGGIAIPELEMNLPIFKGLDNVNLE
EENQDTEGNFDEFDSVKAISSEAVLTSQWDAQKLPVIGGIAIPELEMNLPIFKGLDNVNLE
EENQDTEGNFDEFDSVKAISSEAVLTSQWDAQKLPVIGGIAIPELEMNLPIFKGLDNVNLE
EENQDTEGNEFDFDSVKAISSEAVLTSQWDAQKLPVIGGIAIPELEMNLPIFKGLDNVNLE
EENQDTEGNEDFDSVKAISSEAVLTSQWDAQKLPVIGGIAIPELEMNLPIFKGLDNVNLE
EENQDTEGNFDEFDSVKAISSEAVLTSQWDAQKLPVIGGIAIPELEMNLPIFKGLDNVNLE
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YGAGTMKREQVMGEGNYSLASHHIFGVDNANKMLEFSPLDNAKNGMKIYLTDKNKVYTYET
YGAGTMKREQVMGEGNYSLASHHIFGVDNANKMLFSPLDNAKNGMKIYLTDKNKVYTYET
YGAGTMKREQVMGEGNYSLASHHIFGVDNANKMLFSPLDNAKNGMKIYLTDKNKVYTYET
YGAGTMKREQVMGEGNYSLASHHIFGVDNANKMLFSPLDNAKNGMKIYLTDKNKVYTYET
YGAGTMKREQVMGEGNYSLASHHIFGVDNANKMLEFSPLDNAKNGMKIYLTDKNKVYTYET
YGAGTMKREQVMGEGNYSLASHHIFGVDNANKMLFSPLDNAKNGMKIYLTDKNKVYTYET
YGAGTMKREQVMGEGNYSLASHHIFGVDNANKMLFSPLDNAKNGMKIYLTDKNKVYTYET
YGAGTMKREQVMGEGNYSLASHHIFGVDNANKMLEFSPLDNAKNGMKIYLTDKNKVYTYET
YGAGTMKREQVMGEGNYSLASHHIFGVDNANKMLFSPLDNAKNGMKIYLTDKNKVYTYET
YGAGTMKREQVMGEGNYSLASHHIFGVDNANKMLFSPLDNAKNGMKIYLTDKNKVYTYET
YGAGTMKREQVMGEGNYSLASHHIFGVDNANKMLFSPLDNAKNGMKIYLTDKNKVYTYET
YGAGTMKREQVMGEGNYSLASHHIFGVDNANKMLFSPLDNAKNGMKIYLTDKNKVYTYET
YGAGTMKREQVMGEGNYSLASHHIFGVDNANKMLEFSPLDNAKNGMKIYLTDKNKVYTYET
YGAGTMKREQVMGEGNYSLASHHIFGVDNANKMLFSPLDNAKNGMKIYLTDKNKVYTYET
YGAGTMKREQVMGEGNYSLASHHIFGVDNANKMLFSPLDNAKNGMKIYLTDKNKVYTYET
YGAGTMKREQVMGEGNYSLASHHIFGVDNANKMLFSPLDNAKNGMKIYLTDKNKVYTYET
YGAGTMKREQVMGEGNYSLASHHIFGVDNANKMLFSPLDNAKNGMKIYLTDKNKVYTYET
YGAGTMKREQVMGEGNYSLASHHIFGVDNANKMLFSPLDNAKNGMKIYLTDKNKVYTYET
YGAGTMKREQVMGEGNYSLASHHIFGVDNANKMLFSPLDNAKNGMKIYLTDKNKVYTYET
YGAGTMKREQVMGEGNYSLASHHIFGVDNANKMLFSPLDNAKNGMKIYLTDKNKVYTYET
YGAGTMKREQVMGEGNYSLASHHIFGVDNANKMLFSPLDNAKNGMKIYLTDKNKVYTYET
YGAGTMKREQVMGEGNYSLASHHIFGVDNANKMLEFSPLDNAKNGMKIYLTDKNKVYTYET
YGAGTMKREQVMGEGNYSLASHHIFGVDNANKMLFSPLDNAKNGMKIYLTDKNKVYTYET
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REVKRVTPDRVDEVDDRDGVNEITLVTCEDLAATERIIVKGDLKETKDYSQTSNEILTAF
REVKRVTPDRVDEVDDRDGVNEITLVTCEDLAATERIIVKGDLKETKDYSQTSNEILTAF
REVKRVTPDRVDEVDDRDGVNEITLVTCEDLAATERIIVKGDLKETKDYSQTSNEILTAF
REVKRVTPDRVDEVDDRDGVNEITLVTCEDLAATERIIVKGDLKETKDYSQTSNEILTAF
REVKRVTPDRVDEVDDRDGVNEITLVTCEDLAATERIIVKGDLKETKDYSQTSNEILTAF
REVKRVTPDRVDEVDDRDGVNEITLVTCEDLAATERIIVKGDLKETKDYSQTSNEILTAF
REVKRVTPDRVDEVDDRDGVNEITLVTCEDLAATERIIVKGDLKETKDYSQTSDEILTAF
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TCH8431/19A NQPYKQFY 247

SPNA45 NQPYKQFY 247
gamPNI0373 NQPYKQFY 247
G54 NQPYKQFY 247
Taiwanl9F-14 NQPYKQFY 247
A026 NQPYKQFY 247
ATCC NQPYKQFY 247
D39 NQPYKQFY 247
JJA NQPYKQFY 247
Hungaryl9A-6 NQPYKQFY 247
P1031 NQPYKQFY 247
70585 NQPYKQFY 247
AP200 NQPYKQFY 247
INV104 NQPYKQFY 247
INV200 NQPYKQFY 247
R6 NQPYKQFY 247
670-6B NQPYKQFY 247
215/07-HEM NQPYKQFY 247
SPN994039 NQPYKQFY 248
SPN994038 NQPYKQFY 248
SPN034183 NQPYKQFY 248
SPN034156 NQPYKQFY 248
0XC1l41 NQPYKQFY 248

KKK KK KKK

Figura S2: Alinhamento das sequéncias de aminoacidos da proteina SrtA de S. pneumoniae. A
sequéncia em destaque corresponde a linhagem utilizada neste trabalho. (*) indica méaxima
identidade entre todas as sequéncias, (;) indica que os residuos de aminoacidos sdo fortemente
semelhantes e 0 espaco indica que sao diferentes em todos 0s aspectos.
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ANEXO 3

Alinhamento da proteina SrtA entre S. pneumoniae e outras
bactérias Gram-positivas
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Streptococcus_pneumoniae
Streptococcus_agalactiae

Streptococcus_pneumoniae
Streptococcus_agalactiae

Streptococcus_pneumoniae
Streptococcus_agalactiae

Streptococcus_pneumoniae
Streptococcus_agalactiae

Streptococcus_pneumoniae
Streptococcus_agalactiae

MSQKNNKKKNKRKNLLTNILAGFLILLSLALIFNTQIRNIFIVWNTNKYQ 50
—-MRNKKKSHGFFNEFVRWLLVVLLIIVGLALVENKPIRNAFIAHQSNHYQ 48

ek e kK . K. .k ekK e e KAkK e kK RR I e ek e kK

VSQVSKEKLEENQDTEGNFDEFDSVKAISSEAVLTSQWNAQKLPVIGGIATI 100
ISRVSKKTIEKNKKSKTSYDFSSVKSISTESILSAQTKSHNLPVIGGIAI 98

ek ekhkkoe ekeke .. ckKhk kKK ekKkoeko ok ook e e ek kk ok ok ok ok ok ok

PELEMNLPIFKGLDNVNLFYGAGTMKREQVMG-EGNYSLASHHIFGVDNA 149
PDVEINLPIFKGLGNTELSYGAGTMKENQIMGGPNNYALASHHVFGLTGS 148

K e oekekkhkhkhkhkhkk * ok Khkhkhkhkhkk ok kK hk e hkkhhkk o« kk o

NKMLFSPLDNAKNGMKIYLTDKNKVYTYEIREVKRVTPDRVDEVDDRDGV 199
SKMLFSPLEHAKKGMKVYLTDKSKVYTYTITEISKVTPEHVEVIDDTPGK 198

KAKAKAA KK e e Ak e kA Ko kAKX KAKx KAAAkkk * *o e KKK o o k. . kK *

NEITLVTCEDLAATERIIVKGDLKETKDYSQTSDEILTAFNQPYKQEFY- 247
SQLTLVTCTDPEATERIIVHAELEKTGEFSTADESILKAFSKKYNQINL 247

PEEIR Ik kS KKK KKK K . ek e ek e oek e kK KKk e ke ke

Figura S3: Alinhamento da SrtA de S. pneumoniae com S. agalactiae. (*) indica maxima identidade
entre as sequéncias, () indica que os residuos de aminoéacidos séo fortemente semelhantes, (.)
indica que os residuos sao fracamente semelhantes e espaco indica que sao diferentes em todos
0s aspectos.

Streptococcus pneumoniae
Streptococcus pyogenes

Streptococcus pneumoniae
Streptococcus pyogenes

Streptococcus pneumoniae
Streptococcus pyogenes

Streptococcus_pneumoniae
Streptococcus pyogenes

Streptococcus pneumoniae
Streptococcus_pyogenes

MSQKNNKKKNKRKNLLTNILAGFLILLSLALIFNTQIRNIFIVWNTNKYQ 50
MVKKQKRRKIKSMSWARKLLIAVLLILGLALLENKPIRNTLIARNSNKYQ 50

* ek e e e ek Kk .ok ke ek kkk oo kk *kk ek * ok k ok ok

VSQVSKEKLEENQDTEGNFDEFDSVKAISSEAVLTSQWNAQKLPVIGGIAI 100
VTKVSKKQIKKNKEAKSTFDFQAVEPVSTESVLQAQMAAQQLPVIGGIAI 100

ke ekkk o oo oo * . khkk o o ko ek e ke kK ok Kk koo kkkkk ok ok okk

PELEMNLPIFKGLDNVNLFYGAGTMKREQVMG-EGNYSLASHHIFGVDNA 149
PELGINLPIFKGLGNTELIYGAGTMKEEQVMGGENNYSLASHHIFGITGS 150

khkk ek kkkkkkk ok ek ekkhkhkhkhkk kkkkk ok kkkkkkkkkkko.

NKMLFSPLDNAKNGMKIYLTDKNKVYTYEIREVKRVTPDRVDEVDDRDGV 199
SOMLFSPLERAQNGMSIYLTDKEKIYEYIIKDVFTVAPERVDVIDDTAGL 200

skhkhkhkhk ke Keoekkk Kkhkkhkhkkhkkokok Kk KooKk K ek ekkk kK * .

NEITLVTCEDLAATERIIVKGDLKETKDYSQTSDEILTAFNQPYKQFY- 247
KEVTLVTCTDIEATERIIVKGELKTEYDFDKAPADVLKAFNHSYNQVST 249

sk e khkkhkhkk ko KhkAkhkhkAkAhkkKk kK * . e ek Kkkk e Kkek

Figura S4: Alinhamento da SrtA de S. pneumoniae com S. pyogenes. (*) indica méaxima identidade
entre as sequéncias, (:) indica que os residuos de aminoacidos sdo fortemente semelhantes, (.)
indica que os residuos séo fracamente semelhantes e espaco indica que séo diferentes em todos
0s aspectos.
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Streptococcus_pneumoniae
Streptococcus mutans

Streptococcus_pneumoniae
Streptococcus mutans

Streptococcus_pneumoniae
Streptococcus mutans

Streptococcus_pneumoniae
Streptococcus_mutans

Streptococcus_pneumoniae
Streptococcus_mutans

MSQKNNKKKNKRKNLLTNILAGFLILLSLALIFNTQIRNIFIVWNTNKYQ 50
--MKKERQSRKKRSFLRTFLPILLLVIGLALIFNTPIRNALIAWNTNRYQ 48

Kassa L Kuauk sk akiaa KAKKKKK KKK ok KkKkKkkK
VSQVSKEKLEENQDTEGNEFDEFDSVKAISSEAVLTSQWNAQKLPVIGGIAI 100
VSNVSKKDIEHNKAAHSSFDFKKVESISTQSVLAAQMAAQKLPVIGGIAI 98

KK e kKKK o ek k. * Kk Kk Ko e kKo o o kk o ok RR R Rk ik ki ik ki

PELEMNLPIFKGLDNVNLFYGAGTMKREQVMGEGNYSLASHHIFGVDNAN 150
PDLKINLPIFKGLDNVGLTYGAGTMKNDQVMGENNYALASHHVFGMTGSS 148

KeKe s AAXAAAAAAAKX Kk KAAAAAAKX o hAAAAkk AKkoehkAAhAkohko

KMLEFSPLDNAKNGMKIYLTDKNKVYTYEIREVKRVTPDRVDEVDDRDGVN 200
OMLFSPLERAKEGMEIYLTDKNKVYTYVISEVKTVTPEHVEVIDNRPGON 198

e KKK KAA K e AKeAKeAAAAAAAAAAAKX K KAk KAk oko ek ek kKX

EITLVTCEDLAATERIIVKGDLKETKDYSQTSDEILTAFNQPYKQFY- 247
EVTLVTCTDAGATARTIVHGTYKGENDENKTSKKIKKAFRQSYNQISEF 246

K ekkKkKkKk Kk KKk kK kK ek * oK. e kK ek KKk Kk K e k.

Figura S5: Alinhamento da SrtA de S. pneumoniae com S. mutans. (*) indica méaxima identidade
entre as sequéncias, () indica que os residuos de aminoéacidos séo fortemente semelhantes, (.)
indica que os residuos sao fracamente semelhantes e espaco indica que sao diferentes em todos
0s aspectos.

Streptococcus_pneumoniae
Staphylococcus_aureus

Streptococcus_pneumoniae

MSQKNNKKKNKRKNLLTNILAGFLILLSLALIFNTQIRNIFIVWNTNKYQ 50
——————— MKKWTNRLMT--IAGVVLILVAAYLFAKPHIDNYLHDKDKDEK 41

* . . ke ok ckKk e e ek * ek .

VSQVSKEKLEENQDTEGNFDEDSVKAISSEAVLTSQWNAQKLPVIGGIATI 100

Staphylococcus_aureus IEQYDKNVKEQASKDK-=——=—===———=———— KQQAKPQIPKDKSKVAGYIEI 78

* * . * . . * .« K * kK Kk K

PELEMNLPIFKGLDN-VNLFYGAGTMKREQVMGEGNYSLASHHIFGVDNA 149
PDADIKEPVYPGPATPEQLNRGVSFAEENESLDDONISIAGHTFIDRP-- 126

* . e e e ke K .« K * . K ke Kk K

Streptococcus_pneumoniae
Staphylococcus_aureus

NKMLFSPLDNAKNGMKIYLTDKNKVYTYEIREVKRVTPDRVDEVDDRDGV 199
-NYQFTNLKAAKKGSMVYFKVGNETRKYKMTSIRDVKPTDVGVLDEQKGK 175

* . Kk * k ok .k . * . * e e PEETEE * ek e . K

Streptococcus pneumoniae
Staphylococcus_aureus

Streptococcus_pneumoniae
Staphylococcus_aureus

N-EITLVTCEDLAATERIIVKGDLKETKDYSQTSDEILTAFNQPYKQFY 247
DKQLTLITCDDYNEKTGVWEKRKIFVATEVK---—-————-—-—-——————-—— 206

e ek ko kKoK . * . .

Figura S6: Alinhamento da SrtA de S. pneumoniae com S. aureus. (*) indica méaxima identidade
entre as sequéncias, (;) indica que os residuos de aminoacidos sdo fortemente semelhantes, (.)
indica que os residuos séo fracamente semelhantes e espaco indica que séo diferentes em todos
0s aspectos.
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Streptococcus_pneumoniae
Staphylococcus epidermidis

Streptococcus_pneumoniae
Staphylococcus epidermidis

Streptococcus_pneumoniae
Staphylococcus epidermidis

Streptococcus_pneumoniae
Staphylococcus epidermidis

Streptococcus_pneumoniae
Staphylococcus epidermidis

Streptococcus_pneumoniae
Staphylococcus epidermidis

MSQKNNKKKNKRKNLLTN----ILAGFLILLSLALIFNTQIRNIFIV-—--
MSARNRRKLNTMVNKILVNSYIVLTIFCLIIGLLLFFHKPIISHFIAPHK

Kk ek ek K * . ek Kk e e K keko. * * %

—————————————— WNTNKYQVSQVSKEKLEENQDTEGNEFDFDSVKAISS
MEQTYKNLNNGGLKFKPNSYVDNIKYLDSDKSKLDSNINYNFKSVKPINL

s kLK s Ko Kk kKK ok

EAVLTSQWNAQKLPVIGGIAIPELEMNLPIFKGLDNVNLEYGAGTMKREQ
LDIKDAKLDKR——YVRGQIVIPSINLDLPILQGVSNNNLWFGASTMKPNQ

Kok ok kK eaaakkka ke ok kkgakk kkk ok

VMGEGNYSLASHHIFGVDNANKMLEFSPLDNAKNGMKIYLTDKNKVYTYET
KLGEGNYALAGHTTD----NSSLLFTPLHHIKYGDSIYLTDSVNIYIYKT

sk hkk KKk kK K ckkekKk o Kk K * kK kK e ek K.

REVKRVTPDRVDEVDDRDGVNEITLVTCEDLAATERIIVKGDLKETKDYS
DSIKIVSPNRGEVIRDDDNNKLLTLVTCSDVKGTNRLIIQAKFIKKEKLS

sk Kakok ..k k. akkkkk Kk Kok ks . *

QTSDEILTAFNQPYKQFEY 247
QGNIGIFKL-—==-—-———-— 253

* * .

43
50

79
100

129
148
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244

Figura S7: Alinhamento da SrtA de S. pneumoniae com S. epidermidis. (*) indica maxima identidade
entre as sequéncias, (:) indica que os residuos de aminoacidos sdo fortemente semelhantes, (.)
indica que os residuos sdo fracamente semelhantes e espaco indica que sao diferentes em todos

0s aspectos.
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MSQKNNKKKNKRKNLLTNILAGFLILLSLALIFNTQIRNIFIVWNTNKYQ
—————————————— MLKKTIAIIILIIGLLLIFSPFIKNGIVKYMSGHET

ok . LIk * *** * . *

VSQVSKEKLEENQDTEGNFDFDSVKAISSEAVLTSQWNAQKLPVIGGIAT
IEQYKASDIKKNNEKDATEFDFESVQLPSMTSVIKGAANYDKDAVVGSIAV

* LI . KKK e kK . * oK. * e % * ek KKk .

PELEMNLPIFKGLDNVNLEYGAGTMKREQVMGEGNYSLASHHIFGVDNAN
PSVDVNLLVFKGTNTANLLAGATTMRSDQVMGKGNYPLAGHHMR————DE

* e . ** *** . ** * * ** **** *** ** **

KMLFSPLDNAKNGMKIYLTDKNKVYTYEIREVKRVTPDRVDEVDDRDGVN
SMLFGPIMKVKKGDKIYLTDLENLYEYTVTETKTIDETEVSVIDDTKDA-

Kk Kk k. e Kek KA KAKAK e ek XK . K Kk . * .k Kk
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36

100
86

150
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200
181

EITLVTCED-LAATERIIVKGDLKETKDYSQTSDEILTAFNQPYKQFY 247
RITLITCDKPTETTKREVAVGELEKTEKLTKELENKYFPSK--—-——-— 222

*** ** * * . * . * ok .

Figura S8: Alinhamento da SrtA de S. pneumoniae com L. monocytogenes. (*) indica maxima
identidade entre as sequéncias, (:) indica que os residuos de aminodcidos sdo fortemente
semelhantes, (.) indica que os residuos sdo fracamente semelhantes e espaco indica que sao

diferentes em todos o0s aspectos.
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