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RESUMO

As infecgdes do trato respiratdrio inferior causam mortes no mundo inteiro, sendo o
Streptococcus pneumoniae (pneumococo) o agente etiologico mais significativo, responsavel
pela morte anual de cerca de 400.000 criancas menores de 5 anos. As vacinas conjugadas
conferem protecdo limitada aos sorotipos presentes nas formulagdes. Nosso grupo de
pesquisa tem estudado vacinas compostas por antigenos proteicos que possam conferir
protecdo independente de sorotipos. As vesiculas extracelulares (EVs) sdo originarias da
membrana bacteriana, apresentam tamanhos equivalentes a nanoparticulas e carregam
lipoproteinas e proteinas de superficie que sdo importantes na viruléncia da bactéria,
caracteristicas que sugerem o seu potencial como antigeno vacinal. A imunizagdo de
camundongos com EVs produzidas a partir linhagem de pneumococo R6 (ndo encapsulada)
foi capaz de proteger contra infec¢do invasiva por pneumococo dos sorotipos 3 e 1 e contra a
colonizagdo nasal pelo sorotipo 6B. Os soros dos animais imunizados com EVs apresentaram
reatividade com duas bandas de aproximadamente 50kDa e 38kDa, em ensaios de
western-blot. Dados de espectrometria de massa das EVs, e dados de outros grupos de
pesquisa sugerem que se tratam de duas lipoproteinas, MalX e PrsA. Assim, o presente
projeto teve como objetivo clonar, expressar e purificar estas duas proteinas para a producao
de anticorpos e a caracterizacdo das EVs. As sequéncias dos genes foram amplificadas por
PCR utilizando DNA da linhagem de pneumococo D39 como molde, foram confirmadas por
sequenciamento de DNA e os fragmentos foram clonados no vetor de expressdo em E. coli
pAE. Apos a expressao em E. coli BL-21 (DE3) Star-pLysS, as proteinas foram purificadas
por cromatografia de afinidade a niquel e as fragdes de interesse foram analisadas em
SDS-PAGE e dialisadas. Camundongos BALB/c foram imunizados por via intraperitoneal
com as proteinas recombinantes combinadas a hidroxido de aluminio como adjuvante. Os
soros foram coletados e analisados por ELISA e Western-blot. Ensaios com os soros dos
animais imunizados foram realizados para avaliar a ligacdo dos anticorpos a superficie de
pneumococo. Os resultados obtidos t€ém contribuido para a caracterizagdo das EVs estudadas
em nosso laboratério. As proteinas MalX e PrsA estdo sendo testadas atualmente como

candidatas para composi¢do de uma formulagao vacinal em camundongos.

Palavras-chave:  Streptoccocus pneumoniae; Vesiculas Extracelulares; Proteinas

recombinantes; Vacinas.



ABSTRACT

Lower respiratory tract infections cause deaths worldwide, with Streptococcus
preumoniae (pneumococcus) being the most significant etiological agent, responsible for the
annual deaths of about 400,000 children under 5 years of age. Conjugate vaccines offer
limited protection to the serotypes present in the formulations. Our research group has been
studying vaccines composed of protein antigens that may confer protection independent of
serotypes. Extracellular vesicles (EVs) originate from the bacterial membrane, are equivalent
in size to nanoparticles and carry lipoproteins and surface proteins that are important in the
virulence of the bacteria, characteristics that suggest their potential as a vaccine antigen.
Immunization of mice with EVs produced from the pneumococcal strain R6
(non-encapsulated) protected the animals against invasive infection by pneumococcal
serotypes 3 and 1 and against nasal colonization by serotype 6B. Sera from animals
immunized with EVs showed reactivity with two bands of approximately 50kDa and 38kDa
in western-blot assays. Mass spectrometry data on EVs, and data from other research groups,
suggest that they are two lipoproteins, MalX and PrsA. Thus, the present project aimed to
clone, express and purify these two proteins for the production of antibodies and the
characterization of EVs. Both genes were amplified by PCR using genomic DNA from the
pneumococcal strain D39 as a template. The identity of the PCR fragments was confirmed by
DNA sequencing and the fragments were cloned into the E. coli pAE expression vector. After
expression in E. coli BL-21 (DE3) Star-pLysS, the proteins were purified by nickel affinity
chromatography and the fractions of interest were analyzed on SDS-PAGE and dialyzed.
BALB/c mice were immunized intraperitoneally with the recombinant proteins combined
with aluminum hydroxide as an adjuvant. Sera were collected and analyzed by ELISA and
Western-blot. Assays with sera from immunized animals were carried out to evaluate the
binding of antibodies to the pneumococcal surface. The results obtained have contributed to
the characterization of the EVs studied in our laboratory. The MalX and PrsA proteins are

currently being tested as candidates for the composition of a vaccine in mice.

Keywords: Streptoccocus pneumoniae; Extracellular Vesicles; Recombinant proteins;

Vaccines.
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1. Introducio

1.1.  Streptococcus pneumoniae

Streptococcus pneumoniae, também conhecido como pneumococo, ¢ uma bactéria
gram-positiva, anaerdbia facultativa e geralmente encontrada como diplococos. O
pneumococo ¢ capaz de colonizar a nasofaringe de individuos saudaveis, podendo ser
assintomatico, sendo transmitido para novos hospedeiros por aerossol, contato direto com
secregoes do trato respiratorio de individuos infectados e por contato com objetos
contaminados por biofilmes [1,2]. A colonizagdo atinge todas as faixas etarias, mas ¢ mais
frequente em criangas, podendo inclusive haver coloniza¢do simultdnea por mais de um
sorotipo [3,4]. Ocasionalmente, em situagdes de baixa imunidade ou de inflamagdes prévias
como infecgdes por influenza, o pneumococo pode invadir sitios normalmente estéreis,
causando doengas como pneumonia, septicemia e meningite [5].

A patogenicidade do pneumococo ¢ atribuida a diversos fatores de viruléncia que
atuam no sistema imune do hospedeiro afetando seus mecanismos de defesa, tais como
toxinas, como a pneumolisina, capaz de formar poros na membrana de células do hospedeiro,
causando lise celular, além de proteinas de superficie, como PspA (Proteina A da superficie
de pneumococo) que ao impedir a fixacdo de complemento age impedindo a opsonizagdo e a
fagocitose, e PspC (Proteina C da Superficie de pneumococo), que contribui para a
colonizagdo da bactéria ao se ligar ao receptor de imunoglobulina e ao Fator H do hospedeiro
e evita a opsonizagcdo ao prevenir a formagdao de C3b [2]. Entretanto, o principal fator de
viruléncia ¢ a cépsula polissacaridica, que facilita o escape do sistema imune, inibindo a
fagocitose da bactéria. A capsula polissacaridica ¢ a camada mais externa do pneumococo e
pode representar cerca de metade do volume da célula bacteriana. Essa estrutura pode ter até
400 nm de espessura ¢ € composta por sequéncias de 2 a 8 residuos de sacarideos em
unidades repetidas e outras moléculas como piruvato, fosfocolina e glicerol [6,7]. A maioria
apresenta carga negativa, devido a presenc¢a de acidos urdnicos, piruvato ou fosfato, enquanto
outras ndo sdo carregadas ou sdo zwitteridnicas. E possivel que a carga anionica da capsula
seja capaz de repelir o muco, prejudicando o transporte mucociliar, e por repulsdo
eletrostatica de repelir os fagocitos, levando a reducdo da fagocitose. As propriedades
antigénicas e caracteristicas da estrutura quimica das capsulas, como a ordem e ligagdo entre
os residuos de sacarideos, definem o sorotipo de cada linhagem pneumocdcica, de tal forma
que, linhagens com composi¢ao capsular semelhante podem se diferenciar por diferencas nas

ligacdes entre residuos. Para ilustrar, os sorotipos 19A e 19F apresentam a mesma unidade de
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repeticdo, porém, os mondmeros sao polimerizados de maneira distinta [6,8]. Assim, a
variagdo na composi¢do da cdpsula caracteriza cerca de 100 sorotipos ja descritos,
apresentando niveis diferentes de patogenicidade, padrdes de reconhecimento pelo sistema

imune e resisténcia a antibidticos [1].

1.2. Epidemiologia

O pneumococo ¢ um importante agente etioldégico de infecgdes no trato respiratorio
inferior no mundo todo, sua capacidade de infectar estd relacionada ao estado de
desenvolvimento do sistema imune do hospedeiro e dessa forma, as doengas pneumocdcicas
sd0 mais prevalentes em criancas, idosos e imunodeprimidos. Idosos apresentam uma
diminui¢do na eficiéncia do sistema imunoldgico, enquanto que criancas abaixo de 5 anos
exibem um sistema imune imaturo, ainda em desenvolvimento, e por isso sdo considerados
grupos de risco [2]. Dados de 2019 apontam que S. pneumoniae foi responsavel por causar
aproximadamente 829.000 mortes contando com todas as faixas etarias no mundo todo, sendo
que 225.000 mortes foram de criangas menores de 4 anos. Além disso, o pneumococo foi a
principal causa de mortes por infec¢des no trato respiratdrio inferior ao redor do mundo, com
cerca de 653.000 mortes. A Figura 1 mostra a distribui¢ao global de mortes causadas por S.
pneumoniae por faixa etaria e por género em 2019, sendo possivel observar que criangas até 4
anos e idosos apresentaram maior nimero de mortes em relagdo aos outros grupos etarios

analisados [9].
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Figura 1. Numero de mortes causadas por pneumococo em 2019, no mundo todo, por faixa etaria e por género
(Adaptado de IKUTA et al., 2022)
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1.3.  Vacinas

As vacinas conjugadas polissacarideo-proteina (PCVI0 (GSK) e PCVI13
(Wyeth/Pfizer)) sdo atualmente as principais ferramentas no combate as doengas
pneumococicas. Estas vacinas sdo aplicadas em criancas de diferentes paises, sendo eficazes
contra a colonizagdo e doenga invasiva pelos sorotipos contidos na formulagao [10,11]. A
protecdo se da pela indugdo de anticorpos contra os polissacarideos capsulares, capazes de
opsonizar as bactérias, direcionando-as para a fagocitose [12]. Entretanto, mais de 100
sorotipos de pneumococo, com variagdes na composicdo antigénica das céapsulas, foram
descritos at¢ o momento [13] apresentando pouca ou nenhuma reatividade cruzada entre eles.
H4, portanto, uma limitagdo na eficacia das vacinas PCV10 e PCV13 que pode ser maior ou
menor, dependendo da prevaléncia dos sorotipos nos diferentes paises. Em adi¢do a isso, apds
a introdugdo das vacinas conjugadas em diferentes populagdes, foi observado um aumento de
doencas invasivas por sorotipos nao incluidos nas formulagdes vacinais, o que pode levar a
diminui¢do da eficdcia ap6és um periodo de uso [14]. Desde margo de 2010, a vacina PCV10
foi incluida no Programa Nacional de Imunizag¢des (PNI). A administracdo para as criangas
de até¢ 5 anos de idade ¢ composta por 3 doses, aos 2, 4 ¢ 6 meses de idade. Estudos de
vigilancia epidemiologica t€ém sido realizados para acompanhar a eficacia desta vacina e a
possivel substituicdo dos sorotipos prevalentes [15-17].

Dados publicados pelo SIREVA (Sistema Regional de Vacunas) mostraram uma
reducdo de 45% no isolamento de pneumococo em doencgas invasivas em criangas, entre os
anos de 2006 e 2017, em paises da América latina e Caribe que introduziram as vacinas
conjugadas. Essa reducdo estd relacionada a diminuicdo dos sorotipos vacinais. Por outro
lado, os paises da regido, incluindo o Brasil, apresentaram um aumento no isolamento de
sorotipos nao vacinais. Nos paises que adotaram a PCV10, como o Brasil, os principais
aumentos foram relacionados aos sorotipos 3 € o 19A, entre outros, enquanto que nos paises
que adotaram a PCV13, o sorotipo 3 aparece como de grande importancia, além de outros
[18]. E importante ressaltar que o sorotipo 3 estd contido na vacina PCV13, mas diversos
estudos mostraram o escape deste sorotipo a imunidade induzida pela vacinagdo [19-21].
Além disso, o estudo do SIREVA observou um aumento na diversidade de sorotipos isolados
de doengas invasivas nos anos mais recentes, o que pode ser preocupante para a propostas de
novas vacinas compostas por polissacarideo [18]. Em 2018, Brandileone e colaboradores
analisaram casos de doengas invasivas causadas por pneumococo em individuos de diversas
faixas etarias. Os resultados mostraram que as doengas pneumocdcicas, incluindo meningite,

causadas por sorotipos vacinais apresentaram uma reducdo ao redor de 50%, apds a
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introdu¢ao da PCV10 no PNI. Por outro lado, foram observados aumentos no nimero de
doengas causadas por sorotipos ndo-vacinais em criangas, adultos e idosos, sendo os mais
prevalentes, os sorotipos 6C, 3, e 19A [22]. Esses estudos mostram que ¢ de extrema
importancia a continuidade da vigilancia epidemioldgica para a avaliacio do aumento de
doencas pelos sorotipos nao presentes nas vacinas [10,14]. Recentemente, foram licenciadas
nos Estados Unidos e Canadé as vacinas PCV15 (Merck) e PCV20 (Pfizer). A continuidade
dos programas de vigilancia epidemioldgica serd importante para a avaliacdo da ocorréncia
de substituicdo de sorotipos para estas vacinas. A Tabela 1 apresenta os sorotipos contidos

nas formulagdes das vacinas pneumococicas conjugadas disponiveis atualmente.

Tabela 1. Sorotipos contidos nas vacinas pneumocoécicas conjugadas [11].

Vacina Sorotipos
PCV10 1,4,5, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19F ¢ 23F
PCV13 1,3,4,5,6A, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19A, 19F
e 23F
PCV15 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19A,

19F, 22F, 23F e 33F

PCV20 1, 3,4,5, 6A, 6B, 7F, 8,9V, 10A, 11A, 12F,
14, 15 B/C, 18C, 19A, 19F, 22F, 23F e 33F

Os carboidratos, como os polissacarideos capsulares, apresentam imunogenicidade
limitada ja que ndo sdo reconhecidos pelas células T do sistema imune, ou seja, geram uma
resposta independente de células T, que ¢é caracterizada pela baixa capacidade de gerar
resposta de memoria. No entanto, a conjugacdo dessas moléculas com proteinas, como no
caso das vacinas conjugadas, passa a conferir a estes antigenos resposta dependentes de
células T, com ativacdo de resposta de memoria [23]. Ainda assim, uma vez que as vacinas
atuais nao cobrem todos os sorotipos, diferentes grupos t€ém estudado formula¢des compostas
por antigenos proteicos para o desenvolvimento de novas vacinas que confiram prote¢ao

independente de sorotipos ¢ ampla cobertura de isolados.

1.4.  Vesiculas Extracelulares de pneumococo

Vesiculas extracelulares (EVs) sdo produzidas ativamente por bactérias
Gram-negativas (neste caso, denominadas Outer Membrane Vesicles —-OMVs) e

Gram-positivas e apresentam fungdes de adaptagdo ao meio externo, liberacdo de fatores
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microbianos e escape do sistema imune. A producao de EVs por pneumococos ¢ ainda pouco
estudada, mas as suas caracteristicas biologicas e imunomoduladoras ja foram reportadas por
alguns grupos. Estas vesiculas sdo formadas a partir da membrana celular e apresentam
tamanhos equivalentes a nanoparticulas, com morfologias variadas. Na sua composi¢ao, sao
enriquecidas em lipoproteinas e acidos graxos de cadeia curta [24, 25], mas também
carregam fatores de viruléncia importantes como PspA, PspC e pneumolisina [24, 26].
Estudos in vitro mostraram que EVs ndo sdo toxicas para linhagens celulares epiteliais e
imunes como macrofagos e células dendriticas de humanos e camundongos. Além disso, sdo
rapidamente internalizadas por células dendriticas, estimulando a produgao de citocinas como
TNF-a, IL-10, IL-6 e IL-8, além do aumento da expressdo de moléculas co-estimulatorias
como CD86 e MHCII [25-27]. Estas propriedades incentivaram alguns grupos a testar o
potencial das EVs de pneumococo como candidatas vacinais. Em 2021, nosso grupo iniciou
uma colaboragdo com a Dra. N. Luisa Hiller, da Carnegie Mellon University em Pittsburg,
USA. O objetivo inicial desta colaboragdo ¢ a avaliagdo da imunogenicidade e do potencial
protetor de EVs produzidas a partir da linhagem de pneumococo ndo encapsulada R6 (EVs
R6 WT) e de sua derivada mutante defectiva para expressdao de PspA (EVs R6 PspA KO). As
vesiculas produzidas no laboratério da Dra. Luisa tém sido enviadas para o nosso laboratorio
para os ensaios em camundongos para avaliagdo do seu potencial como antigeno vacinal. Os
resultados obtidos até o momento mostram que a imunizagdo com EVs R6 WT, por via
subcutinea protege camundongos contra desafios letais com linhagens de pneumococos dos
sorotipos 3 e 1, indicando um bom potencial para prote¢ao independente de sorotipos. Ainda,
a imuniza¢do nasal de camundongos com as EVs R6 PspA KO levou a reducdo da
colonizagdo nasal com pneumococo do sorotipo 6B (dados ndo publicados).

Uma publicacdo recente mostrou que vesiculas derivadas de pneumococo cultivados
em placas, denominadas particulas de membrana (equivalentes a vesiculas extracelulares de
pneumococo cultivado em meio liquido), sdo capazes de conferir prote¢do contra
pneumococo, independente de sorotipo, em camundongos. Os autores identificaram as
lipoproteinas MalX (Maltose/maltodextrin ABC transporter) e PrsA (também conhecida
como PpmA) como importantes para a prote¢do observada [28]. O gene malX codifica uma
lipoproteina que tem fung¢ao no transporte de maltose para metabolismo pela bactéria [29],
enquanto que prsA codifica uma lipoproteina que atua como cis-trans prolil-isomerase que
facilita a secrecdo de proteinas, atuando como uma foldase. Mutantes de pneumococo
defectivos para expressao de MalX apresentaram menor capacidade de colonizar os pulmoes

de camundongos e a imuniza¢do destes animais com a proteina recombinante aumentou o
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tempo de sobrevivéncia apoés um desafio letal com a bactéria [30]. Da mesma forma, o
potencial protetor de PrsA (nomeado no artigo pelos autores como PpmA) foi evidenciado
pela reducdo da viruléncia de bactérias defectivas para esta proteina em modelo de desafio
nasal com pneumococo [31]. As duas proteinas foram identificadas por espectrometria de
massa, como componentes das EVs derivadas da linhagem TIGR4 [28]. Em nossos
experimentos, os soros dos camundongos imunizados com EVs derivadas da linhagem R6,
reagem por Western-blot com duas bandas que coincidem com a massa molecular destas
lipoproteinas. Desta forma, propomos neste projeto, a clonagem, expressao e purificacao das
proteinas MalX e PrsA de pneumococo para avaliacao do papel destas proteinas nas EVs da

linhagem R6 de pneumococo.

2.  Objetivos

2.1.  Objetivos gerais

Produzir as lipoproteinas MalX e PrsA de Streptococcus pneumoniae para caracterizar
a expressdo e a imunogenicidade dessas moléculas nas vesiculas extracelulares (EVs)
derivadas da linhagem R6 de pneumococo, bem como analisar a reatividade dos anticorpos
produzidos contra diferentes linhagens de pneumococo e avalid-los como possiveis

candidatos ao desenvolvimento de vacinas.

2.2.  Objetivos especificos

e Clonagem dos genes codificadores das proteinas MalX e PrsA;

e Expressao das proteinas recombinantes em E. coli;

e Purificagdo das proteinas recombinantes;

e Producdo de soro policlonal anti-MalX e anti-PrsA em camundongos;

e Quantificagdo de anticorpos anti-MalX e anti-PsrA nos soros dos camundongos
imunizados com as proteinas recombinantes;

e Analise de reatividade do soro de animais imunizados com EVs contra as proteinas
recombinantes;

e Analise da reatividade dos soros anti-MalX e anti-PsrA contra diferentes linhagens de
pneumococo;

e Analise da ligacdo dos anti-MalX e anti-PrsA na superficie de pneumococo
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3. Materiais e Métodos

3.1. Linhagens bacterianas

A linhagem de pneumococo D39 (sorotipo 2) foi utilizada para amplificacdo dos
genes malX e psr4A por PCR. As linhagens EF3030 (sorotipo 19F), 603 (sorotipo 6B), 6303
(sorotipo 3), 6301 (sorotipo 1), A66.1 (sorotipo 3), R6 (ndo encapsulada) e Rxl (ndo
encapsulada) foram utilizadas nos ensaios de Western-blot e de ligagdo a superficie
bacteriana. As bactérias foram descongeladas sempre em placas de dgar sangue e cultivadas a
37°C em meio THY (Todd Hewitt contendo 0,5% de extrato de levedura). Estoques foram
mantidos a -80°C em meio THY.

A linhagem de E. coli DH5a competente foi utilizada para as etapas de clonagens e
preparacdo de plasmideos. As bactérias foram cultivadas em LB (Luria Bertani) - agar (1.8%
agar), contendo o antibiotico ampicilina (100 pg/mL), a 37°C durante a noite. As colonias
resistentes foram isoladas e inoculadas em meio LB liquido, contendo ampicilina (100
pug/mL), a 37° C sob agitacdo, com os tubos semi-rosqueados. A linhagem de E.coli
BL21(DE3) Star PlysS foi utilizada para expressao das proteinas recombinantes. Os cultivos

foram realizados conforme descrito para E. coli DH5a.

3.2. Amplificacdo das sequéncias de malX e prs4 por PCR
As sequéncias de malX e prsA foram amplificadas por PCR utilizando o DNA

gendmico da linhagem D39 de Streptococcus pneumoniae. Colonias da bactéria foram
transferidas para meio THY ajustando para D.O.¢= 0,1. O cultivo foi mantido em estufa a
37°C até atingir D.O.4= 0,4. Logo em seguida, foi feita a centrifugacdo a 3200 g durante 10
minutos. O pellet obtido foi ressuspendido em meio THY e transferido para microtubos,
sendo novamente centrifugado a 3300 g durante 5 minutos para obtencao do pellet. Para a
obtencdo do extrato contendo o DNA gendmico foi realizada a lise celular, em que o pellet
foi ressuspendido em 100 pL de agua milliQ estéril e incubado a 94° C durante 2 minutos. Os
estoques foram armazenados a -20°C.

Os oligonucleotideos foram desenhados a partir das sequéncias dos genes da linhagem
R6, disponibilizados no GenBank (NCBI, nimero de acesso AE007317.1), sendo que para
cada gene foi obtida a sequéncia que codifica as proteinas maduras [malX —, spr1918 e prs4 —
spr0884 (Anexo 1)] e as sequéncias contendo os peptideos sinal (malX SP e prs4 SP), como

mostra a Tabela 2. Foram incluidos sitios de restricdo (EcoR I e Xho I) apropriados para
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clonagem no vetor de expressdo pAE [32], com o objetivo de gerar proteinas de fusdo com a

cauda de histidina codificada no vetor.

Tabela 2. Sequéncia dos oligonucleotideos utilizados na amplificagdo por PCR dos genes malX e prsA.

Gene Sentido Sequéncia

malX Forward 5" CTCGAGGGAAGCAAAACTGCTGATAAGCCT 3’
malX SP Forward 5" CTCGAGCTTTTGGTAGCTTGCGGAAGCAAA 3’

malX Reverse 5’ GAATTCTTATTCACCAAATTTTTGTTTGAT 3’

prsA Forward 5’ CTICGAGTCGAAAGGGTCAGAAGGAGCAGAC 3’
prsA SP Forward 5’ CTCGAGATGAAGAAAAAATTATTGGCAGGT 3°

prsA Reverse 5’ GAATTCCTATTCGTTTGATGTACTACTGCT 3’

Os sitios de restri¢do de EcoRI e Xhol estdo sublinhados

As reagdes de PCR foram realizadas com ciclos diferentes para cada gene, conforme
descrito na Tabela 3, Tabela 4 e Tabela 5. Os produtos das reagdes de PCR foram diluidos em
tampao de corrida contendo Ficoll® e analisados por eletroforese em gel de agarose 1%
(tampao TAE 1X [Tris Base, acido acético glacial, EDTA 0,5M pH 8,0] e brometo de etidio a
0,0016%), contendo o marcador de massa molecular 1kB plus DNA ladder para referéncia.
Apos verificacdo pela exposi¢ao em luz UV, os produtos da PCR foram purificados com o

QIAquick Gel Extraction (Qiagen), de acordo com as instru¢des do fabricante.

Tabela 3. Programa de ciclos de PCR para amplifica¢do dos genes malX e malX SP

Etapa Temperatura Tempo Ciclos
Desnaturagao inicial 94°C 5 minutos 1
Desnaturagdo 94°C 1 minuto 35
Anelamento 45°C 1 minuto 35
Extensao 68°C 1 minuto e 30 segundos 35
Extensao final 68°C 7 minutos 1
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Tabela 4. Programa de ciclos de PCR para amplificag¢@o do gene prs4

Etapa Temperatura Tempo Ciclos
Desnaturagao inicial 94°C 5 minutos 1
Desnaturacao 94°C 1 minuto 35
Anelamento 50°C 1 minuto 35
Extensao 68°C 1 minuto e 30 segundos 35
Extensao final 68°C 7 minutos 1
Tabela 5. Programa de ciclos de PCR para amplificagdo do gene prs4 SP
Etapa Temperatura Tempo Ciclos
Desnaturagao inicial 94°C 5 minutos 1
Desnaturacgao 94°C 1 minuto 30
Anelamento 48°C 1 minuto 30
Extensao 68°C 1 minuto e 30 segundos 30
Extensao final 68°C 7 minutos 1

3.3.  Transformacido de E.coli DH5a e E. coli (DE3) BL 21Star pLysS e obtencio
de DNA plasmidial
A linhagem de E. coli DH5a ou E. coli (DE3) BL 21 Star pLysS competente foi

transformada pelo método de choque térmico. Aliquotas de 50 pL de bactérias foram
incubadas juntamente com as reagdes de ligacdo ou com os vetores construidos durante 20
minutos em gelo, seguido do choque térmico a 42°C por 2 minutos e por fim, a incuba¢do em
gelo novamente por 5 minutos. Logo em seguida, foram adicionados 350 pL de meio LB
liquido e as amostras foram incubadas em estufa a 37°C durante 1 hora. Apds esse periodo, a
transformagdo foi plaqueada em meio LB &4gar contendo ampicilina e as placas foram
incubadas a 37°C por 18h. Colonias resistentes ao antibiotico foram inoculadas em meio LB
liquido contendo ampicilina e incubadas a 37°C conforme descrito no item 3.1. Para a
obtencdo de DNA plasmidial as amostras foram preparadas com o kit QIAprep® Spin

Miniprep Kit (Qiagen), seguindo as instru¢des do fabricante.
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3.4. Construcdo de vetores pPGEM-T-malX e pPGEM-T-prsA4

Os fragmentos de malX e prsA obtidos por PCR foram ligados ao plasmideo pGEM-T
easy (Promega — Anexo 2), de acordo com as instru¢des do fabricante, a reagdo foi incubada
a 4°C, por aproximadamente 18h. Em seguida, a reacdo de ligagdo foi adicionada a aliquota
de 50 pL de bactérias E. coli DH5a para transformagao, conforme descrito no item 3.3. Para a
selecdo de coldnias contendo o vetor recombinante, foi adicionado 50 puL de X-gal (20
mg/mL) as placas LB-dgar contendo ampicilina, e ap6s a secagem completa, foi feito o
plaqueamento da transformacdo bacteriana. As placas foram incubadas em estufa a 37° C,
durante 18 horas. As coldnias que apresentavam coloragdo branca (recombinantes) foram
inoculadas em 3 mL de meio LB liquido contendo ampicilina conforme descrito no item 3.1.

Ap6s a transformagdo, o DNA plasmidial foi obtido pelo QIAprep® Spin Miniprep
Kit (Qiagen). Os DNAs obtidos foram submetidos a digestdo com as enzimas de restricao
EcoR I e Xho I e analisados por eletroforese em gel de agarose 1%. Os plasmideos que
apresentaram fragmentos com os tamanhos esperados foram submetidos ao sequenciamento
para verificacdo das sequéncias. As sequéncias de malX e prsA foram analisadas no programa
BLASTN (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) e alinhadas com a sequéncia dos genes ja
conhecidas. Apos a confirmagao das sequéncias, os vetores recombinantes foram digeridos
com as enzimas de restricdo EcoR I e Xho I para o isolamento dos fragmentos de interesse e
submetidos a eletroforese, com posterior purificagdo das bandas correspondentes no gel
utilizando o kit QIAquick Gel Extraction (Qiagen), sendo denominados de pGEM-T-malX e
pGEM-T-prsA.

nstruca tores pAE-malX e pAE-prsA

Apds a confirmagdo das sequéncias corretas, conforme descrito no item 3.4, foi
realizado o preparo do vetor de expressdao pAE (Anexo 3) para a clonagem dos genes de
interesse. O vetor pAE vazio, disponibilizado pelo laboratorio, foi produzido por miniprep
apos transformacgao de bactérias DH5a, conforme descrito no item 3.3, com o intuito de obter
estoque. As amostras obtidas de pAE vazio foram verificadas por eletroforese em gel de
agarose 1% e posteriormente, foram submetidas a digestdo por enzimas de restrigdo com os
sitios adequados (EcoR I e Xho I) para acomodar as sequéncias de interesse. Para verificar se
a digestdo ocorreu corretamente, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de
agarose 1%. O vetor digerido foi purificado com o kit QIAquick Gel Extraction. Em seguida,

foi feito o preparo da reacao de ligacdo dos genes malX e prsA ao vetor pAE digeridos com
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EcoR I e Xho I. A reacdo de ligacdo foi realizada com a enzima T4 DNA ligase (Thermo
Scientific), seguindo as instrugdes do fabricante, sendo incubada a 4°C durante a noite.
Bactérias E. coli DH5a foram transformadas com as reagdes de ligagcdo e as colonias
resistentes foram selecionadas para cultivo em meio LB liquido, conforme descrito no item
3.3. As amostras foram submetidas ao QIAprep® Spin Miniprep Kit (Qiagen) para a
obtencdo de DNA plasmidial de pAE-malX e pAE-prsA. Os DNAs obtidos foram digeridos
com as enzimas de restricdo para verificar a presenca do inserto e analisados em eletroforese

em gel de agarose a 1%.

3.6.  Expressdo e purificacdo das proteinas recombinantes MalX e PrsA
Bactérias E. coli BL-21 (DE3) Star pLysS competentes foram transformadas por

choque térmico com os vetores de expressao pAE-malX e pAE-prsA, conforme descrito no
item 3.3. A transformacdao foi plaqueada em meio LB dgar contendo 100ug/mL de
ampicilina. As placas foram incubadas a 37°C, por aproximadamente 18h para a obtencao de
colonias resistentes. As colonias resistentes foram selecionadas e inoculadas em meio LB
liquido contendo 100pg/mL de ampicilina (LB-amp) e os cultivos foram incubados as 37°C
sob agita¢ao, com os tubos semi-rosqueados, por aproximadamente 18h.

Os cultivos foram diluidos na propor¢cdo de 1:30 em 5 mL de meio LB-amp e
mantidos em estufa a 37°C sob agitacdo, até atingir D.O.40,,=0,6. Aliquotas foram coletadas
e armazenadas para analise das amostras antes da inducao de expressao proteica. Em seguida,
a expressao das proteinas recombinantes foi induzida pela adicdo de 1,2 mM de IPTG ao
meio e as amostras foram cultivadas em estufa a 37°C, com agitacdo, durante 3 horas. Logo
apos, foram retiradas aliquotas de cada clone para andlise da expressdo apos inducdo. As
amostras nao induzidas e induzidas foram centrifugadas a 3300 g por 10 minutos, o
sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspendido em tampao de amostra 1X contendo
SDS (diluido a partir do SDS 5X - Tris pH 6,8, SDS, Azul de bromofenol e Glicerol 50%
v/v). As bactérias foram lisadas por agitagdo em vortex e passagem em seringas de 1 mL. As
amostras foram aquecidas a 94°C durante 5 minutos ¢ analisadas em gel
poliacrilamida-dodecil sulfato de sddio (SDS-PAGE) 12%. Os géis foram corados com
corante Comassie Blue.

Ap0s a analise, um clone positivo para a expressdo de cada proteina foi selecionado
para produg¢do em maior escala. Nesta etapa, os cultivos foram realizados em 500 mL de
meio LB-amp liquido até atingir D.O.4y,»,=0,6 € a expressao foi induzida com IPTG por 3

horas, conforme descrito anteriormente. Em seguida, o cultivo foi centrifugado a 2789 g por
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10 minutos, o sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 50 mL de tampao de
equilibrio (Tris HCI pH 8,0 50mM, NaCl 150mM, Imidazol 5SmM). As amostras foram
armazenadas a -20°C.

Para a etapa de purificagcdo, as amostras foram descongeladas e lisadas por pressao em
homogeneizador PANDA (GEA Niro Soavi) com 4 ciclos de passagem sob pressao de
aproximadamente 1000 bar, para obtencdo do extrato proteico. As amostras foram
centrifugadas a 10°C, 12857 g durante 30 minutos, em seguida foram filtradas em filtros de
0,45 um. A purificacao foi realizada por cromatografia de afinidade a niquel em colunas
His-Trap HP de 5 mL carregadas com Ni*" (Cytiva).

Inicialmente, foi feita a lavagem da coluna com agua destilada e filtrada para a
remog¢ao de conservantes e a coluna foi equilibrada com tampao de equilibrio contendo SmM
imidazol em volume de 5 vezes o volume da coluna (todas as solu¢des foram previamente
filtradas em sistema de filtragao a vacuo). Apos esse processo, as amostras foram adicionadas
na coluna para a adsor¢do das proteinas a resina. Em seguida, foi feita a lavagem da coluna
com 25 mL de tampdo de equilibrio contendo 20mM imidazol. A eluicdo das proteinas
recombinantes foi feita em equipamento AKTA Prime Plus (GE Healthcare) em gradiente
crescente de concentracdo de imidazol (de 20 a 500mM). As fracdes de interesse foram
coletadas e analisadas em SDS-PAGE 12% e dialisadas em tampao de didlise (Tris HCl
10mM pH 8,0, NaCl 20mM, Glicina 0,1%), a 4°C sob agitagdo, por aproximadamente 24h,
com uma troca de tampao. A quantificacdo das proteinas obtidas foi determinada pelo método
de Bradford (Protein Assay kit- Bio-Rad) utilizando uma curva de BSA (albumina de soro
bovino) como padrao.

A remog¢do do excesso de LPS contaminante foi feita pelo tratamento das amostras
com 2% Triton-X 114. As proteinas foram incubadas com 2% Triton-X 114 em gelo, sob
agitacdo, durante 30 minutos. Em seguida, foram incubadas a 37°C por 10 minutos e
centrifugadas na mesma temperatura, a 16100 g durante 20 minutos; a fase aquosa foi
coletada. Para remoc¢do do Triton-X 114 residual, as amostras foram tratadas com Bio-Beads
SM-2 Adsorbent (Bio-rad®). A hidratagdo das beads foi realizada pela adigdo de 4 mL de
PBS apirogénico em 200 pL de beads, agitagdo por inversao (5x) e manutencao em repouso
para decantacdo. O PBS foi retirado e as beads separadas. As beads foram adicionadas em 2
mL das amostras de proteinas e incubadas em gelo sob agitacdo, durante 7 horas.
Posteriormente, as amostras foram mantidas em repouso na vertical para decantagdo das

beads, o sobrenadante foi coletado e armazenado a -20°C.
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3.7.  Imunizacao dos animais

O protocolo para obtencdo do soro imune em camundongos foi submetido
previamente a Comissdo de FEtica no uso de Animais do Instituto Butantan (processo
CEUAIB 1657030921 — Anexo 4). Camundongos BALB/c SPF, fémeas, de 6 a 8§ semanas de
idade, foram obtidos do Centro de Bioterismo da Faculdade de Medicina da Universidade de
Sao Paulo.

3.7.1. Producéo de soro policlonal anti-MalX ¢ anti-PrsA

Para a obtencdo de soro imune foram utilizados 6 camundongos BALB/c por grupo
(MalX e PrsA). Os animais foram imunizados via intraperitoneal com 5 pg de cada proteina
combinada com hidroxido de aluminio como adjuvante (50 pug de AI’). Os animais
receberam 4 doses com intervalos de 7 dias entre cada uma.

O sangue foi coletado antes da primeira imunizagao (Pré imune), apos a 3* (S3) e a 4°
dose (S4) de imunizacdo, por puncdo retrorbital, com os camundongos previamente
anestesiados com colirio de cloridrato de proximetacaina 5%. As amostras foram mantidas
em temperatura ambiente por 1 hora e a 4°C por 30 minutos. Os soros foram separados por
centrifugacdo a 4°C, 400 g durante 15 minutos e reunidos em pools de cada grupo e

armazenados a -20°C para avaliacdo da resposta imune.

3.8.  Andlise da resposta imune

3.8.1. Determinagdo do titulo de anticorpos anti-MalX ou anti-PrsA nos soros
imunes ¢ da presenca de anticorpos contra esta proteinas em soros de

camundongos imunizados com EVs por ELISA

As proteinas  recombinantes  (lpg/mL) foram  diluidas em tampao
carbonato-bicarbonato (Na,CO; 50mM, NaHCO; 50mM, pH 9,6) e utilizadas para
sensibilizar placas de 96 pogos. As placas foram incubadas a 4°C por aproximadamente 18h
para sensibiliza¢do. As placas foram lavadas trés vezes com PBS-T (PBS + tween 20 0,1%) e
bloqueadas com solucdo de bloqueio (PBS + 10% leite desnatado) a 37°C durante 1 hora.
Logo apos, as placas foram lavadas trés vezes novamente com PBS-T e foram realizadas
diluicdes seriadas dos soros anti-MalX, anti-PrsA (iniciando em 1:20) ou soros de
camundongos imunizados com EVs (iniciando em 1:20) de pneumococo em PBS + BSA 1%.
As placas foram incubadas a 37°C por 1 hora, seguido de mais um ciclo de lavagens. Em
sequéncia, anticorpo anti-IgG de camundongos conjugado a peroxidase (Sigma Aldrich) foi
adicionado as placas na dilui¢do de 1:10000 em PBS + BSA 1% e as placas foram incubadas

a 37°C por 1 hora. Por fim, as placas foram lavadas novamente e foi adicionada a solucao de
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revelagdo (10 mg de OPD em 20 mL de tampao citrato fosfato [citrato de sédio 100 mM e
fosfato de sddio monobasico (NaH,PO,) 300 mM, ajustado para pH 5,0] contendo 10 uL de
H,0,), mantidas sob abrigo de luz e apds 10 minutos a reacdo foi interrompida pela adigdo de
H,SO, 4M. Posteriormente, a absorbancia foi lida em comprimento de onda de 492nm. Os
graficos de indugao de anticorpos foram construidos no software Prism GraphPad e os titulos
foram determinados pela maior dilui¢do que produziu absorbancia igual a 0,1.

3.8.2. Western-blot

Para analisar o reconhecimento das proteinas recombinantes pelos anticorpos
anti-MalX e anti-PrsA foram realizados ensaios de western-blot. Foram preparadas amostras
de 500 ng das proteinas recombinantes, MalX e PrsA, em tampao SDS 1X. As amostras
foram aquecidas a 94°C durante 5 minutos e aplicadas em gel de SDS-PAGE 10%. Apos a
separacdo, as proteinas foram transferidas para membrana de nitrocelulose utilizando o
equipamento semi-dry Bio Rad com tampdo de transferéncia (tampao tris-glicina [0,3 %
(m/V) Tris base, 1,9 % (m/V) glicina e 0,1 % (m/V) SDS], 20% de etanol) a 12V durante 50
minutos. A confirma¢do da transferéncia foi feita pela coloragdo da membrana utilizando
solucao Ponceau (Sigma Aldrich). A membrana foi lavada 3 vezes, 10 minutos cada lavagem,
com PBS-T (PBS + tween 20 0,05%) e incubada a 4°C por aproximadamente 18h com
solu¢do de bloqueio (PBS-T + 10% de leite desnatado). A membrana foi lavada novamente e
incubada com os soros dos animais imunizados (apds 4*dose - S4) na diluicao de 1:500 em
solucao de 2% leite em PBS-T, durante 2 horas sob agitagdo. Apds mais um ciclo de
lavagens, a membrana foi incubada com anticorpo anti-IgG de camundongos conjugado a
peroxidase (Sigma Aldrich) na diluicdo de 1:10000 em solugdo PBS-T + 2% leite, durante 1
hora sob agitacdo. Em seguida, a membrana foi lavada e a revelada por quimioluminescéncia
com o kit ECL Prime Western Blotting Detection Reagent (Cytiva) de acordo com as
informagdes do fabricante.

Para a analise das proteinas purificadas o procedimento foi semelhante, sendo que o
anticorpo anti-His (Invitrogen) na dilui¢do de 1:4000 foi utilizado no lugar dos soros de
animais imunizados.

Para avaliar a presenca das proteinas MalX e PrsA em diferentes linhagens de
pneumococo, foram obtidos extratos proteicos das linhagens EF3030 (sorotipo 19F), 603
(sorotipo 6B), 6303 (sorotipo 3), 6301 (sorotipo 1), D39 (sorotipo 2), A66.1 (sorotipo 3) e R6
(ndo encapsulada). As bactérias foram inoculadas em 10 mL de meio THY (Todd Hewitt
contendo 0,5% de extrato de levedura), D.O.40,m=0,1 € os cultivos foram realizados em

estufa a 37°C, até atingir D.O.4,,=0,4. O cultivo foi centrifugado a 2648 g por 10 minutos.
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O sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 10 mL de PBS, sendo transferido
I mL dessa suspensdo para microtubos. A suspensdo foi centrifugada a 1300 g durante 10
minutos, o sobrenadante foi descartado e a bactérias ressuspendidas em 1 mL de tampao de
lise para pneumococo (0,01% SDS, 0,1% deoxicolato de sodio e citrato de s6dio 150mM),
sendo incubadas a 37°C durante 10 minutos. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a
13400 g por 10 minutos, o sobrenadante foi coletado e armazenado a -20°C. Posteriormente,
os extratos proteicos foram quantificados pelo método de Bradford (Protein Assay kit-
Bio-Rad) utilizando uma curva de BSA como padrdo. O ensaio de western blot foi realizado
conforme descrito anteriormente, utilizando 1 ug dos extratos proteicos de pneumococo e 150

ng das proteinas MalX e PrsA recombinantes.

3.9. Analise da ligacdo de anticorpos a superficie de pneumococo

As linhagens EF3030, D39, 0603 ¢ Rx1 de pneumococo foram inoculadas em 10 mL
de meio THY com D.O.4,,=0,1, e cultivadas sem agitacdo a 37°C até D.O.4y0,n=0,4. Os
cultivos foram centrifugados a 3200 g, durante 10 minutos a 20°C, os sobrenadantes foram
descartados e os pellet foram ressuspendidos em 10 mL de PBS-BSA 1% e centrifugado
novamente. Os sobrenadantes foram descartados e os pellets ressuspendidos novamente em
10 mL de PBS-BSA 1%. Em aliquotas de 95 pL ou 99 pL das suspensdes bacterianas foram
adicionados 5 pL ou 1 pL dos soros dos animais imunizados (reunidos em pool). As amostras
foram incubadas em estufa 37°C durante 30 minutos. Logo apos, foi feita a lavagem pela
adi¢do de 800 pL. de PBS-BSA 1% e centrifugacdo a 3300 g durante 4 minutos. Os
sobrenadantes foram descartados e esse processo foi repetido. Em seguida, os pellets foram
incubados com 100 pL de anticorpo anti-IgG de camundongos conjugado a FITC (Sigma
Aldrich) na diluicdo de 1:100 em PBS-BSA 1% em gelo, ao abrigo de luz, por 30 minutos.
Apds novas lavagens com PBS-BSA 1%, os pellets foram ressuspendidos em 200 pL de
solucdo BD Cytofix ™ para fixa¢do e as amostras foram armazenadas a 4°C, ao abrigo de
luz, até a leitura. As amostras foram analisadas por citometria de fluxo em aparelho FACS
Canto II (BD Biosciences) com contagem de 10000 eventos. Os dados foram analisados no

software FlowJo V10 (Tree Star).
3.10.  Analises estatisticas

Os graficos de titulos de anticorpos foram construidos pelo programa Prism GraphPad

6. A comparacao entre os grupos foi realizada pelo teste One-way ANOVA com Pos teste de
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Tuckey para comparacdo entre os grupos. Em todos os casos as diferengas foram

consideradas significativas quando as comparagdes indicaram P<0,05.

4. Resultados e Discussao

4.1. Amplificacdo dos genes malX e prs4 por PCR

Com o objetivo de evitar possiveis dificuldades de expressdo das proteinas
recombinantes, devido a eventual acimulo das proteinas nas membranas bacterianas,
decidiu-se clonar as sequéncias contendo (malX SP, psrA SP) ou ndo (malX, psrA) os
peptideos sinais.

As sequéncias codificadoras de MalX e PrsA foram amplificadas utilizando como
molde o DNA gendmico da cepa D39 de Streptococcus pneumoniae. A Figura 2 mostra o
resultado das reacdes de PCR com bandas dos tamanhos esperados de 1197 pb para malX,

1212 pb para malX SP, 879 pb para psrA e 942 pb para prsA SP apds a purificagado.
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Figura 2. Andlises em gel de agarose 1% de fragmentos de DNA purificados apds PCR. A) Fragmentos
purificados de malX (sequéncia do gene que codifica a proteina madura) e de malX SP (sequéncia do gene que
codifica a proteina com peptideo sinal). As bandas indicadas pela seta se referem aos genes de interesse, com
tamanhos de, aproximadamente, 1197 e 1212 pb, respectivamente. B) Fragmento purificado de prsA (sequéncia
do gene que codifica a proteina madura). A banda indicada pela seta se refere ao gene de prs4, com tamanho de,
879 pb. C) Fragmento purificado de prs4 SP (sequéncia genética da proteina contendo com a regido do peptideo
sinal). A banda indicada pela seta se refere ao gene de prs4 SP, com tamanho de 942 pb. MM: Marcador de

Massa Molecular, 1kB plus DNA ladder.

4.2.  Construcio dos vetores recombinantes pGEM-T-malX e pGEM-T-prsA4

Os produtos purificados da PCR foram ligados no vetor pGEM-T easy (Promega) e
bactérias E. coli DH5a foram transformadas com a reacao de ligacdo. As colonias resistentes
foram selecionadas e o DNA plasmidial foi extraido. Os plasmideos foram submetidos a
digestdo com as enzimas de restricdo EcoR I e Xho L.

Foram selecionadas 6 coldnias resistentes de malX e a clonagem foi verificada, em um

primeiro momento, por andlise de digestdo com a enzima EcoR I, sendo analisadas por
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eletroforese em gel de agarose 1%. Como observamos dificuldades iniciais em obtermos as
construgdes corretas, resolvemos utilizar duas marcas de enzima EcoR I disponiveis no
laboratério. Os resultados para a digestdo com EcoR I podem ser observados na Figura 3,
mostrando que os clones 1, 2, 3, 4 (Indicados com D apds cada niimero) apresentaram
fragmentos com o tamanho esperado de aproximadamente 1197 pb, indicados pela seta. Por
outro lado, as digestdes dos mesmos plasmideos realizadas com a enzima EcoR I Anzall
(Thermo Scientific) (indicados com D-A apds cada nimero), ndo funcionaram, comprovando
o problema com esta enzima. Dessa forma, a utiliza¢do desta enzima foi descartada.
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Figura 3. Analise de restricdo com EcoR I dos clones 1 a 4 da construgdo do vetor pGEM-T-malX. Os
plasmideos foram digeridos e analisados em gel de agarose 1%. Para cada clone foi aplicado amostra controle
de plasmideo ndo digerido (ND), seguido do plasmideo digerido (D). Os clones D-A se referem aos plasmideos
digeridos com Anzall EcoR I. A seta indica as bandas com o tamanho de aproximadamente 1197 pb. MM =
Marcador de Massa Molecular, 1kB plus DNA ladder.

Em relagdo aos vetores pGEM-T-malX SP foram selecionadas 4 coldnias resistentes a
ampicilina. Na Figura 4 pode-se observar os resultados das reacdes de digestdo, que mostram

que apenas os clones 1, 2 e 3 apresentaram as bandas com o tamanho esperado.
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Figura 4. Andlise de restricio com EcoR I dos clones 1 a 4 da construgdo do vetor pGEM-T-malX SP. Os
plasmideos foram digeridos e analisados em gel de agarose 1%. Para cada clone foi aplicado amostra controle
de plasmideo ndo digerido (ND), seguido do plasmideo digerido (D). A seta indica as bandas com o tamanho de

aproximadamente 1212 pb. MM = Marcador de Massa Molecular, 1kB plus DNA ladder.
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Tanto para as constru¢des pGEM-T-prs4 ¢ pGEM-T-prsA SP, foram selecionadas 6
coldnias resistentes, sendo submetidas a analises de restricdo com as enzimas EcoR I e Xho I.
Na Figura 5SA (pGEM-T-prsA) e na Figura 5B (pGEM-T-prsA SP) observa-se que todos os
clones apresentaram o tamanho esperado de 879 pb e 942 pb, respectivamente.
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Figura S5A. Analise de restricdio com EcoR I dos clones 1 a 6 da construgdo do vetor pGEM-T-prs4. Os
plasmideos foram digeridos e analisados em gel de agarose 1%. Para cada clone foi aplicado amostra controle
de plasmideo ndo digerido (ND), seguido do plasmideo digerido (D). A seta indica as bandas com o tamanho de

aproximadamente 879 pb. MM = Marcador de Massa Molecular, 1kB plus DNA ladder.
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Figura 5B. Analise de restricdo com EcoR I dos clones 1 a 6 da construgdo do vetor pGEM-T-prs4 SP. Os
plasmideos foram digeridos e analisados em gel de agarose 1%. Para cada clone foi aplicado amostra controle
de plasmideo ndo digerido (ND), seguido do plasmideo digerido (D). A seta indica as bandas com o tamanho de
aproximadamente 942 pb. MM = Marcador de Massa Molecular, 1kB plus DNA ladder.

Os clones que apresentaram os insertos com tamanhos esperados foram submetidos ao
sequenciamento a fim de se verificar a sequéncia correta dos genes de interesse. Ao obter as
sequéncias, as mesmas foram analisadas no programa BLASTN em um alinhamento contra
as sequéncias depositadas, em que foi possivel observar 100% de identidade para os clones

abaixo:

° malX: clones 3 e 6;
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° malX SP: clones 1 e 2;
) prsA: clones 1 e 5;

) prsA SP: clones 2 e 6

Para as etapas seguintes foram escolhidos os clones malX: clone 3; prsA: clone 5;
malX SP: clone 1 e prs4 SP: clone 2. Assim, para a clonagem em vetor de expressdo, os
vetores recombinantes de pGEM-T easy foram digeridos com ambas as enzimas de restri¢cao
(EcoR I e Xho I) para o isolamento dos fragmentos, e submetidos a eletroforese. Conforme
observado na Figura 6 todos os clones selecionados apresentaram os insertos com tamanho
esperado para os genes em questdo. As bandas foram purificadas utilizando o kit QIAquick
Gel Extraction (Qiagen).
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Figura 6. Analise de restrigdo com EcoR I e Xho I dos clones selecionados para os vetores pGEM-T-malX,
PGEMT-malX SP, pGEM-T-prsA ¢ pGEMT-prsA SP. Os plasmideos foram digeridos e analisados em gel de
agarose 1%. A seta indica as bandas com o tamanho de 1197 pb, 1272 pb, 879 pb e 942 pb. MM = Marcador de

Massa Molecular, 1kB plus DNA ladder.

4.3.  Construcao dos vetores recombinantes pAE-malX e pAE-prsA

Para a constru¢do dos vetores pAE-malX e pAE-prsA, foi feita a analise de digestao
do vetor pAE com as enzimas de restricdo EcoR I e Xho I separadamente (D.E ou D.X) ou
combinadas (D.E.X), com o intuito de garantir que ambas as enzimas estavam funcionando
adequadamente nas condigdes testadas, uma vez que ndo ha liberagdo de fragmentos visiveis
pela eletroforese. Na Figura 7 ¢ possivel observar um resultado satisfatorio, em que nas trés
colunas contendo plasmideo digerido, o vetor pAE foi linearizado em comparacao ao vetor

ndo digerido.
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Figura 7. Analise de restricdo com EcoR I e Xho I do vetor pAE. Os plasmideos foram digeridos e analisados
em gel de agarose 1%. Foi aplicada amostra controle de plasmideo ndo digerido (ND), seguido do plasmideo
digerido com EcoR I (D.E), em seguida digerido com Xho I (D.X) e por fim, o plasmideo digerido com ambas
as enzimas, EcoR I ¢ Xho I (D.E.X). A seta indica as bandas com o tamanho esperado de aproximadamente

3000 pb. MM = Marcador de Massa, Molecular 1kB plus DNA ladder.

ApoOs esse processo, uma nova digestao foi realizada para se obter um volume maior
do vetor pAE digerido com EcoR I e Xho I, sendo submetido a eletroforese e a banda obtida
foi purificada. O fragmento pAE-EcoR I+Xho I foi ligado, de acordo com item 3.5, aos
fragmentos de malX e prsA (maduros ou com peptideo sinal) digeridos conforme item 4.2. As
reagoes de ligacdo foram transformadas em bactérias E. coli DH5a e os clones resistentes
gerados foram selecionados. O DNA plasmidial foi obtido com o kit QIAprep® Spin
Miniprep Kit (Qiagen), sendo denominados pAE-malX, pAE-malX SP, pAE-prsA e pAE-prsA
SP.

Para confirmar a ligagdao dos insertos ao vetor, foi realizada a anélise de digestao com
as enzimas EcoR I e Xho I. Os resultados podem ser visualizados na Figura 8A, Figura 8B,
Figura 8C e Figura 8D.
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Figura 8A. Analise de restricdo dos clones 1 a 3 da construcéo vetor pAE-malX. Os plasmideos foram digeridos
com EcoR I e Xho I ¢ analisados em gel de agarose 1%. Foi aplicado amostra controle de plasmideo ndo
digerido (ND), seguido do plasmideo digerido com (D). A seta indica as bandas com o tamanho esperado de
aproximadamente 1197 pb. MM = Marcador de Massa Molecular 1kB plus DNA ladder.
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Figura 8B. Analise de restricdo dos clones 1 a 4 da construcdo vetor pAE-malX SP. Os plasmideos foram
digeridos com EcoR I e Xho I ¢ analisados em gel de agarose 1%. Foi aplicado amostra controle de plasmideo
ndo digerido (ND), seguido do plasmideo digerido com (D). A seta indica as bandas com o tamanho esperado de

aproximadamente 1212 pb. MM = Marcador de Massa Molecular, 1kB plus DNA ladder.
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Figura 8C. Analise de restri¢do dos clones 1 a 4 da construgdo vetor pAE-prsA4. Os plasmideos foram digeridos
com EcoR I e Xho I ¢ analisados em gel de agarose 1%. Foi aplicado amostra controle de plasmideo ndo
digerido (ND), seguido do plasmideo digerido com (D). A seta indica as bandas com o tamanho esperado de

aproximadamente 879 pb. MM = Marcador de Massa Molecular, 1kB plus DNA ladder.
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Figura 8D. Analise de restricdo dos clones 1 a 3 da construgdo vetor pAE-prs4 SP. Os plasmideos foram
digeridos com EcoR I e Xho I e analisados em gel de agarose 1%. Foi aplicado amostra controle de plasmideo
ndo digerido (ND), seguido do plasmideo digerido com (D). A seta indica as bandas com o tamanho esperado de

aproximadamente 942 pb. MM = Marcador de Massa Molecular, 1kB plus DNA ladder.

30



4.4.  Expressdo e purificacdo das proteinas recombinantes MalX e PrsA
Uma vez que foram obtidos todos os plasmideos propostos inicialmente, decidiu-se

testar inicialmente a expressdo das proteinas recombinantes sem os peptideos sinal, evitando
possivel toxicidade as bactérias.

Os vetores pAE-malX e pAE-prsA, foram utilizados para transformar bactérias E. coli
BL21 (DE3) Star pLysS conforme descrito no item 3.6. Foram selecionados 4 clones
positivos e inoculados em meio LB-amp. Apos atingir D.O.¢,,=0,6, foi adicionado IPTG
para induzir a produgdo das proteinas recombinantes. As proteinas MalX e PrsA possuem
massa molecular tedrica de 45kDa e 38kDa, respectivamente. A Figura 9 apresenta a analise
da expressdo das proteinas realizada em gel de SDS-PAGE 12% dos clones ndo induzidos
(ND) e induzidos (I). Foram observadas bandas de tamanho esperado de aproximadamente
45kDa nos 4 clones induzidos de MalX como mostrado pela seta, e as mesmas ndo foram
observadas nas amostras nao induzidas (Figura 9A). O gel de analise dos clones
transformados com pAE-prs4 revelaram bandas com o tamanho esperado de
aproximadamente 38kDa nos 4 clones induzidos, como mostrado pela seta, j4 nas amostras

ndo induzidas as mesmas bandas ndo sdo visualizadas (Figura 9B).
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Figura 9. Analise de expressao de MalX (A) e PrsA (B) por eletroforese em gel de SDS-PAGE 12%. Clones
ndo induzidos (NI) e induzidos (I). MM = Marcador de Massa Molecular, LMW (Cytiva).

Para a purificacdo das proteinas recombinantes foi feito o cultivo em 500 mL de meio
LB-amp a partir dos clones obtidos na etapa anterior. Para MalX foi selecionado o clone 3 e
para PrsA o clone 1. Apds atingir D.O.4,,=0,6, a expressdo foi induzida pela adicdo de
IPTG e o cultivo foi incubado por 3h. Apds esse processo, foi feita a purificagdo das
proteinas por cromatografia de afinidade. O vetor pAE permite a expressdo da proteina
heter6loga com uma cauda de 6 residuos de histidina (6XHis) na por¢ao N-terminal, de modo
a possibilitar a adsor¢do das proteinas em resina carregada com Ni**. As proteinas foram
purificadas em colunas His-Trap carregadas com Ni** e eluidas em equipamento AKTA
Prime Plus por meio de gradiente crescente de concentracdo de imidazol. As fragdes de

interesse foram coletadas e analisadas em gel de SDS-PAGE 12%. A purificacdo da proteina
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MalX apresentou dois picos de eluicdo separados e bem definidos (Anexo 5). A andlise de
algumas amostras selecionadas foi realizada em gel de SDS-PAGE 12% e pode ser observada
nas Figuras 10A e 10B. Pode-se observar uma banda de concentracdo maior de proteina na
Figura 10A, amostra 4, proveniente do pico 1. Esta amostra ndo apresentou contaminantes
visiveis no SDS-PAGE. Por outro lado, as amostras 14 a 26 apresentadas na Figura 10A,
provenientes do pico 2, apresentaram menor concentragdo e algumas bandas contaminantes
podem ser observadas. Outras amostras do pico 1 (1 a 7) podem ser observadas na Figura
10B e apresentam bandas unicas, com auséncia de contaminantes visiveis no gel. Em ambos
os casos, as bandas observadas, como apontadas pela seta, apresentam a massa molecular

esperada para MalX, de aproximadamente 45kDa.
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Figura 10A. Analise da purificagdo da proteina recombinante MalX por eletroforese em gel de SDS-PAGE 12%
SP = Extrato antes da purifica¢do; FT = Extrato ndo adsorvido a coluna (Flow-through); L20mM = Lavagem
com 20mM imidazol; Gradientes de elui¢do e MM = Marcador de Massa Molecular, LMW (Cytiva).
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Figura 10B. Analise da purificagdo da proteina recombinante MalX por eletroforese em gel de SDS-PAGE 12%
SP = Extrato antes da purificagdo; FT = Extrato ndo adsorvido a coluna (Flow-through); L20mM = Lavagem

com 20mM imidazol; Gradientes de eluicdo e MM = Marcador de Massa Molecular, LMW (Cytiva).

Considerando os dois picos de eluicdo da proteina MalX foi possivel obter um
rendimento de aproximadamente 22,4 mg de proteina recombinante por litro de cultivo.
A purificacdo da proteina PrsA apresentou apenas um pico de eluicdo muito bem

definido (Anexo 6), a analise das fracdes pode ser observada na Figura 11. Como indicado

pela seta, as bandas obtidas representam a massa molecular esperada de aproximadamente
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38kDa. Grandes quantidades da proteina PrsA foram obtidas. Entretanto, algumas bandas

contaminantes puderam ser observadas nas amostras.
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Figura 11. Analise da purificacdo da proteina recombinante PrsA por eletroforese em gel de SDS-PAGE 12%.
SP = Extrato antes da purificagdo; FT = Extrato ndo adsorvido a coluna (Flow-through); L20mM = Lavagem

com 20mM imidazol; Gradientes de eluig¢io e MM = Marcador de Massa Molecular, LMW, (Cytiva).

A partir dos dados obtidos pela purificagdo da proteina PrsA, foi possivel inferir que o
rendimento foi de aproximadamente 128 mg de proteina recombinante por litro de cultivo.

As proteinas purificadas foram analisadas quanto a presenga da cauda de histidina
através de western-blot utilizando anticorpo anti-HisTag (Invitrogen). Na Figura 12 ¢ possivel
observar que todas as proteinas purificadas foram reconhecidas pelo anticorpo, indicando que
apresentam cauda de histidina, inclusive as proteinas MalX1 (proveniente do pico 1) e MalX2

(proveniente do pico 2), fornecendo indicios de que os dois picos observados na

cromatografia contém a proteina MalX.
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Figura 12. Analise de reconhecimento da cauda de histidina presente nas proteinas recombinantes por
western-blot. Membrana incubada com anticorpo anti-histag (Invitrogen). As setas indicam as bandas de
aproximadamente 45kDa e 38kDa, referentes a MalX e PrsA respectivamente. Como controle positivo foi
utilizada a proteina, PspA2 Rx1 que contém cauda de histidina; MM = Marcador de Massa Molecular
(Amershan ECL Rainbow Marker - Full Range [Cytiva]).
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4.5.  Andlise da resposta imune
Os animais foram imunizados conforme descrito no item 3.7. Para a proteina MalX,

devido a obtencdo de dois picos na eluigdo que apresentaram a mesma massa molecular, dois
grupos de animais foram imunizados com MalX1 (primeira elui¢do) e MalX2 (segunda
eluicdo).

4.5.1.  Producdo dos soros policlonais contra MalX e PrsA
Os camundongos foram imunizados conforme descrito no item 3.7, e ap6s a 3* (S3) e

a 4* dose (S4) o sangue foi coletado e os soros (em pools de cada grupo) foram analisados por
ELISA para quantificagdo de anticorpos IgG. Os soros dos animais imunizados com MalX 1
apos a 3* dose apresentaram a indugao de IgG especifica contra a proteina (Figura 13A), com
aumento do titulo apds a 4* imunizagdo (Figura 13B). O titulo do soro anti-MalX1 apos a 4°
dose foi de aproximadamente 1:4.000. O soro dos animais imunizados com MalX2 foi
coletado apenas apos a 4* dose e a analise por ELISA apresentou a inducdo de IgG com titulo
de aproximadamente 1:20.500 (Figura 14). Esses altos niveis de anticorpos podem estar
relacionados a produgdo de anticorpos contra contaminagdes presentes na amostra de MalX2

além da propria proteina, conforme observado na Figura 10A.
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Figura 13. Indug@o de IgG anti-MalX1 em camundongos BALB/c imunizados com MalX1 recombinante
combinada a hidroxido de aluminio como adjuvante. Os soros pré-imune (PI), apds 3 doses (S3) e apds 4 doses
(S4) foram avaliados por ELISA. Niveis de anticorpos apds 3 doses (A) e niveis de anticorpos apos 4 doses (B).
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Figura 14. Indugdo de IgG anti-MalX2 em camundongos BALB/c imunizados com MalX2 recombinante
combinada a hidréxido de aluminio como adjuvante. Os soros pré-imune (PI) e apds 4 doses (S4) foram
avaliados por ELISA.
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A imuniza¢do dos camundongos com a proteina PrsA, levou a produ¢do de altos
titulos de IgG contra a proteina, chegando em aproximadamente 1:100.000 apds a 4* dose

(Figura 15).
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Figura 15. Inducdo de IgG anti-PrsA em camundongos BALB/c imunizados com PrsA recombinante
combinada a hidroxido de aluminio como adjuvante. Os soros pré-imune (PI), apos 3 doses (S3) e ap6s 4 doses
(S4) foram avaliados por ELISA. Niveis de anticorpos apds 3 doses (A) e niveis de anticorpos apos 4 doses (B).

Placas de ELISA sensibilizadas com MalX1 e MalX2 foram incubadas com o soro
anti-MalX2 e anti-MalX1, respectivamente, para avaliar se os anticorpos reconhecem a duas
proteinas de forma cruzada, como uma forma de confirmar se os dois picos contém a mesma
proteina. Os resultados demonstraram que ambos o0s soros reconhecem as proteinas

cruzadamente, indicando que as duas amostras correspondem a MalX (Figuras 16 ¢ 17).
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Figura 16. Reconhecimento das proteinas MalX1 e MalX2 pelo soro anti-MalX1. Os soros pré-imune (PI) e
apos 4 doses (S4) foram avaliados por ELISA. Niveis de anticorpos contra a proteina MalX1 (A) e niveis de
anticorpos contra a proteina MalX2 (B).
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A - Anti-MalX2 contra MalX1 B - Anti-MalX2 contra MalX2
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Figura 17. Reconhecimento das proteinas MalX1 e MalX2 pelo soro anti-MalX2. Os soros pré-imune (PI) e
apos 4 doses (S4) foram avaliados por ELISA. Niveis de anticorpos contra a proteina MalX1 (A) e niveis de
anticorpos contra a proteina MalX2 (B).

A reatividade dos soros contra MalX e PrsA foi também analisada por ensaios de
Western-blot. Foram aplicados 500 ng de cada proteina recombinante em gel de SDS-PAGE
10% para transferéncia em membrana de nitrocelulose. As membranas foram incubadas com
o soro anti-MalX e anti-PrsA. A Figura 18A mostra a membrana que foi incubada com soro
anti-MalX1, e nesse caso, como indicado pela seta, tanto MalX1 quanto MalX2 foram
reconhecidas pelo soro. Da mesma forma, a membrana incubada com o soro anti-MalX2,
apresentou o reconhecimento das bandas referentes a MalX1 e a MalX2 (Figura 18B). Alguns
contaminantes sao observados, principalmente na amostra MalX2, conforme ja observado no
gel corado por Comassie Blue, sugerindo que os animais produziram anticorpos contra eles,
assim como discutido nos ensaios de ELISA com o soro anti-MalX2. Da mesma forma, o
soro anti-MalX1 reconheceu as bandas contaminantes presentes na amostra de MalX2
(Figura 18A), demonstrando que, apesar de contamina¢des nao serem visiveis na Figura 10B,
possivelmente estavam presentes na amostra de MalX1 e os camundongos produziram

anticorpos contra elas.

A - Anti-MalX1 B - Anti-MalX2
S & &
@’& @‘3‘ Q"\g é\é kDa Q‘Q é@\. é\& @ékna
190 190
J— 120 120
85 — 85
) e e 60
=1 50 60
. g 10 —) Wiy veats 50
25 40
20

Figura 18. Analise de reconhecimento das proteinas recombinantes pelos soros dos animais imunizados por
western-blot. Membrana incubada com soro anti-MalX1 (A) e membrana incubada com soro anti-MalX2 (B).
MM = Marcador de Massa Molecular (BenchMark Pre-stained Protein Ladder [Invitrogen]).
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Posteriormente, para confirmar a sequéncia proteica ¢ assim determinar se as duas
proteinas sdo as mesmas, MalX1 e MalX2 foram submetidas a espectrometria de massas com
colaboragdo do Dr. Daniel Pimenta (Laboratorio de Bioquimica do Instituto Butantan). Até o
presente momento foi possivel obter o resultado da andlise de MalX1, que confirmou a
identidade de MalX de pneumococo.

O soro anti-PrsA apresentou forte reatividade contra a proteina recombinante PrsA,
como apontado pela seta na Figura 19. Duas bandas foram reconhecidas nas amostras de
MalX1 e MalX2, podendo ser um reconhecimento inespecifico de contaminantes nas
amostras.
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Figura 19. Analise de reconhecimento da proteina recombinante PrsA pelos soros dos animais imunizados por
western-blot. Membrana incubada com soro anti-PrsA. A seta indica a banda de tamanho aproximado de 38kDa
referente a PrsA. MM = Marcador de Massa Molecular (BenchMark Pre-stained Protein Ladder [Invitrogen]).

4 Avaliaca resen ntigenos MalX e PrsA em diferentes linhagen

pNeumococo
Apos a confirmacao da reatividade dos soros produzidos, eles foram utilizados para

analise da conservagdo das proteinas MalX e PrsA em extratos de diferentes linhagens de
pneumococo. As proteinas recombinantes MalX e PrsA foram utilizadas como controles
positivos e a proteina PspA2 foi utilizada como controle negativo. Os extratos e proteinas
foram submetidos a eletroforese em gel de SDS-PAGE 10% e transferidos para membrana de
nitrocelulose que foi sondada com os diferentes soros. Os soros anti-MalX1 (Figura 12A) e
anti-MalX2 (Figura 12B) reconheceram especificamente bandas nos extratos de pneumococo
de mesma massa molecular que as proteinas recombinantes. Esses resultados mostram que o
antigeno MalX esta presente em todas as linhagens analisadas, de forma conservada. Além
disso, nota-se, nos dois experimentos, que os soros anti-MalX1 e anti-MalX2 reconhecem
bandas de mesma massa molecular, mais um indicio de que as proteinas das duas amostras

provenientes dos diferentes picos da cromatografia contém MalX. Nenhum dos soros
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apresentou reatividade contra PspA2, um fator de viruléncia de pneumococo nao relacionado

(Figuras 20A e B).
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Figura 20. Anélise de reconhecimento da proteina MalX em diferentes linhagens de pneumococo pelos soros
dos animais imunizados por western-blot. Membrana incubada com soro anti-MalX1 (A) e membrana incubada
com soro anti-MalX2 (B). As setas indicam as bandas referentes a MalX. MM = Marcador de Massa Molecular
(BenchMark Pre-stained Protein Ladder [Invitrogen]).

Na Figura 21 ¢ apresentado o resultado do Western-blot utilizando o soro anti-PrsA.
Observa-se o reconhecimento de bandas especificas em todos os extratos de pneumococo,
com mesma massa molecular que a proteina PrsA recombinante. Este resultado também
confirma a conservagao do antigeno PrsA nos isolados de pneumococo. Novamente, o soro
nao reconheceu a proteina PspA2, confirmando a especificidade.
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Figura 21. Anélise de reconhecimento da proteina PrsA em diferentes linhagens de pneumococo pelos soros
dos animais imunizados por western-blot. Membrana incubada com soro anti-PrsA. A seta indica as bandas
referentes a PrsA. MM = Marcador de Massa Molecular (BenchMark Pre-stained Protein Ladder

[Invitrogen]).

A conservagdo dos genes codificantes de MalX e PrsA, ja havia sido realizada por
outro grupo que a alinhou das sequéncias gé€nicas de malX e prsA da cepa TIGR4 em

genomas de diferentes linhagens de pneumococo, por meio de ferramentas de bioinformatica.

38



Os resultados indicaram que ha similaridade de prs4 com cerca de 99% dos genomas
analisados, apresentando 98% de identidade. Da mesma forma, a sequéncia de malX foi
similar em 98,5% dos genomas presentes no banco de dados, com 98% de identidade [28].
Logo, os resultados obtidos no presente projeto corroboram com o estudo e indicam que

malX e prsA sao conservadas entre as diversas linhagens de pneumococo.

4.7.  Andlise da ligacdo de anticorpos a superficie de pneumococo.
Uma vez que os anticorpos foram capazes de reconhecer as proteinas MalX e PrsA

expressas pelos pneumococos, decidimos avaliar a ligagao dos anticorpos a superficie das
bactérias, uma vez que estes dois antigenos sdo lipoproteinas presentes nas membranas. Para
isso, foi realizado um ensaio de ligacao de anticorpos a superficie de pneumococo, utilizando
um anticorpo secundario conjugado a FITC e anélise por citometria de fluxo. A mediana da
intensidade de fluorescéncia das curvas foi comparada. As linhagens de pneumococo
utilizadas foram D39, EF3030, 0603 e Rx1. Soros pré-imune e apenas as bactérias sem soro
foram utilizados como controles negativos. Os resultados demonstraram que anticorpos
anti-MalX (Figura 22) e anti-PrsA (Figura 23) ndo foram capazes de se ligar a superficie das
linhagens D39, EF3030 e 0603, indicando, portanto, que MalX e PrsA nao estdo expostas na
superficie dessas bactérias. No entanto, ¢ possivel observar na Figura 22D que os anticorpos
anti-MalX foram capazes de se ligarem a superficie da linhagem Rx1, esta que ndo apresenta
capsula. Portanto, é possivel que a capsula polissacaridica das bactérias atrapalhe a exposicao
dos antigenos, impedindo a ligacdo do anticorpo. Por outro lado, anticorpos anti-PrsA nao
foram capazes de se ligarem a superficie da linhagem Rx1 (Figura 23D), sendo necessaria a

realizacdo de novos ensaios para melhor avaliacao.
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Figura 22. Analise da ligacdo de anticorpos a superficie de pneumococo por citometria de fluxo. Soro de
animais imunizados com MalX1 foram testados nas linhagens D39 (A), EF3030 (B), 0603 (C) e Rx1 (D).
Controle negativo: bactéria sem soro ou soro pré-imune. Os numeros indicam a mediana de intensidade de
fluorescéncia para as curvas.
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Figura 23. Analise da ligagdo de anticorpos a superficie de pneumococo por citometria de fluxo. Soro de
animais imunizados com PrsA foram testados nas linhagens D39 (A), EF3030 (B), 0603 (C) e Rx1 (D).Controle
negativo: bactéria sem soro ou soro pré-imune. Os numeros indicam a mediana de intensidade de fluorescéncia
para as curvas.

Estudo feito por Abeyta e colaboradores demonstrou que diferencas na composicao da
capsula polissacaridica de pneumococo alteram a exposi¢do dos componentes da superficie
bacteriana, e dessa forma, afetam a ligacdo de anticorpos aos antigenos e a deposi¢ao de C3b
[33]. De fato, antigenos como PsaA ou PpmA (PrsA), apesar de terem papel protetor em
algumas formulacdes nao estdo expostos a superficie bacteriana, sendo escondidos pela
capsula polissacaridica [34]. Esses dados corroboram com os resultados obtidos neste estudo,
uma vez que os anticorpos anti-MalX foram capazes de se ligar somente a superficie da

linhagem de pneumococo defectiva para a expressao de capsula (Rx1).

4.8. Avaliacdo da reatividade de soros de camundongos imunizados com EVs de

pneumococo contra as proteinas MalX e PrsA
Em estudo feito por Narciso e colaboradores, foi proposto que PspA, por ser

altamente imunogénica, poderia ocultar a resposta imunoldgica contra outros antigenos
proteicos. Nesse trabalho, a0 imunizar camundongos com particulas de membranas defectivas
para a expressao de PspA (derivadas da linhagem TIGR4), os autores observaram protecao de
80%, 60% e 100% em desafios contra pneumococo de sorotipo 4, 3 e 1, respectivamente. As
proteinas reconhecidas pelos soros dos animais em lisados de TIGR4 em ensaios de
western-blot, foram analisadas por imunoprecipitacao associada a espectrometria de massas,
revelando maiores pontuagdes para as lipoproteinas MalX e PrsA, enquanto que para o soro
dos animais imunizados com as particulas de membrana da linhagem de TIGR4 selvagem a
proteina com pontuacdo predominante foi PspA, sendo reconhecido também MalX, porém

com menor pontuagdo. Além disso, a0 comparar a sobrevivéncias do animais imunizados
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com particulas de membrana selvagem com animais imunizados com trés mutantes
defectivos para as proteinas estudadas (PspA e MalX, PspA e PrsA, MalX e PrsA) foi
observada uma diminui¢do na prote¢do de animais imunizados com particulas mutantes,
indicando que as duas lipoproteinas, MalX e PrsA, seriam importantes antigenos para a
protecao contra infec¢do pneumococica [28]. Dessa forma, as proteinas MalX (MalXl1) e
PrsA produzidas neste projeto foram testadas quanto a reatividade com soros de
camundongos imunizados com vesiculas extracelulares (EVs) derivadas da linhagem de
pneumococo R6 selvagem (EV WT) e com EVs derivadas da linhagem de pneumococo
knockout para a proteina PspA (EV PspAKO). Este experimento foi realizado em
colaboragdo com a aluna de doutorado, Giovanna de Brito Carneiro. Diferentes proteinas
recombinantes de pneumococo, como PsaA (Antigeno A da Superficie de pneumococo), PdT
(Pneumolisina detoxificada), PspC3a (regido N-terminal de PspC — Proteina C da superficie
de pneumococo do grupo 3), PspA Rx1 (regido N-terminal de PspA da linhagem Rx1, clado
2), MalX e PrsA foram transferidos para membranas de nitrocelulose, estas foram incubadas
com soro anti-EV WT e soro anti-EV PspAKO). Na Figura 24 ¢ possivel notar, como
indicado pelas setas, que ambos os soros foram capazes de reconhecer a proteina PrsA,
demonstrando que esta proteina esta presente nas EVs e ¢ imunogénica nestas preparagoes.
Além de PrsA, apenas PspA foi reconhecido pelo soro anti-EVWT entre as proteinas
analisadas. Nao houve reconhecimento da proteina MalX. Este resultado pode indicar que a
proteina MalX ndo esta presente nas EVs derivadas da linhagem R6 de pneumococo ou ¢

pouco imunogénica, ndo havendo anticorpos que a reconhecam no soro dos animais

1munizados.
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Figura 24. Analise de reconhecimento das proteinas recombinantes, MalX e PrsA, pelos soros dos animais
imunizados com EVs de pneumococo, por western-blot. Membrana incubada com soro anti-EV WT (A) e
membrana incubada com soro anti-EV PspAKO (B). As setas indicam a banda de tamanho aproximado de

38kDa referente a PrsA. MM = Marcador de Massa Molecular (Amershan ECL Rainbow Marker - Full
Range [Cytiva]).
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Assim como nos ensaios de western-blot, soro de animais imunizados com EV WT e
EV PspAKO foram analisados quanto a reatividade contra as proteinas recombinantes por
ELISA. Na Figura 25A ¢ possivel notar que o soro anti-EV PspAKO apresentou niveis
significativos de IgG contra MalX em comparagdo aos soros dos camundongos inoculados
com salina ou EV WT. Este resultado diverge do observado por Western-blot e deve ser
confirmado. Por outro lado, na Figura 25B observa-se que animais imunizados tanto com EV
WT como com EV PspAKO apresentaram anticorpos que reconhecem a proteina PrsA, sendo

significativamente mais altos no grupo imunizado com EV WT.
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Figura 25. Indugdo de IgG anti-MalX e anti-PrsA em camundongos BALB/c imunizados com EV WT ¢ EV
PspAKO. Niveis de anticorpos IgG contra a proteina recombinante MalX (A) e niveis de anticorpos IgG contra
a proteina recombinante PrsA (B). Os simbolos circulares indicam os soros individuais.

Apesar das diferengas entre os resultados obtidos dos ensaios de western-blot e
ELISA em relacdo a MalX, dados da literatura obtidos de andlises protedmicas e de
western-blot demonstraram que EVs de diferentes isolados e sorotipos de pneumococo,
incluindo a linhagem R6, apresentam MalX em sua composi¢do [24,35]. Além disso, o soro
de animais imunizados com MalX recombinante e o soro de amostras de pacientes infectados
com pneumococo foram capazes de reconhecer MalX em ensaios de western-blot contra EVs
derivadas de diferentes linhagens de pneumococo [24]. Similarmente, soro de animais
imunizados com particulas de membrana, provenientes da linhagem TIGR4 de pneumococo,
reagiram com bandas de tamanhos equivalentes aos de MalX e PrsA em ensaios de
western-blot contra lisados de TIGR4, sendo a identidade das proteinas confirmada
posteriormente por espectrometria de massas [28]. Dessa forma, os resultados apresentados

na Figura 25 estdo de acordo com os dados encontrados em outros estudos.
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5. Conclusoes

A partir dos resultados apresentados, pode-se concluir que a expressao e a purificagao
das proteinas MalX e PrsA ocorreram de forma satisfatoria e eficiente. Analises dos soros dos
animais imunizados com as proteinas recombinantes evidenciaram que MalX e PrsA sdo
capazes de induzir altos titulos de anticorpos IgG anti-MalX e anti-PrsA e de reconhecer
essas proteinas. Da mesma forma, as andlises de western-blot dos soros contra os extratos
proteicos demonstraram que as proteinas MalX e PrsA estdo presentes em diferentes
linhagens de pneumococo, confirmando que sdo conservadas e dessa forma, podem ser bons
candidatos para a formulacdo de vacinas que induzam resposta imune contra diferentes
sorotipos de pneumococo. Os ensaios de ligagdo indicaram que a capsula polissacaridica do
pneumococo afeta a acessibilidade dos anticorpos a proteina MalX presentes na superficie da
bactéria. Além disso, os soros dos animais imunizados com EVs derivadas da linhagem R6
reagiram com PrsA em ensaios de western-blot, e com PrsA ou MalX em ensaios de ELISA,
indicando a presen¢a e imunogenicidade dessas proteinas na EVs. Desse modo, os resultados
obtidos irdo contribuir, em estudos futuros, para a avaliagdo de MalX e PrsA como
candidatos vacinais contra infeccdes causadas por S. pneumoniae, assim como para a

caracterizacgdo das vesiculas extracelulares de pneumococo.
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7. ANEXOS
ANEXO 1 - Sequéncia dos genes codificantes das proteinas MalX e PrsA

Sequéncia do gene malX - Streptococcus pneumoniae R6

>ATGTCATCTAAATTTATGAAGAGCACTGCGGTGCTTGGAACTGTTACACTTGCTAGCTTGCTTTTGGTAGCTTGCGGAAGCAAAACTGCTGATAA
GCCTGCTGATTCTGGTTCATCTGAAGTCAAAGAACTCACTGTATATGTAGACGAGGGATATAAGAGCTATATTGAAGAGGTTGCTAAAGCTTATGAA
AAAGAAGCTGGAGTAAAAGTCACTCTTAAAACTGGTGATGCTCTAGGAGGTCTTGATAAACTTTCTCTTGACAACCAATCTGGTAATGTCCCTGAT
GTTATGATGGCTCCATACGACCGTGTAGGTAGCCTTGGTTCTGACGGACAACTTTCAGAAGTGAAATTGAGCGATGGTGCTAAAACAGACGACAC
AACTAAATCTCTTGTAACAGCTGCTAATGGTAAAGTTTACGGTGCTCCTGCCGTTATCGAGTCACTTGTTATGTACTACAACAAAGACTTGGTGAAA
GATGCTCCAAAAACATTTGCTGACTTGGAAAACCTTGCTAAAGATAGCAAATACGCATTCGCTGGTGAAGATGGTAAAACTACTGCCTTCCTAGCT
GACTGGACAAACTTCTACTATACATATGGACTTCTTGCCGGTAACGGTGCTTACGTCTTTGGCCAAAACGGTAAAGACGCTAAAGACATCGGTCTT
GCAAACGACGGTTCTATCGCAGGTATCAACTACGCTAAATCTTGGTACGAAAAATGGCCTAAAGGTATGCAAGATACAGAAGGTGCTGGAAACTT
AATCCAAACTCAATTCCAAGAAGGTAAAACAGCTGCTATCATCGACGGACCTTGGAAAGCTCAAGCCTTTAAAGATGCTAAAGTAAACTACGGAG
TTGCAACTATCCCAACTCTTCCAAATGGAAAAGAATATGCTGCATTCGGTGGTGGTAAAGCTTGGGTCATTCCTCAAGCCGTTAAGAACCTTGAAG
CTTCTCAAAAATTTGTAGACTTCCTTGTTGCAACTGAACAACAAAAAGTATTATATGATAAGACTAACGAAATCCCAGCTAATACTGAGGCTCGTTC
ATACGCTGAAGGTAAAAACGATGAGTTGACAACAGCTGTTATCAAACAGTTCAAGAACACTCAACCACTGCCAAACATCTCTCAAATGTCTGCAG
TTTGGGATCCAGCGAAAAATATGCTCTTTGATGCTGTAAGTGGTCAAAAAGATGCTAAAACAGCTGCTAACGATGCTGTAACATTGATCAAAGAAA
CAATCAAACAAAAATTTGGTGAATAA

Sequéncia do gene prsA - Streptococcus pneumoniae R6

>ATGAAGAAAAAATTATTGGCAGGTGCCATCACACTATTATCAGTAGCAACTTTAGCAGCTTGTTCGAAAGGGTCAGAAGGAGCAGACCTTATCAG
CATGAAAGGGGATGTCATCACAGAACATCAATTTTATGAGCAAGTGAAAAACAACCCTTCAGCCCAACAAGTCTTGTTAAATATGACCATCCAAA
AAGTTTTTGAAAAACAATATGGCTCAGAGCTTGATGATAAAGAGGTTGATGATACTATTGCCGAAGAAAAAAAACAATATGGCGAAAACTACCAA
CGTGTCTTGTCACAAGCAGGTATGACTCTTGAAACACGTAAAGCTCAAATTCGTACAAGTAAATTAGTTGAGTTGGCAGTTAAGAAGGTAGCAGA
AGCTGAATTGACAGATGAAGCCTATAAGAAAGCCTTTGATGAGTACACTCCAGATGTAACGGCTCAAATCATCCGTCTTAATAATGAAGATAAGGC
CAAAGAAGTTCTCGAAAAAGCCAAGGCAGAAGGTGCTGATTTTGCTCAATTAGCCAAAGATAATTCAACTGATGAAAAAACAAAAGAAAATGGT
GGAGAAATTACCTTTGATTCTGCTTCAACAGAAGTACCTGAGCAAGTCAAAAAAGCCGCTTTCGCTTTAGATGTGGATGGTGTTTCTGATGTGATT
ACAGCAACTGGCACACAAGCCTACAGTAGCCAATATTACATTGTAAAACTCACTAAGAAAACAGAAAAATCATCTAATATTGATGACTACAAAGAA
AAATTAAAAACTGTTATCTTGACTCAAAAACAAAATGATTCAACATTTGTTCAAAGCATTATCGGAAAAGAATTGCAAGCAGCCAATATCAAGGTT
AAGGACCAAGCCTTCCAAAATATCTTTACCCAATATATCGGTGGTGGAGATTCAAGCTCAAGCAGTAGTACATCAAACGAATAG
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ANEXO 2 - Mapa do vetor pGEM-T easy (Promega)

Xmnl 2008
Scal 1890

Arnp’

\N ael 2707
1 ori

pGEM®=-T Easy
Vector
(3,015bp)

ori

lacZ

1 start

20
26
Ky
ar
43

49
52

70
77

97
109
118
127
141

Representagdo esquematica do vetor de clonagem pGEM-T easy com sitios de restri¢gdo. Fonte: Manual do

fabricante (Promega).
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ANEXO 3 - Mapa do vetor pAE

(5) BsaBI* [T7 promater
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NN ) A _lBxHis
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. ' ~__—BglII (140}

 ——— Pstl (148
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Eco01091 (268)
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S, s NgoMIV (521)
wo s o Nael (523)

Banll {555)
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(2357) PspFI
(2353) Bse¥yIl._

(2248) AlWNI

N
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{17697 AhdI \ s H
(1?&3%£n&|§m1: 7 Xmnl (1169}
(1622) NmeAIIl BsaRl (1229)
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Scal (1z33)

Representagdo esquematica do vetor de expressdo pAE com sitios de restrigdo. Figura construida com o

software SnapGene.
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ANEXO 4 - Certificado Comité de Etica Comissio de Etica no uso de Animais do

Instituto Butantan

INSTITUTO  (Comissdo de Etica no
BUTANTAN Uso de Animaris

A servico da vida

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Vesiculas Extracelulares de Streptococcus pneumoniae como adjuvantes para antigenos
proteicos", protocolada sob o CEUA n? 1657030921 (i oo2424), S0b a responsabilidade de Maria Leonor Sarno de Oliveira e
equipe; Giovanna de Brito Carneiro - que envolve a producdo, manutengdo efou utilizagdo de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - esta de acordo com os preceitos da Lei
11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho
Nacional de Controle da Experimentacao Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissao de Etica no Uso de Animais da Instituto
Butantan (CEUAIB) na reunido de 22/09/2021.

We certify that the proposal "Streptococcus pneumoniae Extracellular Vesicles as adjuvants to protein antigens", utilizing 126
Isogenics mice (126 females), protocol number CEUA 1657030921 (o 002424}, under the responsibility of Maria Leonor Sarno de
Oliveira and team; Giovanna de Brito Carneiro - which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to
the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance
with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for
Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Butantan Institute
(CEUAIB) in the meeting of 09/22/2021.

Finalidade da Proposta: Pesquisa

Vigéncia da Proposta: de 10/2021 a 03/2025 Area: Biotecnologia

Origem: Biotério Externo

Espécie: Camundongos isogénicos sexo: Fémeas idade: 6 a 8 semanas N: 126
Linhagem: BALB/c Peso: 20a24g

Local do experimento: Biotério do Laboratério de Bacteriologia 2

Sao Paulo, 09 de junho de 2022

Ot vt o e (e

Maria Leonor Sarno de Oliveira Nancy Oguiura
Coordenador da Comissdo de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenadora da Comissdo de Etica no Uso de Animais
Instituto Butantan Instituto Butantan

Av. Vital Brasil, 1500 - Butantd 05503-900 Sao Paulo, SP - tel: 55(11) 3723-2132 - ramal 2132
Horério de atendimento: 2 2 a 6 2 das 09h as 11h e das 14h as 15h : e-mail: ceuaib@butantan.gov.br
CEUA N 1657030921
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INSTITUTO s e e o i
BUTANTAN Comisséo de Etica no

Uso de Animais

A servico da vida

CERTIFICADO : EMENDA 070312023

Certificamos que a EMENDA (versao de 07/03/2023) da proposta intitulada "Vesiculas Extracelulares de Streptococcus
pneumoniae como adjuvantes para antigenos proteicos", CEUA n® 1657030921 (p 032420), sob a responsabilidade de
Maria Leonor Sarno de Oliveira e equipe; Katharyne Chinaia; Giovanna de Brito Carneiro - que envolve a
producdo, manutencdo efou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o
homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - estd de acordo com os preceitos vigentes para sua
apresentagdo, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal
(CONCEA), sendo assim APROVADO pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Instituto Butantan de Sio Paulo
(CEUAIB) em 01/04/2023.

Término previsto: 03/2025

Origem: Biotério Externo

Espécie: Camundongos isogénicos sexo: Fémeas idade: 6 a 8 semanas Quantldac.ie 12
solicitada:
Linhagem: BALB/c Peso: 20az24g
ANIMAIS UTILIZADOS
Quantidade
Total Aprovado Utilizada

Camundongos isogénicos Fémeas 138 0

Sao Paulo, 20 de abril de 2023

Wc%;/— et Sies

Luis Roberto de Camargo Gongalves Milene Silva Tino
Coordenador da Comissdo de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenadora daA(;“ti}rT;gao de Etica no Uso de
Instituto Butantan de Sao Paulo Instituto Butantan de Sao Paulo

Av. Vital Brasil, 1500 - Butantd 05503-900 S&o Paulo, SP - tel: 55(11) 3723-2132 - ramal 2132
Horério de atendimento: 2 2 a 6 2 das 09h as 11h e das 14h as 15h : e-mail: ceuaib@butantan.gov.br
CEUAN 1657030921_32420
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ANEXO 5 - Cromatograma da eluicio de MalX no equipamento AKTA Prime Plus
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Cromatograma da purificagdo da proteina recombinante MalX. O eixo Y indica a absorbancia a 280 nm e o eixo

X indica as fra¢des coletadas durante a eluigdo. A curva em azul representa a leitura de absorbancia e a linha em

verde representa o gradiente de concentragdo de imidazol.
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ANEXO 6 - Cromatograma da eluicdo de PrsA em equipamento AKTA Prime Plus
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Cromatograma da purificacdo da proteina recombinante PrsA. O eixo Y indica a absorbancia a 280 nm e o eixo
X indica as fra¢des coletadas durante a eluigdo. A curva em azul representa a absorbancia e a linha em verde

representa o gradiente de concentragdo de imidazol.
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