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RESUMO 

 

KRASCHOWETZ, S. Produção de uma molécula recombinante híbrida de duas proteínas 

de Streptococcus pneumoniae: PspA94-PdT. 2018. 189 p. Tese (Doutorado em 

Biotecnologia) - Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 

2018. 

Streptococcus pneumoniae é causa de doenças como pneumonia, otite, meningite e 

sepse. As vacinas hoje disponíveis têm cobertura limitada porque são baseadas no 

polissacarídeo capsular, que varia com os mais de 90 sorotipos da bactéria, além de 

levarem à substituição de sorotipos na população por outros não presentes nas 

formulações. Visando reduzir o custo e aumentar a cobertura, têm-se estudado 

vacinas baseadas em proteínas que ofereceriam proteção independente de sorotipo. 

Este trabalho teve por objetivo a obtenção, avaliação da estabilidade e da resposta 

imune em camundongos de híbridos de duas proteínas de S. pneumoniae: a proteína 

de superfície do pneumococo (PspA) e a pneumolisina geneticamente detoxificada 

(PdT), sem ou com espaçadores moleculares, rígido ou flexível, entre as moléculas. 

Os genes dos híbridos com espaçadores foram clonados através da técnica de 

overlap extension PCR. O gene das proteínas foi expresso em E. coli e as proteínas 

obtidas foram reconhecidas por anticorpos produzidos contra a célula inteira de 

pneumococo através de Western Blot. A purificação dos híbridos foi feita utilizando 

homogeneizador de alta pressão, precipitação de impurezas com detergente catiônico 

CTAB e diferentes etapas cromatográficas. A estabilidade foi analisada 

periodicamente através de SDS-PAGE e Western Blot. O híbrido sem espaçador 

mostrou-se instável, por isso a presença de atividade proteolítica foi investigada 

através de diversos ensaios para detecção dessas enzimas, mostrando que a 

instabilidade não decorreu de hidrólise por proteases. Os fragmentos resultantes da 

quebra tiveram a porção N-terminal sequenciada para identificar o sítio de clivagem, 

que estava localizado na junção das duas proteínas. Esse sítio foi retirado das 

construções seguintes e espaçadores moleculares foram incluídos entre os dois 

antígenos. A molécula com espaçador flexível foi obtida na forma solúvel durante o 

cultivo, porém durante a purificação ocorreu precipitação irreversível. O clone para 

produção do híbrido com espaçador rígido permitiu a obtenção da proteína, que foi 

purificada e teve a estabilidade avaliada periodicamente à 4°C e -20°C por Western 

Blot empregando anticorpos contra célula inteira de pneumococo, indicando que a 



 

 

introdução do espaçador rígido aumentou a estabilidade do híbrido em relação à 

molécula sem espaçador. Além disso, diferentes concentrações de estabilizantes 

foram avaliadas, mostrando que em presença de trealose 1M ou glicerol 50% o híbrido 

com linker rígido permaneceu estável por pelo menos 4 meses a 4°C. A molécula com 

espaçador rígido produziu níveis de anticorpos em camundongos comparáveis aos 

níveis obtidos com a molécula sem espaçador, que foram capazes de proteger 100% 

dos animais em ensaio de desafio letal intranasal e inibir a atividade hemolítica da 

pneumolisina. O aumento de estabilidade do híbrido alcançado com a inserção do 

linker rígido juntamente com a retirada do sítio de clivagem e com a presença de 

estabilizantes permitem que esta molécula seja utilizada numa vacina pneumocócica 

proteica. Como estudos vêm demonstrando que seria necessário mais de uma 

proteína para formular esta nova vacina, a produção deste híbrido traz a grande 

vantagem de obtenção de dois antígenos em um único processo de produção, o que 

pode resultar em uma diminuição do custo da dose. 

 

Palavras-chave: Streptococcus pneumoniae. Proteína de superfície A do 
pneumococo (PspA). Pneumolisina detoxificada (PdT). Proteína de fusão. Espaçador 
molecular. 

 



 

ABSTRACT 

 

KRASCHOWETZ, S. Production of a recombinant hybrid molecule composed of two 

proteins of Streptococcus pneumoniae: PspA94-PdT 2018. 189 p. Thesis (Ph. D. thesis in 

Biotechnology) - Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 

2018. 

Streptococcus pneumoniae is cause of diseases like pneumonia, otitis, menngitis and 

sepsis. The vaccines available nowadays has limited coverage because they are 

based on the capsular polysaccharyde, which varies among the more than 90 bacteria 

serotypes and they lead to serotype substitution on the population for others not 

present on the vaccine formulations. In order to reduce the cost and increase the 

coverage, vaccines based on pneumococcal proteins that would offer serotype 

independent protection have been studied. The objective of this thesis was the 

obtainment, stability evaluation and immune response evaluation in mice of hybrids 

composed of two proteins of S. pneumoniae: pneumococcal surface protein A (PspA) 

and genetically detoxified pneumolysin (PdT), with or without molecular linkers, rigid 

and flexible, between the molecules. The genes with molecular linkers were cloned 

using the overlap extension PCR technique. The genes were expressed in E. coli and 

the proteins were recognized by anti pneumococcal whole cell in Western Blot. The 

hybrids were purified using high pressure homogeneizer, precipitation of impurities 

using cationic detergent CTAB and different chromatography steps. The stability was 

periodically analyzed through SDS-PAGE and Western Blot. The hybrid without linker 

was unstable and the presence of proteolytic activity was investigated through several 

methods for protease activity detection, showing that instability was not due to 

protease hydrolysis. The N-terminal portion of the degraded protein fragments was 

sequenced in order to identify the cleavage site, which was localized exactly between 

the two proteins. This site was removed from the other hybrids and molecular linkers 

were included between the two antigens. The molecule with flexible linker was 

obtained on the soluble form during expression, but during purification it precipitated 

irreversibly. The molecule with rigid linker were expressed, purified and had its stability 

analyzed periodically at 4°C and -20°C by Western Blot using anti pneumococcal 

whole cell, indicating that the insertion of the rigid linker increased the hybrid stability 

when compared with the hybrid without linker. Besides that, different stabilizers in 

different concentrations were evaluated and it was found that the presence of trehalose 



 

 

1 M or 50% glycerol stabilized the hybrid with rigid linker for at least 4 months at 4 ºC. 

The molecule with rigid linker produced levels of antibodies in mice comparable to the 

hybrid without linker. These antibodies were able to protect 100% of animals from lethal 

intranasal challenge and inhibit the haemolytic activity of pneumolysin. The stability 

increase due to the rigid linker together with the removal of the cleavage site and the 

stabilizers presence allow this hybrid molecule to be used on a novel pneumococcal 

vaccine. Since studies have shown that it would be necessary more than one protein 

to formulate this new vaccine, the production of this hybrid brings the great advantage 

of producing two antigens in one single process, which can decrease the dosage cost. 

 

Keywords: Streptococcus pneumoniae. Pneumococcal surface protein A (PspA). 
Detoxified pneumolysin (PdT). Fusion protein. Molecular linker. 
 

  



 

1 INTRODUÇÃO 

 

Streptococcus pneumoniae tem sido considerado por anos uma das principais 

causas de doenças invasivas sérias como pneumonia bacteriana, sepse, meningite e 

otite aguda em crianças (Vieira et al., 2007; Van Der Poll e Opal, 2009; Balsells et al., 

2017; Van Dyke et al., 2017). 

A colonização da nasofaringe por S. pneumoniae é bastante comum e é provável 

que todos os humanos já tenham sido colonizados por este patógeno ao menos uma 

vez nos primeiros anos de vida (Bogaert et al., 2004). Quando esse microrganismo 

invade outros nichos, tem início a doença pneumocócica. As doenças pneumocócicas 

podem ser menos graves, chamadas não invasivas, como sinusite, otite e pneumonia 

(em inglês conhecida como community acquired pneumonia, CAP); ou mais graves, 

chamadas de invasivas, como bacteremia, pneumonia necrosante, meningite e sepse. 

A Organização Mundial da Saúde estima que, em 2008, das cerca de 8,8 milhões 

de mortes anuais globais entre crianças menores que 5 anos, 476.000 foram 

causadas por infecções pneumocócicas. Nos países em desenvolvimento as taxas de 

letalidade entre as crianças mais jovens podem chegar a 20% para sepse 

pneumocócica (World Health Organization, 2012). O'brien et al. (2009) estimou em 

outro estudo, em 2009, que esse microorganismo era responsável por 11% das 

mortes de crianças menores que 5 anos no mundo. 

O tratamento de infecções pneumocócicas apresenta dificuldades devido ao 

aparecimento, em todo o mundo, de sorotipos de pneumococos resistentes à 

penicilina, azitromicina e outros antibióticos (Barocchi et al., 2007; Dagan e Klugman, 

2008; Greenberg et al., 2008; Song, J. H. et al., 2012), principalmente onde a 

vacinação não é rotina (Lixandru et al., 2017). Por isso, a vacinação é reconhecida 

como a melhor maneira de combater essas patologias. A administração de vacinas 

tem demonstrado boa eficácia na prevenção da infecção pneumocócica, desde que a 

composição agregue os sorotipos prevalentes em cada região geográfica no momento 

da vacinação. 

S. pneumoniae é uma bactéria Gram-positiva que possui, como estrutura 

externa, uma cápsula polissacarídica que constitui o seu principal fator de virulência. 



 

 

A cápsula tem a propriedade de estimular a produção de anticorpos em indivíduos 

imunocompetentes, anticorpos esses que são utilizados para classificar os 

pneumococos em sorotipos (Henrichsen, 1995). Uma revisão recente elenca 97 

sorotipos distintos (Geno et al., 2015), que são reconhecidos com base nas diferenças 

químicas e antigênicas dos polissacarídeos capsulares (PS), cuja distribuição difere 

por faixa etária, sintomatologia clínica e região geográfica (Hausdorff et al., 2000).  

Todas as vacinas pneumocócicas atualmente em uso têm como base o PS 

capsular livre ou conjugado a uma proteína. Em ambos os casos, os sorotipos 

presentes nas primeiras formulações vacinais compreendiam apenas os considerados 

de maior relevância epidemiológica na distribuição da doença pneumocócica nas 

regiões onde a vacina foi formulada. Apesar de novos sorotipos prevalentes na Ásia 

e América Latina terem sido adicionados nas novas formulações a fim de ganhar o 

mercado mundial, os problemas quanto à limitação de sorotipos ainda persistem. 

Cada cápsula de sorotipo diferente que compõe a formulação dessas vacinas é 

produzida em um processo independente, o que limita a composição da vacina, e, 

portanto, sua cobertura, além de acarretar um alto custo por dose e também levar à 

substituição dos sorotipos prevalentes na população por outros não presentes na 

formulação das vacinas (Weinberger et al., 2009; Weinberger et al., 2011; Feikin et 

al., 2013; Balsells et al., 2017). 

Uma alternativa para aumentar a cobertura da vacina e, ao mesmo tempo, 

reduzir o custo, é obter uma vacina que utilize proteínas imunogênicas do 

pneumococo. Essa vacina, ao contrário da vacina baseada em polissacarídeo 

capsular, teria uma resposta T-dependente, tornando possível seu uso em crianças 

menores de 2 anos de idade e ofereceria proteção independente do sorotipo, evitando 

assim a pressão seletiva da vacinação que tem levado à mudança dos sorotipos 

prevalentes na população. 

Entre as proteínas candidatas, a proteína A de superfície do pneumococo (PspA) 

e a pneumolisina geneticamente detoxificada (PdT) mostraram resultados 

promissores em modelos de sepse e a combinação destas duas proteínas 

geneticamente fusionadas em uma molécula híbrida apresentou maior deposição de 

complemento e indução de fagocitose do que a simples mistura dos antígenos, além 

de oferecer proteção contra desafio sistêmico em camundongos (Goulart et al., 2013). 



 

As proteínas de fusão são uma nova classe de biomoléculas formadas por duas 

ou mais proteínas ou fragmentos de proteinas que podem estar ou não unidas por 

espaçadores moleculares. Estudos mostraram que a junção de duas proteínas 

distintas em uma molécula pode levar a um aumento da atividade enzimática ou 

antigênica de cada uma delas ou ainda a uma atividade sinérgica de ambas (Zhao et 

al., 2008; Lu et al., 2009; Lee et al., 2013), além de permitir a produção de mais de um 

antígeno em um único processo produtivo. 

Diante do exposto, para continuarmos avançando no desenvolvimento de uma 

nova vacina proteica, mais barata e com cobertura independente do sorotipo, uma 

construção capaz de produzir a proteína híbrida PspA94-PdT em cultivos de E. coli de 

alta densidade está sendo desenvolvida. A produção desta proteína híbrida deverá 

gerar uma vacina mais promissora, tanto do ponto de vista econômico quanto do ponto 

de vista de ampliação de cobertura, do que as vacinas de PS livres e as de PS 

conjugadas a proteínas carreadoras não relacionadas ao pneumococo. 

 

  



 

 

 

 

 

  



 

7 CONCLUSÕES 

 

A construção da proteína híbrida PspA94-PdT sem espaçador, que esse 

trabalho se propôs inicialmente a purificar, não se mostrou estável. Essa instabilidade, 

que não foi resultante de degradação proteolítica, não permitiu a sua purificação em 

escala de bancada ao grau requerido para uso em vacinas e, com isso, inviabilizou a 

sua utilização posterior. 

Através de Western Blot da proteína degradada e sequenciamento da porção 

N-terminal do fragmento que não adsorveu na IMAC-Sepharose, pois esta construção 

foi obtida com His-tag N-terminal, foi possível determinar que a ruptura ocorreu 

principalmente entre as duas proteínas. Para superar este obstáculo foi proposta a 

construção de novos híbridos sem o sítio de clivagem identificado no híbrido 

degradado e com espaçadores moleculares entre as proteínas. 

A construção em E. coli BL21(DE3) Rosetta contendo pET-28a/pspA94-FL-pdT 

permitiu a produção da proteína híbrida íntegra na forma solúvel. Porém, houve uma 

precipitação irreversível quando a proteína já purificada foi descongelada. Todas as 

tentativas de ressolubilização fracassaram e as análises subsequentes não puderam 

ser concluídas. 

A proteína híbrida com espaçador molecular rígido PspA94-RL-PdT foi 

produzida, purificada e a análise de sua estabilidade revelou que a proteína se 

manteve íntegra por 4 semanas a 4°C e por pelo menos 14 meses a -20 °C. Com isso, 

conclui-se que a deleção do sítio de clivagem identificado no fragmento da PspA94-

PdT degradada e a inserção do espaçador molecular rígido, juntamente com a retirada 

da última porção da região de prolinas da PspA94 foram capazes de aumentar 

consideravelmente a estabilidade, o que, consequentemente, permitiu a obtenção do 

híbrido com maior pureza. A estabilidade pôde ser ainda melhorada com a adição de 

1 M de trealose, o que fez com que a proteína permanecesse íntegra por pelo menos 

4 meses a 4 ºC.  

Os ensaios em camundongos permitiram concluir que a inserção do linker rígido 

não afetou a resposta imune antes verificada para o híbrido sem linker. Concentrações 

semelhantes de anticorpos foram obtidas por ambos os híbridos e a formulação mais 



 

 

pura, com a PspA94-RL-PdT, induziu concentrações maiores de anticorpos com uma 

dose a menos, o que indica que a obtenção de uma molécula estável que possa ser 

purificada a elevado grau de pureza tem papel essencial para garantir a eficiência da 

resposta imune em populações mais heterogêneas. 

Além disso, todas as formulações foram capazes de proteger 100% dos animais 

imunizados contra o desafio intranasal com uma cepa virulenta de pneumococo e os 

anticorpos dos animais dos 3 grupos imunizados com os híbridos foram capazes de 

inibir a atividade hemolítica da Ply em níveis semelhantes. Com isso, conclui-se que 

a PspA94-RL-PdT apresentou resposta imune não inferior à obtida anteriormente para 

a PspA94-PdT em ensaios em animais e que a inclusão do espaçador aumentou a 

estabilidade da molécula de modo a permitir sua produção e purificação em larga 

escala.  

Apesar de a produção em bioreator ter sido suficiente para obter os resultados 

apresentados neste trabalho, é importante notar que a produção desta molécula em 

biorreator deverá, em estudos posteriores, ser otimizada de forma a maximizar a 

expressão e aumentar a produtividade. Dessa forma, será possível avaliar melhor a 

viabilidade econômica desta proposta. 

  



*De acordo com:ASSOCIAÇÃO BRASILEIRA DE NORMAS TÉCNICAS. NBR 6023: informação e 
documentação: referências: elaboração. Rio de Janeiro, 2002. 24 p. 
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