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RESUMO 

Serratia marcescens é uma bactéria gram-negativa patogênica nosocomial 

oportunista com resistência intrínseca e adquirida a diversas classes de antibióticos. 

Vacinas são um meio eficiente, rápido e com o melhor custo-benefício para proteger 

de uma variedade de doenças graves e de suas complicações. A abordagem de 

Vacinologia Reversa permite a identificação de potenciais alvos de vacina através de 

análises computacionais, reduzindo o tempo e dinheiro gastos em relação às 

abordagens tradicionais. Neste estudo, a abordagem de vacinologia reversa e 

subtração proteômica foi realizada contra 49 proteomas de S. marcescens 

depositados no NCBI para a identificação de potenciais alvos de vacina. Um total de 

5 proteínas eram conservadas entre as cepas, tinham perfil de essencialidade, 

resistência ou virulência e se encontravam na porção extracelular da bactéria, além 

de serem antigênicas. Destas proteínas, foram identificados 7, 16 e 12 epítopos de 

MHC-I, MHC-II e células B, respectivamente, considerados antigênicos, 

imunogênicos, conservados, hidrofílicos, não tóxicos e não alergênicos. Esses 

epítopos de MHC-I, MHC-II e de células B foram selecionados e ligados através de 

linkers entre si e com adjuvantes, compondo 4 modelos de vacina, denominados 

SMV1, SMV2, SMV3 e SMV4. A estrutura secundária e terciária dos modelos de 

vacina foram analisadas, assim como sua antigenicidade, toxicidade, alergenicidade 

e hidrofilicidade. Os modelos foram dockados com o complexo TLR4-MD2. O modelo 

SMV4, que possuía o adjuvante de proteína ribossomal 50s L7/L12 apresentou a 

melhor afinidade de ligação. Em seguida, a vacina SMV4 foi analisada para a 

identificação de epítopos conformacionais de linfócitos B e utilizada em duas 

simulações: uma simulação molecular de dinâmica e uma simulação imune. Análises 

in silico de tradução reversa, adaptação de códons e clonagem através do vetor pET-

28a (+) foram realizadas, e a construção mostrou-se estável para futuras análises de 

expressão em E. coli K12. Embora, a vacina SMV4 se mostra como um candidato 

promissor, mais estudos laboratoriais para definir sua real segurança e eficácia são 

necessários. 

 

Palavras-chave: Serratia marcescens. Vacinologia Reversa. Resistência 

antimicrobiana. 

 

 



 
 

ABSTRACT  

 

Serratia marcescens is a nosocomial opportunistic gram-negative bacterium with 

intrinsic and acquired resistance to several antibiotic classes. Vaccines are an efficient, 

fast way to improve public health with a great cost-benefit. Reverse Vaccinology allows 

the identification of potential vaccine targets through computational analysis, reducing 

time and money spent in vaccine development. In this study, Reverse Vaccinology and 

Subtractive Proteomics were utilized to identify potential vaccine targets of 49 S. 

marcescens proteomes recovered from NCBI. Five proteins were conserved between 

strains and were associated with essential, resistance or virulence functions. Those 

proteins were present in the extracellular environment and were antigenic. A total of 7, 

16 and 12 MHC-I, MHC-II and B cell epitopes, respectively, were identified from those 

5 proteins. These epitopes were antigenic, immunogenic, conserved, hydrophilic, 

nontoxic, and non-allergenic. The MHC-I epitopes, 12 MHC-II epitopes and 12 B cell 

epitopes were conjugated among themselves and with adjuvants with the help of 

linkers, creating four vaccine constructs. The secondary and tertiary structure of the 

vaccine constructs were analyzed, along with their antigenicity, toxicity, allergenicity 

and hydropathicity. All the four models were docked Against TLR4-MD2 complex and 

the SMV4 model, which had the 50s ribosomal protein L7/L12 had the better binding 

affinity. The protein was in silico reverse-translated and was codon adapted to E. coli 

K12. The protein was also in silico cloned in the vector pET-28a (+). Although SMV4 

is a promising vaccine candidate, further experimental validation is necessary to 

confirm its safety and efficacy. 

 

Key words: Serratia marcescens. Reverse Vaccinology. Antimicrobial Resistance. 
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1 INTRODUÇÃO 

Os resultados obtidos no trabalho descrito adiante geraram um artigo científico 

internacional intitulado “A systematic Immuno-Informatic Approach to Design a 

Multiepitope-Based Vaccine Against Emerging Multiple Drug Resistant Serratia 

marcescens”, publicado na revista Frontiers in Immunology, (Fator de Impacto: 8.786), 

em 2022, sob o DOI: 10.3389/fimmu.2022.768569.  

Os antibióticos foram responsáveis por uma grande revolução na medicina a partir da 

segunda metade do século 20, tratando diversas infecções ocasionadas por bactérias 

até então incuráveis e se tornando rotineiramente utilizados na prática médica 

(HUEMER et al., 2020). Concomitantemente com o aumento do uso de antibióticos, a 

resistência antimicrobiana (AMR) surgiu e se disseminou, e, infelizmente, não foi 

acompanhada pelo surgimento de novos antibióticos, causando um grande risco de 

falha de tratamento, relapso e aumento da taxa de mortalidade dos pacientes. Essa 

situação ocasionou um grande problema de saúde pública, além de ser um grande 

desafio social e econômico para organizações globais (BLOOM et al., 2018; HUEMER 

et al., 2020; JANSEN; ANDERSON, 2018; MICOLI et al., 2021; MURRAY et al., 2022). 

Estima-se que até 2050, a resistência antimicrobiana causará 10 milhões de mortes e 

uma perda cumulativa de até $100 trilhões, levando a Organização Mundial de Saúde 

(OMS) a direcionar seus esforços e traçar estratégias para a prevenção e combate à 

disseminação da AMR. Adicionalmente à descoberta por novos fármacos, busca-se o 

desenvolvimento de novas estratégias para o combate das bactérias AMR, como a 

produção de vacinas. (ASLAM et al., 2021; BLOOM et al., 2018; JANSEN; 

ANDERSON, 2018; LÓPEZ-SILES; CORRAL-LUGO; MCCONNELL, 2021; MICOLI et 

al., 2021).  

 

1.1 Serratia marcescens 

A espécie Serratia marcescens foi descoberta em 1819, na Itália, através de um 

evento conhecido como “polenta sangrenta”. Em julho de 1819, na região de Padua, 

uma onda de calor e umidade maior que o normal fez com que a polenta – um prato 

tradicional da região – adquirisse a coloração vermelha. As famílias camponesas 

acreditavam que este evento estava associado com espíritos malignos. A polícia foi 

chamada e enviou uma amostra para a Universidade de Padua, onde Bartolomeo 

Bizio, um farmacêutico, conseguiu cultivar a bactéria, erroneamente categorizando-a 
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como um fungo (MAHLEN, 2011). Atualmente, sabemos que se trata de uma 

enterobactéria em forma de bacilo, extremamente plástica, podendo sobreviver no 

solo, água e alimentos (como a polenta), além de ser capaz de infectar plantas, 

invertebrados e vertebrados, incluindo seres humanos (MAHLEN, 2011). Sua alta 

adaptabilidade a permite causar uma variedade de infecções, incluindo infecções 

respiratórias, urinárias, oculares e na pele, além de ser capaz de causar sepse e 

meningite em pacientes imunocomprometidos ou hospitalizados (Figura 1) 

(FERREIRA et al., 2020; KHANNA; KHANNA; AGGARWAL, 2013).  

 

Figura 1. Infecções comuns por S. marcescens. 

 
Fonte: Autoria própria. 

 

Os principais fatores de risco para aquisição da infecção por S. marcescens parecem 

ser a baixa imunidade presente em neonatos, pacientes idosos ou 

imunocomprometidos; o tempo de estadia durante hospitalizações; má administração 

de antibióticos e utilização de equipamentos invasivos como cateteres venosos, 

intraperitoneais ou urinários, além de equipamentos de ventilação mecânica 

(CRISTINA; SARTINI; SPAGNOLO, 2019).  

A utilização de antibióticos β-lactâmicos, como os carbapenêmicos, é preconizada 

para o tratamento de enterobactérias. No entanto, a disseminação de resistência aos 

antimicrobianos preconizados tem feito com que diversos surtos de infecção ocorram 

em hospitais. Até o momento, o melhor manejamento clínico para enterobactérias 

resistentes não foi estabelecido, embora algumas abordagens como o tratamento com 

polimixinas, tigeciclinas ou aminoglicosídeos e a combinação de drogas diferentes 

tenham sido propostas (TRECARICHI e TUMBARELLO, 2017). Estudos recentes 

mostram que a resistência a estes antibióticos de último recurso já está presente em 
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ambientes hospitalares, chegando a 35% dos isolados, em alguns casos (GIACOBBE, 

et al., 2015).   

A espécie S. marcescens apresenta resistência intrínseca e adquirida a diversas 

classes de antibióticos, que dificultam seu tratamento (FERREIRA et al., 2020), além 

de fatores de virulência que permitem sua sobrevivência em equipamentos 

hospitalares, facilitam sua transmissão entre pacientes e facilitam a transferência 

horizontal de genes (SANDNER-MIRANDA et al., 2018).  Diversos estudos 

demonstram um aumento no número de casos de infecções multirresistentes por 

cepas de S. marcescens ao redor do mundo, normalmente relacionados surtos em 

Unidades de Terapia Intensiva (UTIs), com prognóstico clínicos severos e uma alta 

taxa de mortalidade (ENGEL et al., 2009; FERREIRA et al., 2020; KHANNA; KHANNA; 

AGGARWAL, 2013; KIM et al., 2015; MORADIGARAVAND et al., 2016). Além disso, 

S. marcescens corresponde a 15% de todos os isolados de infecções nosocomiais em 

UTINs (GASTMEIER, et al., 2007). Neste contexto, S. marcescens se encontra na lista 

das 12 espécies prioritárias da Organização Mundial de Saúde de bactérias 

multirresistentes com maior ameaça à saúde humana e que exigem o 

desenvolvimento de novas abordagens terapêuticas e profiláticas (Organização 

Mundial de Saúde, 2021).  

 

1.1.1 Resistência antimicrobiana de S. marcescens 

A espécie S. marcescens possui resistência intrínseca, isto é, codificada 

cromossomicamente, a diversos antibióticos como: penicilinas, cefalosporinas, 

macrolídeos, glicopeptídeos, rifampicina e colistina (CHEN et al., 2003; CRISTINA; 

SARTINI; SPAGNOLO, 2019; MAHLEN, 2011; PARENTE et al., 2016; RUIZ et al., 

2003a). Além disso, é conhecida por ter adquirido resistência a tetraciclina, diversos 

agentes β-lactâmicos, aminoglicosídeos, quinolonas e tetraciclinas (BARCHIESI et al., 

2012; FERREIRA et al., 2020; HUANG et al., 2021; IGUCHI et al., 2014; KHANNA; 

KHANNA; AGGARWAL, 2013; MAHLEN, 2011; PARENTE et al., 2016). 

Um patógeno pode se tornar resistente ao antimicrobiano através da redução da 

concentração intracelular da molécula, modificação do alvo de ação ou 

modificação/inativação da molécula (Figura 2) (BLAIR et al., 2015).  
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Figura 2. Mecanismos de resistência. 

 
Fonte: Autoria própria. 

 

A redução da concentração intracelular do antibiótico pode ser atingida de duas 

principais formas: redução da permeabilidade de membrana e através de bombas de 

efluxo (MUNITA; ARIAS, 2016).  

A entrada de moléculas hidrofílicas, incluindo antibióticos como β-lactâmicos, 

tetraciclinas e algumas fluoroquinolonas é severamente afetada por mudanças na 

permeabilidade de membrana de bactérias gram-negativas (PAGÈS; JAMES; 

WINTERHALTER, 2008). A mudança de permeabilidade celular ocorre principalmente 

por conta de modificações nas porinas, proteínas que atuam como canais de 

membrana (NIKAIDO, 2003; PAGÈS; JAMES; WINTERHALTER, 2008). Estas 

modificações incluem a mudança no tipo de porina expressa, diminuição do nível de 

expressão de porinas ou mutações que levam a perda de função da porina (NIKAIDO, 

2003). Em S. marcescens, acredita-se que a perda de função de porinas esteja 

associada com um aumento de resistência aos antibióticos β-lactâmicos, 

principalmente quando essa perda de função de porinas está combinada com a 

presença de β-lactamases (CAI et al., 2008; RUIZ et al., 2003b). 

Bombas de efluxo consistem em um sistema proteico responsável pela extrusão da 

molécula antibiótica do meio celular, podendo ser substrato específico ou, mais 

comumente encontrado em bactérias MDR, com um amplo espectro de substratos 

(POOLE, 2005). Este mecanismo é responsável pela resistência de diversas classes 

de antimicrobianos, incluindo β-lactâmicos, carbapenêmicos, fluoroquinolonas e 

polimixinas (MUNITA; ARIAS, 2016). Interessantemente, os genes codificantes para 
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bombas de efluxo podem estar localizados em Elementos Genéticos Móveis (MGEs) 

ou no cromossomo bacteriano. Os MGEs são responsáveis por transferências 

horizontais de diversos genes, inclusive genes de resistência, entre diferentes 

microrganismos (FROST et al., 2005). Estas transferências horizontais podem ocorrer 

através 3 mecanismos diferentes: transformação (coleta de DNA do ambiente), 

transdução (transferência de DNA através de um vetor bacteriófago) e conjugação 

(transferência de DNA dependente de contato célula-célula, normalmente mediada 

por plasmídeos e transposons) (RANKIN; ROCHA; BROWN, 2011). Bombas de efluxo 

presentes no cromossomo bacteriano pode explicar a resistência intrínseca de 

algumas bactérias para diversas classes de antibióticos (MUNITA; ARIAS, 2016; 

POOLE, 2005). Bombas de efluxo são categorizadas conforme seu mecanismo de 

ação, sendo RND (Resistance Nodulation Cell Division Superfamily) a principal família 

de bombas de efluxo em bactérias gram-negativas, um sistema tripartite cuja força 

motriz para a extrusão de molecular parece ser o potencial eletroquímico de prótons 

(Figura 3) (TOBA et al., 2019). Em S. marcescens, 3 bombas de efluxo RND (SdeAB, 

SdeCDE, SdeXY) foram descritas, sendo associadas com resistência intrínseca a 

fluoroquinolonas, cloranfenicol, novobiocina, SDS e brometo de etídeo e baixa 

susceptibilidade a ciprofloxacina, tigeciclina, tetraciclina e cefpiroma (FERREIRA et 

al., 2020; TOBA et al., 2019). Além disso, um novo estudo demonstrou que a presença 

de uma bomba de efluxo homóloga a MacAB (bomba de efluxo tipo ABC) em S. 

marcescens diminuía a sensibilidade do patógeno a aminoglicosídeos e polimixinas e 

estava associada com motilidade e formação de biofilme (SHIRSHIKOVA et al., 2021). 
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Figura 3. Bomba de efluxo RND genérica. 

 
Fonte: Autoria própria 

 

A modificação do alvo de uma molécula antibiótica ocorre através de 4 principais 

mecanismos: proteção do sítio alvo, através da produção de pequenos peptídeos que 

se ligam ao sítio alvo de maneira competitiva; mutações pontuais no sítio alvo ou 

alterações enzimáticas no sítio alvo, dificultando a atuação do antibiótico; substituição 

do alvo original, por exemplo, ao utilizar proteínas homólogas para a mesma função 

molecular mas que não são inibidas pela molécula antimicrobiana  (MUNITA; ARIAS, 

2016).  

A estratégia mais bem sucedida consiste na inativação (através de modificações como 

acetilação, fosforilação e adenilação) ou destruição da molécula antibiótica, 

impedindo-o de interagir com seu alvo (MUNITA; ARIAS, 2016). S. marcescens é 

conhecida por carregar genes de resistência que promovem a acetilação de 

antibióticos aminoglicosídicos ou fluoroquinolonas (FERREIRA et al., 2020; 

MORADIGARAVAND et al., 2016). O exemplo mais conhecido para a destruição de 

antibióticos talvez seja a produção de β-lactamases, enzimas presentes naturalmente 

em algumas bactérias e que desde a invenção da penicilina, tem se disseminado 

amplamente em diversos grupos taxonômicos (D’COSTA et al., 2011). Mais de 1000 

β-lactamases já foram descritas na literatura e sua classificação é feita principalmente 

pelo sistema de Ambler, dividindo-as em 4 grupos (A, B, C e D) (BUSH, 2013).  

A classe A possui um grande leque de enzimas, incluindo penicilinases (capazes de 

hidrolisar apenas penicilinas, como TEM-1 e SHV-1), ESBLs ([Extended-Spectrum 
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Beta-Lactamases] como CTX-M) e carbapenemases como KPC (Klebsiella 

pneumoniae carbapenemase) (MUNITA; ARIAS, 2016). Enzimas ESBL são capazes 

de hidrolisar penicilinas, cefalosporinas de 3ª geração (sua principal características) e 

monobactâmicos, mas possuem baixa atividade contra carbapenêmicos e 

cefamicinas (SIROT et al., 1987). Em contraste, carbapenemases são enzimas 

capazes de degradar carpanêmicos e são divididas em serino-carbapenemases e 

metallo-carbapenemases (TZOUVELEKIS et al., 2012). A classe B consiste em 

enzimas conhecidas como metallo-β-lactamases, pois utilizam íons metálicos como 

cofatores enzimáticos, e são bastante semelhantes com as carbapenemases da 

classe A (QUEENAN; BUSH, 2007). A classe C de β-lactamases confere resistência 

a todas as penicilinas e cefalosporinas (JACOBY, 2009), e a classe D possui uma 

grande variedade de enzimas, inicialmente diferenciada das penicilinases da classe A 

devido a sua capacidade de hidrolisar oxacilina (EVANS; AMYES, 2014). S. 

marcescens carrega um gene de AmpC, uma β-lactamase de classe C, em seu 

cromossomo, conferindo resistência intrínseca a penicilinas e cefalosporinas 

(MAHLEN, 2011). Sua resistência adquirida a demais classes de β-lactâmicos, como 

carbapenêmicos, se deve a aquisição de carbapenemases como KPC e os genes 

OXA (FERREIRA et al., 2020; HUANG et al., 2021).  

 

1.1.2 Mecanismos de virulência de S. marcescens 

Fatores de virulência consistem em um grande e variado grupo de moléculas 

produzidas por microrganismos patogênicos, como toxinas e enzimas hidrolíticas, que 

conferem a habilidade de burlar as defesas do hospedeiro, estimulam a proliferação 

bacteriana e causam doenças (Figura 4) (LEITÃO, 2020).  

 

Figura 4. Propriedades dos fatores de virulência. 

 
Fonte: Autoria própria. 
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Um caminho importante da patogênese de S. marcescens é o caminho RssAB-FlhDC-

ShlBA. ShlA consiste numa hemolisina capaz de formar poros quando expressa junto 

com ShlB, responsável por sua ativação, sendo responsáveis por causar 

citotoxicidade em diversas células eucarióticas, incluindo células vermelhas do 

sangue, epiteliais e fibroblastos (SHIMUTA et al., 2009). FlhDC são responsáveis por 

controlar a biogênese flagelar, formação de biofilme, swarming e é responsável por 

regular positivamente a expressão de ShlBA, fazendo com que o patógeno se torne 

mais virulento ao ter FlhDC ativo (MAHLEN, 2011). O sistema bipartite RssAB é 

responsável por regular negativamente FlhDC, promovendo a formação de biofilme 

bacteriano, inibindo o swarming e reduzindo a quantidade de hemolisina produzida 

(MAHLEN, 2011). Outro fator de virulência importante de S. marcescens é a 

fosfolipase PhlA, responsável por perturbar as membranas celulares, resultando em 

hemólise e morte celular (SHIMUTA et al., 2009). 

S. marcescens é capaz de realizar um movimento coletivo conhecido como swarming, 

um comportamento onde um grande grupo bacteriano se locomove sob uma 

superfície úmida, incluindo equipamentos médicos, aumentando a sobrevida do 

grupo, diminuindo a eficácia de antibióticos e ativando outros fatores de virulência, 

incluindo hemolisinas (YANG et al., 2017). A formação de biofilme e a capacidade de 

swarming é dependente de um sistema de comunicação célula-célula, conhecido 

como QS (Quorum Sensing) (MAHLEN, 2011). Em S. marcescens, a comunicação 

célula-célula por QS ocorre principalmente através da expressão dos genes swr, que 

consistem em um sistema de QS semelhante ao sistema LuxIR (MAHLEN, 2011). O 

sistema LuxIR foi previamente descrito em Vibrio fischeri, e possui homólogos em 

diversas espécies de bactérias gram-negativas. O sistema utiliza moléculas N-acil 

homoserina lactonas (Acyl-Homoserine Lactones) para conseguir identificar a 

densidade populacional bacteriana no local  (ABISADO et al., 2018). 

 

1.2 Vacinas 

A vacinação foi uma tecnologia revolucionária na medicina, salvando milhões de vidas 

ao longo de anos e que representa um dos meios mais eficientes, rápidos e com o 

melhor custo-benefício para melhorar a saúde pública, além de ser uma maneira 

plausível de erradicar diversas doenças infecciosas (LATA et al., 2018).  
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A história da vacinação data do final do século XVIII, com os experimentos de Jenner, 

que inoculava a varíola de vacas em humanos para conferir proteção contra a varíola 

humana (PLOTKIN, 2014). A atenuação de microrganismos virulentos consistiu a 

primeira ideia para o desenvolvimento de vacinas, seguido da inativação completa do 

microrganismo, através de morte induzida por calor ou tratamentos químicos, por 

exemplo (PLOTKIN, 2014). O desenvolvimento de estudos genômicos levaram ao 

surgimento de abordagens como a vacinologia reversa, a subtração proteômica e a 

modelagem de proteínas de interesse vacinal. As abordagens de vacinologia reversa 

e subtração proteômica são chamadas assim pois, ao contrário da metodologia 

tradicional, não exigem a cultura do microrganismo, apenas os dados genômicos do 

mesmo. São especialmente úteis para o desenvolvimento de vacinas proteicas ou de 

subunidades, pois permitem a identificação in silico de antígenos imunogênicos e 

alvos de drogas. Estas abordagens, além de reduzirem drasticamente o tempo e gasto 

econômico (Naz et al., 2020), garantem maior estabilidade e segurança durante o 

desenvolvimento de vacinas (MOXON; RECHE; RAPPUOLI, 2019). Isto é 

especialmente interessante pois as vacinas de subunidades contém diversos 

componentes imunogênicos específicos contra o patógeno e favorece o 

desenvolvimento de uma imunização mais ampla e eficiente contra o patógeno, além 

de auxiliar no problema de cobertura vacinal caso ocorram mutações no patógeno 

(RAHMAN et al., 2020). Além disso, vacinas que utilizam epítopos são responsáveis 

por desencadear respostas celulares e humorais mais eficientes (BIBI et al., 2021). A 

imunidade celular é mediada por linfócitos T auxiliares (Helper T Lymphocytes), 

responsáveis por desencadear as respostas imunes através de citocinas e por 

linfócitos T citotóxicos (Cytotoxic T Lymphocytes), responsáveis por eliminar células 

infectadas com patógenos (KRÖNKE et al., 1982). A imunidade humoral consiste na 

imunidade desenvolvida após o encontro de um antígeno com um linfócito B, 

resultando na produção de anticorpos, que irão facilitar a identificação e destruição do 

antígeno (KANELLOPOULOS; OJCIUS, 2019). 

A primeira aplicação destas abordagens in sílico foi para o desenvolvimento de uma 

vacina contra o sorogrupo B da bactéria Neisseria meningitidis (MenB) (PIZZA et al., 

2000) e, deste então, tem sido utilizada para a identificação de numerosos candidatos 

de vacina contra patógenos bacterianos, incluindo Mycroplasma pneumoniae 

(RODRIGUES et al., 2019), Pseudomonas aeruginosa (SOLANKI; TIWARI; TIWARI, 
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2019), Mycobacterium tuberculosis (MONTERRUBIO-LÓPEZ; GONZÁLEZ-Y-

MERCHAND; RIBAS-APARICIO, 2015) e Acinetobacter baumannii  (SOLANKI; 

TIWARI, 2018). 

O desenvolvimento de vacinas contra bactérias tem um longo histórico de falhas 

durante os últimos testes clínicos. Acredita-se que o principal desafio para o 

desenvolvimento de vacinas contra bactérias seja a alta variabilidade genética entre 

serotipos (BEKEREDJIAN-DING, 2020). No entanto, estudos e experimentos médicos 

prévios sugeriram que S. marcescens poderia ser utilizada para o desenvolvimento 

de vacinas. Field e colaboradores (FIELD; ALLEN; FRIEDMAN, 1970) realizaram um 

experimento de imunização em camundongos adultos com lipopolissacarídeos (LPS) 

antigênicos de S. marcescens e com os patógenos mortos por calor. Observaram uma 

rápida presença de células produtoras de anticorpos específicos contra o patógeno 

no baço, timo e nos linfonodos mesentéricos. Posteriormente, Kreger e colaboradores 

(KREGER et al., 1986) demonstraram que a severidade de doenças córneas 

induzidas por S. marcescens é consideravelmente reduzida através da imunização 

com endotoxinas lipopolissacarídeas ou com proteases da bactéria.  Kumagai e 

colaboradores (KUMAGAI; OKADA; SAWAE, 1992) demonstraram que a proteção 

contra infecções experimentais de S. marcescens em camundongos podia ser atingida 

através da inoculação de amostras mortas com formalina ou de bactérias viáveis da 

mesma cepa, sugerindo que a imunidade humoral e celular estavam associadas com 

a proteção contra a infecção sistêmica causada pela bactéria. 

Apesar destes estudos, atualmente não existe uma vacina comercial disponível para 

S. marcescens. Além disso, poucos estudos sistemáticos para a identificação de 

potenciais alvos de vacina contra o patógeno foram realizados.   
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2 OBJETIVO GERAL 

Projetar uma vacina de subunidades contra S. marcescens através de abordagens 

computacionais, usando proteômica subtrativa e vacinologia reversa. 

 

2.1 Objetivos específicos  

 Coletar dados de sequenciamento completo de diversas cepas de S. 

marcescens depositadas no NCBI e identificar proteínas conservadas. 

 Identificar proteínas essenciais, de resistência e de virulência, presentes no 

ambiente extracelular, com características antigênicas e de fácil purificação e 

que não possuam homologia com proteínas humanas ou da microbiota 

intestinal. 

 Identificar epítopos de linfócitos B e de linfócitos T e analisar as características 

de imunogenicidade, antigenicidade, hidropaticidade, conservação, toxicidade, 

alergenicidade e indução de IFN-γ. 

 Realizar o docking molecular dos epítopos de células T com diversos alelos de 

MHC para a seleção dos epítopos com maior afinidade a múltiplos alelos. 

 Construir modelos de vacina e analisar sua antigenicidade, solubilidade, 

toxicidade, alergenicidade, ponto isoelétrico, estabilidade e sítios de clivagem 

proteassomal e de catepsinas. 

 Identificar a estrutura secundária, realizar a modelagem tridimensional dos 

modelos e refinar os modelos produzidos. 

 Realizar o Docking molecular dos modelos tridimensionais de vacina contra o 

complexo TLR4-MD2 e identificar o modelo com maior afinidade ao complexo. 

 Realizar a simulação da dinâmica molecular, simulação da resposta imune e 

identificar os epítopos tridimensionais de linfócitos B do modelo de maior 

afinidade ao complexo TLR4-MD2. 

 Realizar in silico a tradução reversa do modelo de maior afinidade ao complexo 

TLR4-MD2,  

 Projetar in silico a adaptação de códons para E. coli e a clonagem do modelo 

no vetor pET-28a (+). 
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3 METODOLOGIA 

Através da análise de diversos trabalhos científicos, a metodologia empregada 

consistiu na proteômica subtrativa e vacinologia reversa para identificar potenciais 

candidatos à vacina contra S. marcescens.  

 

3.1 Coleção de proteomas e identificação de proteínas conservadas 

As sequências proteômicas de 49 isolados de S. marcescens foram recolhidas do 

banco de dados do Projeto Genoma do National Center for Biotechnology Information 

(NCBI) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Destas 49 sequências, uma 

correspondia ao proteoma representativo da espécie (Serratia marcescens subsp. 

Marcescens Db11) e as demais sequências correspondiam a isolados associados 

com infecções humanas. A ferramenta de análise Bacterial Pan Genome Analysis 

(BPGA), versão 1.3, foi utilizada para identificar as proteínas conservadas. 

 

3.2 Identificação de proteínas essenciais, fatores de virulência e proteínas 

associadas com resistência 

As famílias proteicas conservadas dos 49 isolados foram utilizadas em uma análise 

de BLASTp (BLAST – Basic Local Alignment Search Tool, uma ferramenta utilizada 

para alinhar sequências com referência a banco de dados), utilizando os parâmetros 

de E-value ≤ 10-4 e bitscore ≥ 100, contra o banco de dados Database of Essential 

Genes (DEG 10), fornecendo informação sobre a essencialidade de cada uma. Além 

disso, dois bancos de dados contendo informações sobre fatores de virulência (VFdb 

– Virulence Factor database e MvirDB – Microbial virulence DataBase) 

(http://www.mgc.ac.cn/VFs/ e http://mvirdb.llnl.gov/) foram utilizados, seguindo os 

mesmos parâmetros, para identificação de potenciais fatores de virulência. Por último, 

uma análise de BLASTp, com parâmetros de E-value ≤ 10-4, contra dois bancos de 

dados contendo informações sobre proteínas associadas a resistência antibiótica: 

ARG-ANNOT (Antibiotic Resistance Gene-ANNOTation) e CARD (Comprehensive 

Antibiotic Resistance Database), foi realizada. 
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3.3 Subtração de proteínas homólogas a microbiota intestinal e a proteínas 

humanas 

Proteínas identificadas como essenciais, de virulência ou associadas com resistência 

antimicrobiana foram filtradas quanto a sua homologia com proteínas pertencentes ao 

hospedeiro Homo sapiens (taxid:9606), através de um BLASTp, considerando um E-

value ≤ 10-4. Um banco de dados de proteínas customizado, contendo informações 

sobre 79 espécies da microbiota intestinal humana foi utilizada para subtração de 

homólogos presentes no patógeno, utilizando um E-value ≤ 10-4 e cuja similaridade 

fosse maior que 50%. As proteínas identificadas como homólogas foram excluídas 

das análises futuras. 

 

3.4 Predição de localização subcelular 

Os servidores PSORTb v.3.02 (https://www.psort.org/psortb/) e CELLO v2.5 

(http://cello.life.nctu.edu.tw) foram utilizados para identificação da localização 

subcelular (membrana citoplasmática, membrana externa, periplasma, citoplasma ou 

extracelular) das proteínas selecionadas. 

 

3.5 Análise de propriedades físico-químicas e antigenicidade das proteínas 

Propriedades físico-químicas como o comprimento da sequência e peso molecular 

foram analisados através do servidor Expasy-ProtParam 

(https://web.expasy.org/protparam/) e do servidor UniProt (https://www.uniprot.org/). A 

predição de antigenicidade foi feita com os servidores VaxiJen v2.0 (http://www.ddg-

pharmfac.net/vaxijen/VaxiJen/VaxiJen.html), que analisa propriedades físico-

químicas da sequência peptídica para determinação da antigenicidade, com um valor 

de corte ≥ 0,50 e AntigenPRO (http://scratch.proteomics.ics.uci.edu/), que prediz a 

antigenicidade baseado em sequência com uma acurácia de 79%. 

 

3.6 Identificação de hélices trans-membranas e caminhos secretórios 

As proteínas de membrana externa, periplasmáticas e extracelulares foram utilizadas 

para análise de suas respectivas topologias, através do servidor TMHMM v2.0 

(https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?TMHMM-2.0) e para a presença de 

peptídeos sinais, através do servidor SignalP-5.0 

(https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?SignalP-5.0). As proteínas que 
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possuíam mais de 3 domínios topológicos transmembrana foram excluídas de 

análises futuras. 

 

3.7 Caminhos metabólicos unicamente associados ao patógeno e análise de 

funcionalidade proteica 

Uma comparação manual foi feita entre os caminhos metabólicos associados com S. 

marcescens e seres humanos, utilizando o banco de dados KEGG (Kyoto 

Encyclopedia of Genes and Genomes), permitindo a identificação de proteínas que 

possuíam funções únicas no patógeno ou compartilhadas com o hospedeiro. A 

predição de função das proteínas selecionadas foi feita utilizando os servidores do 

UniProt, KEGG e InterPro (https://www.ebi.ac.uk/interpro/). 

 

3.8 Predição de epítopos de células T e de células B 

A predição de epítopos de MHC-I foi feita através de 3 servidores: IEDB (Immune 

Epitope DataBase) Tepitool (http://tools.iedb.org/tepitool/), utilizando 27 alelos que 

cobrem mais de 97% da população global, seguindo a metodologia recomendada pelo 

servidor e filtrando os epítopos para aqueles que possuíam um IC50 ≤ 50 nM para os 

respectivos alelos analisados; NetMHCpan 4.1 

(https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?NetMHCpan-4.1), um servidor que 

utiliza redes neurais artificiais (ANNs), seguindo a metodologia recomendada e 

filtrando os epítopos de alta afinidade baseado em um IC50 ≤ 50 nM e rank percentual 

≤ 0,20 para os respectivos alelos analisados; por último, o servidor NetCTLpan 1.1 

(https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?NetCTLpan-1.1), cuja predição 

integrada analisa a ligação do peptídeo ao MHC-I, terminais de clivagem proteassomal 

e transporte TAP, seguindo um valor de corte de 0,75 para a identificação dos 

epítopos. 

Para a predição de epítopos de MHC-II, utilizados o servidor IEDB Tepitool, através 

do método recomendado. Um conjunto de 26 alelos de MHC-II mais frequentes em 

humanos, dos loci DP, DQ e DR foi selecionado e o critério de seleção foi um IC50 ≤ 

50 nM para os respectivos alelos analisados. 

Epítopos lineares de células B (epítopos BCL) foram preditos com múltiplos 

servidores. O servidor do IEDB foi utilizado, performando análises de antigenicidade, 

acessibilidade e baseado na sequência peptídica. O servidor ABCpred 
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(https://webs.iiitd.edu.in/raghava/abcpred/) utiliza ANNs e possui uma acurácia de 

65,93% em seus padrões recomendados. Por último, o servidor Bcepred  

(https://webs.iiitd.edu.in/raghava/bcepred/bcepred_instructions.html) realiza a 

predição baseada em propriedades dos aminoácidos (hidrofilicidade, flexibilidade, 

polaridade e exposição à superfície), com 58,70% de acurácia a um valor de corte de 

2,38. 

 

3.9 Determinação da imunogenicidade de epítopos de MHC-I 

A ferramenta de imunogenicidade do IEDB 

(http://tools.immuneepitope.org/immunogenicity/) foi usada para avaliar a potencial 

imunogenicidade dos epítopos de MHC-I identificados, onde quanto maior o valor, 

maior a chance de estimular uma resposta imune. Aqueles com valores positivos 

foram selecionados para análises futuras. 

 

3.10 Antigenicidade, toxicidade e alergenicidade dos peptídeos selecionados 

Os epítopos identificados para MHC-I, MHC-II e BCL foram analisados quanto a sua 

antigenicidade pelo servidor VaxiJen 2.0, considerando um valor de corte ≥ 0,50 para 

MHC-I e MHC-II e ≥ 0,70 para BCL. Os epítopos BCL considerados antigênicos que 

possuíam 9 ou mais aminoácidos sobrepostos entre as diferentes ferramentas de 

predição (IEDB, ABCpred e Bcepred) foram utilizados para as análises posteriores. A 

predição de toxicidade do conjunto de epítopos foi feita pelo servidor ToxinPred 

(http://www.imtech.res.in/raghava/toxinpred/index.html) nos parâmetros 

recomendados e a antigenicidade foi predita através do servidor AllerTOP v2.0 

(https://www.ddg-pharmfac.net/AllerTOP/feedback.py). Epítopos não-alérgenos e 

não-tóxicos foram selecionados para análises posteriores. 

 

3.11 Conservação, hidrofobicidade e indução de IFN-γ dos peptídeos 

selecionados 

A conservação dos epítopos identificados de MHC-I e MHC-II entre todas as cepas 

coletadas foi analisada pela ferramenta de conservação do IEDB, considerando uma 

identidade de 100% entre as diferentes cepas. Uma análise de GRAVY, que avalia a 

hidrofobicidade de uma sequência peptídica, foi realizada pelo servidor Expasy-

ProtParam, para identificar o potencial hidrofílico das sequências. Além disso, os 
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epítopos de MHC-II foram avaliados quanto a sua capacidade de induzir IFN-γ, 

através do servidor IFN epitope (http://crdd.osdd.net/raghava/ifnepitope/). 

 

3.12 Modelagem tridimensional dos peptídeos selecionados e docking 

molecular 

Os epítopos mais bem conservados, hidrofílicos e capazes de induzir IFN-γ foram 

selecionados e submetidos ao servidor PEP-FOLD3 (http://bioserv.rpbs.univ-paris-

diderot.fr/services/PEP-FOLD3/), responsável por gerar uma estrutura tridimensional 

de novo das sequências. O experimento de docking molecular foi realizado pelo 

servidor PatchDock (https://bioinfo3d.cs.tau.ac.il/PatchDock/php.php), usando os 

parâmetros recomendados e cujos resultados foram refinados pelo servidor FireDock 

(http://bioinfo3d.cs.tau.ac.il/FireDock/), classificando os modelos pela sua energia 

global. Os epítopos de MHC-I foram dockados com os alelos: HLA-A*0101 (PDB: 

6AT9), HLA-A*0201 (PDB: 3UTQ), HLA-B*1501 (PDB: 1XR8), HLA-B*3501 (PDB: 

1ZSD), HLA-B*3901 (PDB: 4O2E), HLA-B*4403 (1SYS), HLA-B*5301 (PDB: 1A1M) e 

HLA-B*5801 (PDB: 5IM7). Os epítopos de MHC-II foram dockados com os alelos: 

HLA-DRB1*0101 (PDB: 2FSE), HLA-DRB1*0301 (PDB: 1A6A), HLA-DRB1*0401 

(PDB: 2SEB), HLA-DRB1*1501 (PDB: 1BX2), HLA-DRB3*0101 (PDB: 2Q6W), HLA-

DRB3*0202 (PDB: 3C5J) e HLA-DRB5*0101 (PDB: 1H15). Os resultados foram 

visualizados com o software PyMol. Os epítopos com a melhor afinidade de ligação 

foram selecionados para a construção de vacina. 

 

3.13 Construção de vacinas 

Para a construção de vacinas, a ligação dos epítopos CTL, HTL e BCL, foram através 

dos linkers GGGS, GPGPG e KK. Os linkers GGGS foram utilizados para conjugar a 

sequência PADRE (Pan HLA DR sequence) com os epítopos CTL e os epítopos CTL 

entre si. Já a sequência GPGPG foi utilizada para conjugar os epítopos CTL com os 

epítopos HTL e os epítopos HTL entre si. Por último, os linkers KK foram utilizados 

para conjugar os epítopos HTL com os epítopos BCL e os epítopos BCL entre si. 

Sequências adjuvantes foram conjugadas através da sequência EAAAK nas regiões 

N- e C-terminais e com a sequência PADRE (Figura 5). Foram utilizados 5 adjuvantes 

diferentes: Proteína ribossomal 50s L7/L12, beta-defensina, proteína HBHA e domínio 

conservado da proteína HBHA. 
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Figura 5. Representação da construção de vacina. 

 
Fonte: Autoria própria. 

 

3.14 Antigenicidade, alergenicidade solubilidade e propriedades físico-químicas 

das construções de vacina 

A antigenicidade das construções foi avaliada através dos servidores VaxiJen 2.0 e 

ANTIGENpro. Os servidores AllerTOP e AlgPred 

(http://crdd.osdd.net/raghava/algpred/) foram utilizados para avaliar a alergenicidade 

dos constructos. SOLpro foi responsável por estimar a solubilidade da sequência de 

cada constructo e o servidor Expasy-ProtParam foi usado para determinar 

propriedades físico-químicas, como o tamanho da sequência, peso molecular, ponto-

isoelétrico teórico, index de instabilidade e alifático e os valores de GRAVY. 

 

3.15 Clivagem peptídica dos epítopos nas construções de vacina 

Clivagem proteassomal é importante no contexto de apresentação a células T e, por 

isso, o servidor NetChop 3.1 (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetChop/) foi utilizado 

para analisar possíveis sítios de clivagem proteassomal para os epítopos de MHC-I e 

o servidor SitePrediction (http://www.dmbr.ugent.be/prx/bioit2-

public/SitePrediction/index.php) foi utilizado para predizer sítios de clivagem por 

catepsinas para os epítopos de MHC-II. 

 

3.16 Predição de estrutura secundária e terciária das construções de vacina 

A sequência peptídica de cada constructo foi submetida ao servidor PSIPRED 4.0 

(http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/) para determinação da estrutura secundária das 

vacinas e ao servidor I-TASSER (Iterative Threading ASSEmbly Refinement) 

(https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/), classificado como o melhor 

servidor para predição de estrutura 3D em cinco experimentos de CASP. 

 

3.17 Refinamento e validação das construções de vacina 

As estruturas tridimensionais geradas pelo servidor I-TASSER foram refinadas pelo 

servidor 3Drefine (http://sysbio.rnet.missouri.edu/3Drefine/), responsável por realizar 

optimizações na rede de ligações de hidrogênio e implementar campos de força que 
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geram minimização de energia ao nível atômico. A validação do processo de 

refinamento foi feita através de uma análise de Ramachandran pela ferramenta 

PROCHECK (https://servicesn.mbi.ucla.edu/PROCHECK/), pela análise de Z-score, 

através do servidor ProSA-web (https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php) e 

pela análise de qualidade geral, da ferramenta ERRAT 

(http://services.mbi.ucla.edu/ERRAT/). 

 

3.18 Docking proteína-proteína 

Cada construção de vacina foi dockada contra o complexo TLR4-MD2 (PDB: 3FXI), 

através de dois servidores: ClusPro 2.0 (https://cluspro.bu.edu/login.php), cujos 

resultados foram refinados pela ferramenta PRODIGY (https://haddock.science.uu.nl/) 

do servidor HADDOCK, classificando os modelos pela afinidade de ligação e através 

do servidor PatchDock, cujos resultados foram refinados pelo servidor FireDock, 

classificando os resultados pela energia global. 

 

3.19 Simulação de dinâmica molecular 

A melhor construção de vacina (SMV4), complexada com TLR4-MD2 foi enviado para 

o servidor online iMODS (http://imods.chaconlab.org/), responsável pela simulação de 

dinâmica molecular, em termos de deformabilidade, rede elástica, mapa de 

covariância e demais propriedades. 

 

3.20 Epítopos descontínuos de células B 

A construção SMV4 foi submetida ao servidor ElliPro (http://tools.iedb.org/ellipro/), 

responsável por predizer epítopos descontínuos de células B baseado em 

acessibilidade ao solvente e flexibilidade. A pontuação mínima foi definida como 0,70 

e os demais parâmetros utilizados foram os recomendados pelo próprio servidor. 

 

3.21 Simulação imune da construção de vacina 

O servidor C-ImmSim (http://150.146.2.1/C-IMMSIM/index.php?page=1) foi utilizado 

para realizar a simulação de resposta imune. As regiões anatômicas de mamíferos 

utilizadas para simulação foram o timo, medula óssea e um órgão linfático qualquer, 

para exibir a resposta imune. Todos os parâmetros foram mantidos no recomendado. 
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O esquema de dose de vacina foi de 3 doses, com 30 dias de intervalo; o volume 

simulado foi de 10 e o número de passos de simulação foi de 600. 

 

3.22 Adaptação de códon e clonagem in silico  

A tradução reversa e a adaptação de códons foi realizada pelo servidor JCat (Java 

Codon Adaptation Tool) (http://www.prodoric.de/JCat). Os resultados do programa 

incluem o index de adaptação de códon (CAI) e a porcentagem de conteúdo G+C. A 

cepa E. coli K12 foi selecionada como hospedeiro para a clonagem do constructo, 

evitando sítios de terminação de transcrição Rho-independentes, sítios de ligação 

ribossomal procarióticos e sítios de clivagem de enzimas de restrição. A construção 

foi clonada no vetor plasmidial Pet28A (+) através da adição de sítios de restrição XhoI 

e NdeI nas regiões C- e N- terminal, respectivamente. A sequência otimizada foi 

inserida no vetor de expressão utilizando o servidor Benchling 

(https://www.benchling.com/).  
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Os resultados e sua respectiva relevância no estudo serão discutidos adiante. 

 

4.1 Coleção de dados iniciais 

O genoma representativo de S. marcescens (subsp. Marcescens Db11) e outros 48 

genomas com associação clínica, disponibilizados através do Projeto Genoma do 

NCBI, foram utilizados neste estudo (Tabela 1). Os genomas foram utilizados para 

extração dos dados de proteoma, analisados pela ferramenta BPGA (Bacterial Pan 

Genoma Analysis), que identificou 2832 proteínas conservadas entre todas as 

amostras. Proteínas conservadas entre diferentes cepas de uma espécie são 

frequentemente essenciais para sua sobrevivência e são reconhecidas por receptores 

imunológicos (JALAL et al., 2021). Portanto, essas proteínas devem ser priorizadas 

durante a identificação de alvos de vacina para se obter uma alta cobertura contra o 

maior número de cepas possível (ALLEMAILEM, 2021). 

 

Tabela 1. Relação de cepas de S. marcescens usadas no estudo. 

N0. Cepa Fonte de Isolamento País Número de acesso RefSeq 

1 95 Escarro EUA GCA_003031545.1 

2 332 Ferida EUA GCA_003186475.1 

3 1602 Sangue China GCA_009858195.1 

4 2838 Fluido corporal China GCA_009909405.1 

5 3024 Sangue China GCA_009909365.1 

6 4201 Escarro China GCA_009909345.1 

7 1140- Fluido corporal China GCA_009909385.1 

8 AR_0027 Associado a paciente Desconhecido GCA_002947235.1 

9 AR_0091 Associado a paciente Desconhecido GCA_002996885.1 

10 AR_0099 Associado a paciente Desconhecido GCA_002997125.1 

11 AR_0121 Associado a paciente Desconhecido GCA_003071625.1 

12 AR_0122 Associado a paciente Desconhecido GCA_003204405.1 

13 AR_0123 Associado a paciente Desconhecido GCA_003071605.1 

14 AR_0124 Associado a paciente Desconhecido GCA_003071565.1 

15 AR_0130 Associado a paciente Desconhecido GCA_003071585.1 

16 AR_0131 Associado a paciente Desconhecido GCA_003204075.1 

17 BWH-23 Sangue EUA GCA_003032415.1 

18 BWH-35 Escarro EUA GCA_003031645.1 

19 C110 Escarro China GCA_009909425.1 

20 CAV1492 Respiratório EUA GCA_001022215.1 

21 CAV1761 Peri-retal EUA GCA_003146705.1 

22 FDAARGOS_65 Aspirado endotraqueal EUA GCA_000783915.2 

23 SER00094 Escarro EUA GCA_011769885.1 

24 SM39 Septicemia Japão GCA_000828775.1 
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25 SMB2099 Associado a paciente Alemanha GCA_900029885.1 

26 SmUNAM836 Amostra bronquial México GCA_001294565.1 

27 U36365 Urina Índia GCA_001672055.1 

28 UMH1 Bacteremia EUA GCA_002220615.1 

29 UMH10 Bacteremia EUA GCA_002220695.1 

30 UMH11 Bacteremia EUA GCA_002220575.1 

31 UMH12 Bacteremia EUA GCA_002220595.1 

32 UMH2 Bacteremia EUA GCA_002220515.1 

33 UMH3 Bacteremia EUA GCA_002220655.1 

34 UMH5 Bacteremia EUA GCA_002220635.1 

35 UMH6 Bacteremia EUA GCA_002220675.1 

36 UMH7 Bacteremia EUA GCA_002220715.1 

37 UMH8 Bacteremia EUA GCA_002220535.1 

38 UMH9 Bacteremia EUA GCA_002220555.1 

39 WVU-001 Sangue EUA GCA_006838705.1 

40 WVU-002 Sangue EUA GCA_006842785.1 

41 WVU-003 Sangue EUA GCA_006711105.1 

42 WVU-004 Sangue EUA GCA_006711125.1 

43 WVU-005 Sangue EUA GCA_006711145.1 

44 WVU-006 Sangue EUA GCA_006711245.1 

45 WVU-007 Sangue EUA GCA_006711405.1 

46 WVU-008 Sangue EUA GCA_006711525.1 

47 WVU-009 Sangue EUA GCA_006716725.1 

48 WVU-010 Sangue EUA GCA_006716825.1 

49 Db-11 Patógeno de inseto Suécia GCA_000513215.1 

Fonte: Autoria própria. 

 

4.2 Identificação de proteínas essenciais, fatores de virulência e proteínas de 

resistência e subtração de homólogos a flora intestinal e a proteínas humanas 

As 2832 proteínas conservadas identificadas foram analisadas quanto a sua 

essencialidade e funções de virulência e resistência, através da análise de BLASTp. 

Foram identificadas um total de 879 proteínas unicamente essenciais, 155 unicamente 

associadas com virulência e 98 unicamente associadas com resistência, 370 

proteínas tinham características de virulência e eram consideradas essenciais, 70 

eram associadas com resistência e essenciais, 42 eram associadas com resistência 

e virulência e 201 proteínas eram associadas com as três características 

(essencialidade, virulência e resistência), totalizando 1815 proteínas (Figura 6). A 

essencialidade é uma característica importante na busca de alvos de vacinas e drogas 

terapêuticas, tendo em vista que as proteínas essenciais para a sobrevivência 

bacteriana não serão facilmente perdidas no processo evolutivo e estão envolvidas 

em vias metabólicas básicas (KATHWATE, 2022). Os fatores de virulência garantem 

traços adaptativos para a sobrevivência do patógeno em meio hostil, incluindo seu 
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hospedeiro, além de serem frequentemente imunogênicos e responsáveis pelo 

desenvolvimento da imunidade de longo prazo contra o patógeno (DELANY; 

RAPPUOLI; SEIB, 2013; WASSENAAR; GAASTRA, 2001). Alvejar determinantes de 

resistência já foi proposto como uma maneira eficiente para neutralizar a pressão de 

seleção que existe para o desenvolvimento de resistência antimicrobiana (JOICE; 

LIPSITCH, 2013). Além disso, estudos prévios demonstram que animais imunizados 

com estes determinantes induziam fortes respostas humorais e possuíam uma carga 

bacteriana significantemente menor (CIOFU, 2003; CIOFU; BAGGE; HOIBY, 2002). 

 

Figura 6. Quantidade de proteínas essenciais, de virulência e de resistência. 

 
Fonte: Autoria própria. 

 

Das 1815 proteínas com funções essenciais, de resistência e virulência, 1106 eram 

não homologas às proteínas humanas e destas, 20 eram não homologas às proteínas 

da microbiota intestinal, portanto, foram utilizadas para análises posteriores. A relação 

entre a flora intestinal e os seres humanos não é meramente comensal, mas 

simbiótica, com diferentes funções benéficas (Guarner & Malagelada, 2003; Seib et 

al., 2012). O bloqueio ou inibição de proteínas presentes na microbiota intestinal pode 

levar a efeitos negativos adversos no hospedeiro (SEIB; ZHAO; RAPPUOLI, 2012) e 

deve ser evitada durante a identificação de alvos de vacina. Paralelamente, proteínas 

do patógeno homologas às proteínas humanas podem causar reações autoimunes 

(MONTERRUBIO-LÓPEZ; DELGADILLO-GUTIÉRREZ, 2021).  
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4.3 Localização subcelular e caracterização das proteínas selecionadas 

A localização subcelular é um importante fator a ser considerado, pois as proteínas 

presentes na superfície celular da bactéria ou que sejam secretadas são facilmente 

acessíveis e identificadas pelo sistema imune do hospedeiro (MURUATO et al., 2017), 

o que as caracterizam como potenciais alvos de medicamentos e vacinas (BALIGA; 

SHEKAR; VENUGOPAL, 2018; MICHAEL; DOMINEY-HOWES; LABBATE, 2014). A 

antigenicidade é a propriedade de uma proteína de ser reconhecida pelo sistema 

imunológico do hospedeiro e, portanto, é desejável utilizar proteínas antigênicas no 

desenvolvimento de vacinas (HE; XIANG; MOBLEY, 2010).  

A localização subcelular das 20 proteínas não-homologas foi avaliada e resultou em 

10 proteínas, das quais 3 eram proteínas de membrana externa (D-alanil-D-alanina, 

fosfolipase semelhante a patatina, receptor dependente de TonB) e 2 proteínas eram 

extracelulares (fosfolipase C fosfocolina-específica e spore coat contendo o domínio 

U). Estas 5 proteínas apresentavam um bom perfil antigênico (> 0,50) e a análise de 

peptídeo sinal demonstrou que 2 proteínas possuíam peptídeo sinal secretório pelo 

translocon Sec e clivagem pela Peptidase Sinal I (Sec/SPI); 1 proteína possuía 

peptídeo sinal lipoproteico pelo translocon Sec e clivagem pela Peptidase Sinal II 

(Sec/SPII); uma proteína possuía peptídeo sinal Tat, transportado pelo respectivo 

translocon e clivagem pela Peptidase Sinal I (Tat/SPI) e uma delas não teve peptídeo 

sinal identificado (Tabela 2). Nenhuma delas tinha domínio de hélices-

transmembrana. Portanto, as 5 proteínas foram selecionadas para as análises de 

identificação de epítopos. 
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Tabela 2. Características das 5 proteínas selecionadas para análise de identificação de epítopos. 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

 

A carboxipeptidase D-alanil-D-alanina (DD-CPase), é uma carboxipeptidase 

periplasmática essencial para a sobrevida bacteriana, membro da família de proteínas 

ligantes da penicilina (PBPs), inibidas pela ação de antibióticos β-lactâmicos e 

envolvidas na síntese e remodelamento do peptidioglicano (RIOSERAS et al., 2016). 

A família de enzimas PNPLA (fosfolipases semelhantes a patatina) consiste em uma 

família de enzimas essenciais de membrana externa, conservada em organismos 

eucariotos e procariotos, com funções de homeostasia de lipídeos e associada com o 

escape de fagossomo em diversas bactérias patogênicas (CUI et al., 2020; GASPAR; 

MACHNER, 2014). A fosfolipase C, fosfocolina-específica (PLC-PC) é considerada 

um fator de virulência importante, exportado para fora do citoplasma pelos caminhos 

Tat ou Sec e fortemente associado com o processo infeccioso bacteriano, incluindo 

lise de membrana celular, sinalização intracelular e metabolismo de lipídeos (DEDIEU 

et al., 2013; SCHMIEL; MILLER, 1999). A spore coat contendo o domínio U foi outra 

proteína selecionada para análises. O domínio U é encontrado em proteínas 

associadas com o pili bacteriano, envolvido na virulência através da motilidade e 

formação de biofilme  (GOLLOP; INOUYE; INOUYE, 1991; TOMARAS et al., 2003). 

Os receptores dependentes de TonB consistem em uma família de proteínas beta-

barril de membrana externa, associada com resistência antibiótica progressiva, 

transporte de complexos férricos-sideróforos, vitaminas e carboidratos (GÓMEZ-

Sequência de 
referência 

Nome da proteína 
Comprimento 

(a.a.) 

Peso 
molecular 

(kDa) 

Peptídeo 
sinal 

Localização Descrição funcional TMHMM 
Antigenicidade 

(Vaxijen, 
AntigenPRO) 

  
Proteínas 

Essenciais 
              

WP_041033700.1 
  D-alanil-D-

alanina 
carboxipeptidase 

489 51,35 
Sec/SPII (17 
e 18, LAG-

CS) 
Membrana externa 

Ligação a 
penicilina/Atividade 

endopeptídica contra 
serina 

0 0,5856, 0,5066 

WP_084827239.1 
Fosfolipase 

semelhante a 
patatina 

323 35,68 
Não 

identificado 
Membrana externa 

Atividade de 
hidrolase/processo 

catabólico de lipídeos 
0 0,6024, 0,8235 

  
Proteínas de 

virulência 
              

WP_141960268.1  
Fosfolipase C, 

fosfocolina 
específica 

715 79,68 
Tat/SPI (31 
e 32, ALA-

IP) 
Extracelular 

Toxina de membrana, 
hidrolase diéster-

fosfórica 
0 0,4097, 0,6277 

WP_048321499.1  
Proteína spore 

coat contendo o 
domínio U 

311 33,28 
Sec/SPI (23 
e 24, AFA-

DC) 
Extracelular 

Envolvida em 
motilidade e formação 

de biofilme 
0 0,6887, 0,8719 

  
Proteína de 
Resistência 

              

WP_033636744.1 
Receptor 

dependente de 
TonB 

697 76,9 
Sec/SPI (44 
e 45, VNA-

AE) 
Membrana externa 

Receptor proteico de 
complexos férricos, 

canal transportador de 
sideróforos 

0 0,6847, 0,7910 
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SANTOS et al., 2019; KOEBNIK; LOCHER; VAN GELDER, 2000; LI et al., 2021; 

SCHALK; MISLIN; BRILLET, 2012; ZHANG et al., 2020).  

 

4.4 Predição, análise e caracterização dos epítopos de MHC-I e MHC-II  

Os epítopos consistem na menor porção de um antígeno proteico capaz de gerar uma 

resposta imune, sendo cruciais para o desenvolvimento da imunidade celular e 

humoral (de Groot et al., 2020). Os epítopos de células T são processados de duas 

maneiras diferentes: as proteínas intracelulares são processadas e seus peptídeos 

são apresentados no complexo de MHC-I, enquanto as proteínas extracelulares são 

processadas em compartimentos proteolíticos e seus peptídeos são apresentados no 

complexo de MHC-II (DE GROOT et al., 2013). O potencial imunogênico dos epítopos 

de células T é altamente dependente da afinidade de ligação ao Complexo de 

Histocompatibilidade Maior (MHC) (GHAFFARI-NAZARI et al., 2015; RASHID et al., 

2019). Ao projetar uma vacina, alguns critérios dos epítopos precisam ser 

considerados, como por exemplo: os epítopos que permanecem conservados em 

várias cepas possuem maior prioridade, pois fornecem proteção mais ampla, 

abrangendo diversas cepas; os epítopos devem ser hidrofílicos, para maior 

acessibilidade e facilitação no reconhecimento pelo sistema imune do hospedeiro (BUI 

et al., 2007); os epítopos devem ser não-alergênicos e não-tóxicos, deste modo, não 

serão capazes de induzir reações indesejadas no hospedeiro, ao mesmo tempo que 

mantêm sua antigenicidade, para ativar as respostas linfocitárias (ANDREAE; 

NOWAK-WĘGRZYN, 2017).  

As sequências das 5 proteínas selecionadas foram utilizadas para a identificação de 

todos os epítopos.  Para os alelos de MHC-I, foram encontrados 284 epítopos de alta 

afinidade, sendo que 123 destes eram comuns dentre todos os servidores utilizados 

e foram selecionados para a análise de imunogenicidade, resultando em 59 epítopos. 

Destes, 31 eram antigênicos, nenhum era tóxico e 17 eram não-alergênicos. A análise 

de conservação mostrou que dos 17 epítopos, 14 eram completamente conservados 

(100% de identidade) em pelo menos 50% das cepas e, destes, 7 eram hidrofílicos. 

Estes 7 peptídeos foram selecionados para as análises futuras (Tabela 3).  
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Tabela 3. Epítopos de MHC-I considerados e suas características. 

No. 
Nome e ID da 

proteína 
Começo Fim Epítopo Imunogenicidade Antigenicidade Toxicidade Alergenicidade Conservação Hidropaticidade 

1 
WP_041033700.1  
D-alanil-D-alanina 
carboxipeptidase 

156 164 TPFGAGWSW 0,23238 0,5798 Não tóxico Não alérgeno 100,00% -0,12 

471 479 LEDRLVETL 0,19452 0,7321 Não tóxico Não alérgeno 100,00% -0,01 

2 

WP_141960268.1 
Fosfolipase C, 

fosfocolina 
específica 

74 82 FTIPLPGDR 0,1275 0,983 Não tóxico Não alérgeno 63,27% -0,08 

3 

WP_048321499.1  
Proteína spore 

coat contendo o 
domínio U 

127 135 SSNVNFPLY 0,1275 0,983 Não tóxico Não alérgeno 63,27% -0,08 

4 

WP_033636744.1 
Receptor 

dependente de 
TonB 

469 477 QTYGAKIAR 0,00318 1,2908 Não tóxico Não alérgeno 100% -0,69 

499 507 SEYVWNYEL 0,30533 1,4052 Não tóxico Não alérgeno 100% -0,76 

608 616 YQFLKGWEL 0,09418 0,561 Não tóxico Não alérgeno 100% -0,34 

Fonte: Autoria própria. 

 

Um aspecto importante do patógeno S. marcescens é sua capacidade de invadir 

células não-fagocitárias, como as células epiteliais (BARCHIESI et al., 2012; 

FEDRIGO et al., 2011; HERTLE; SCHWARZ, 2004). Depois de sua internalização, o 

patógeno é capaz de controlar o tráfico autofágico, gerando um nicho apropriado para 

sua sobrevivência e replicação dentro da célula hospedeira (FEDRIGO et al., 2011; 

XIONG et al., 2019). A proteção contra patógenos intracelulares é extremamente 

dependente da imunidade celular, mediada por células T citotóxicas e por isso a 

identificação de epítopos de MHC-I é crucial para a projeção de uma vacina contra o 

patógeno (KAUFMANN, 2005; OZAWA et al., 2009). 

Com relação aos alelos de MHC-II, foram encontrados 415 peptídeos de alta 

afinidade, dos quais 196 eram antigênicos, nenhum destes foi considerado tóxico e 

114 tinham uma natureza não-alergênica. Noventa e três epítopos apresentaram 

100% de identidade entre mais de 50% das cepas analisadas e 70 deles tinham 

natureza hidrofílica.  

Os epítopos de MHC-II que possuem um alto potencial indutor de IFN-γ são desejáveis 

em uma vacina, tendo em vista que estas citocinas possuem um papel crucial nas 

respostas imunes inata e adaptativa, estimulam macrófagos e células NKs e provocam 

uma resposta acentuada aos antígenos (SHEY et al., 2019). Portanto, dos 70 epítopos 

selecionados, 31 com perfis mais antigênicos, conservados, hidrofílicos e que eram 

não alergênicos e não tóxicos, foram escolhidos para determinar o potencial de 

indução de IFN-γ. A análise resultou em 16 epítopos capazes de induzir IFN-γ, que 

foram selecionados para a análise de docking molecular (Tabela 4). 
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Tabela 4. Epítopos de MHC-II considerados e suas características. 

No. 
Nome e ID da 

proteína 
Começo Fim Epítopo Antigenicidade Toxicidade Alergenicidade Conservação Hidropaticidade 

Indução 
de IFN 

1 
WP_041033700.1  
D-alanil-D-alanina 
carboxipeptidase 

7 21 WLLPAILALAGCSSS 1,0376 Não tóxico Não alérgeno 83,67% -0,93 0,476 

170 184 AFAAPISALNYAFTP 0,6842 Não tóxico Não alérgeno 75,51% -0,89 0,228 

197 211 PGARAGAPGRVSFYP 1,0191 Não tóxico Não alérgeno 61,22% -0,1 0,329 

451 465 PLAFAIISNNYLVPG 0,5584 Não tóxico Não alérgeno 100% -0,92 0,089 

2 

WP_084827239.1 
Fosfolipase 

semelhante a 
patatina 

40 54 SGASAGAIAALLVGL 0,8684 Não tóxico Não alérgeno 100% -0,71 0,416 

3 

WP_141960268.1 
Fosfolipase C, 

fosfocolina 
específica 

243 257 RQYRAASIQVGNPAR 0,5796 Não tóxico Não alérgeno 97,96% -0,93 0,131 

452 466 EKRFQVHEPNISAWR 0,8644 Não tóxico Não alérgeno 100% -1,34 0,673 

4 

WP_048321499.1  
Proteína spore 

coat contendo o 
domínio U 

117 131 SLNLLSLILISSNVN 0,6343 Não tóxico Não alérgeno 97,96% -0,82 0,041 

121 135 LSLILISSNVNFPLY 0,5934 Não tóxico Não alérgeno 63,27% -1,05 0,41 

5 

WP_033636744.1 
Receptor 

dependente de 
TonB 

125 139 NVGANAFLSGTRPRL 0,7968 Não tóxico Não alérgeno 87,76% -0,11 0,314 

129 143 NAFLSGTRPRLNLSL 0,8159 Não tóxico Não alérgeno 87,76% -0,03 0,136 

339 353 TDFNINRPTAYNIQY 0,6574 Não tóxico Não alérgeno 87,76% -0,93 0,154 

372 386 ADSRLHGLAGLRYFH 0,5227 Não tóxico Não alérgeno 100% -0,27 0,494 

565 579 RWDFELFGNLGLLKT 0,5005 Não tóxico Não alérgeno 87,76% -0,03 0,108 

595 609 ARAPAYTANMGAKYQ 0,9467 Não tóxico Não alérgeno 87,76% -0,65 0,04 

606 620 AKYQFLKGWELSSNV 0,7445 Não tóxico Não alérgeno 87,76 -0,41 0,63 

Fonte: Autoria própria. 

 

4.5 Modelagem tridimensional dos epítopos e docking molecular 

Todos os 7 epítopos de MHC-I e os 16 epítopos de MHC-II foram modelados 

tridimensionalmente pelo servidor PEP-FOLD3 e foram dockados com 8 alelos de 

MHC-I e 7 alelos de MHC-II, respectivamente. Dentre eles, 5 epítopos de MHC-I 

(Tabela 5) e 12 de MHC-II (Tabela 6) apresentaram os melhores resultados, com a 

menor energia global de -34,89 e -70,54, respectivamente e foram utilizados nos 

constructos de vacina.  

 

Tabela 5. Docking molecular dos epítopos de MHC-I. 

No. 
Nome e ID da 

proteína 
Epítopo 

Energia Global 

HLA-
A*0101 
(PDB: 
6AT9) 

HLA-
A*0201 
(PDB: 
3UTQ) 

HLA-
B*1501 
(PDB: 
1XR8) 

HLA-
B*3501 
(PDB: 
1ZSD) 

HLA-
B*3901 
(PDB: 
4O2E) 

HLA-
B*4403 
(PDB: 
1SYS) 

HLA-
B*5301 
(PDB: 
1A1M) 

HLA-
B*5801 
(PDB: 
5IM7) 

Média 

1 
WP_041033700.1  
D-alanil-D-alanina 
carboxipeptidase 

TPFGAGWSW -54,89 -18,06 -34,65 -42,60 -13,15 -43,74 -38,83 -33,18 -34,89 

LEDRLVETL -41,35 -22,48 -43,79 -24,36 -35,34 -16,97 -38,4 -23,62 -30,79 

2 

WP_141960268.1 
Fosfolipase C, 

fosfocolina 
específica 

FTIPLPGDR -46,08 -24,55 -15,99 -24,14 -6,21 -15,41 -33,75 -23,74 -23,73 

3 

WP_048321499.1  
Proteína spore coat 
contendo o domínio 

U 

SSNVNFPLY -56,28 -23,22 -32,65 -9,88 -19,00 -36,62 -37,51 -30,24 -30,68 

4 

WP_033636744.1 
Receptor 

dependente de 
TonB 

QTYGAKIAR -43,86 -4,69 -22,38 -19,36 -15,9 -25,6 -18,49 -26,75 -22,13 

SEYVWNYEL -40,96 -17,05 -33,96 -25,68 -8,14 -15,25 -42,89 -39,22 -27,89 

YQFLKGWEL -49,03 -18,24 -15,98 -8,29 -15,5 -25,71 -47,98 -35,74 -27,06 

 

Fonte: Autoria própria. Os epítopos em negrito correspondem aos utilizados nas análises posteriores. 
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Tabela 6. Docking molecular dos epítopos de MHC-II. 

No. 
Nome e ID da 

proteína 
Epítopo 

Energia Global 

HLA-
DRB1*010

1 (PDB: 
2FSE) 

HLA-
DRB1*030

1 (PDB: 
1A6A) 

HLA-
DRB1*040

1 (PDB: 
2SEB) 

HLA-
DRB1*150

1 (PDB: 
1BX2) 

HLA-
DRB3*010

1 (PDB: 
2Q6W) 

HLA-
DRB3*020

2 (PDB: 
3C5J) 

HLA-
DRB5*010

1 (PDB: 
1H15) 

Média 

1 
WP_041033700.1  
D-alanil-D-alanina 
carboxipeptidase 

WLLPAILALAGCSSS -89,74 -79,65 -74,83 -68,81 -65,01 -43,2 -72,52 -70,54 

PGARAGAPGRVSFYP -74,58 -62,83 -62,02 -62,94 -41,19 -30,71 -64,83 -57,01 

LAVTFLKVSNNGYGE -66,12 -73,03 -51,81 -54,69 -36,28 -30,34 -61,55 -53,40 

PLAFAIISNNYLVPG -72,30 -57,61 -55,05 -62,76 -58,50 -47,77 -89,92 -63,42 

2 

WP_084827239.1  
Fosfollipase 

semelhante a 
patatina 

SGASAGAIAALLVGL -58,55 -72,12 -64,58 -75,20 -59,65 -41,55 -64,48 -62,30 

3 

WP_141960268.1 
Fosfolipase C, 

fosfocolina 
específica 

RQYRAASIQVGNPAR -61,17 -55,80 -47,44 -47,05 -13,96 -30,96 -69,12 -46,50 

EKRFQVHEPNISAWR -38,13 -38,77 -45,12 -8,34 -16,93 -24,41 -27,34 -28,43 

4 

WP_048321499.1  
Proteína spore coat 
contendo o domínio 

U 

SLNLLSLILISSNVN -88,21 -56,66 -52,15 -68,53 -29,65 -50,1 -89,29 -62,08 

LSLILISSNVNFPLY -93,62 -65,33 -50,97 -82,72 -16,16 -46,28 -45,35 -57,20 

5 
WP_033636744.1 

Receptor 
dependente de TonB 

NVGANAFLSGTRPRL -65,95 -52,33 -55,04 -61,88 -20,96 -31,18 -58,32 -49,38 

NAFLSGTRPRLNLSL -74,06 -48,43 -59,42 -37,86 -35,10 -31,70 -35,66 -46,03 

TDFNINRPTAYNIQY -42,87 -44,67 -49,32 -32,67 -13,94 -34,32 -43,83 -37,37 

ADSRLHGLAGLRYFH -62,54 -47,66 -53,30 -61,08 -24,56 -25,95 -58,13 -47,60 

RWDFELFGNLGLLKT -45,56 -55,26 -56,56 -51,49 -16,14 -32,27 -63,07 -45,76 

ARAPAYTANMGAKYQ -45,59 -44,37 -51,96 -44,44 -22,36 -29,58 -34,58 -38,98 

AKYQFLKGWELSSNV -54,33 -61,70 -39,90 -59,14 -18,93 -25,68 -38,05 -42,53 

 

Fonte: Autoria própria. Os epítopos em negrito correspondem aos utilizados nas análises posteriores. 

 

Em seres humanos, as moléculas de MHC são conhecidas como antígenos 

leucocitários humanos (HLAs). Altamente polimórficos, suas frequências alélicas 

variam entre diferentes grupos populacionais (LATA et al., 2018). Epítopos 

considerados promíscuos, isto é, que possuem uma alta afinidade de ligação a 

diversos alelos diferentes e que cobrem uma grande parcela da população (como 

HLA-A1, HLA-A2, DRB1) ajudam a contornar o problema da alta variabilidade de HLAs 

na população humana (EBRAHIMI; MOHABATKAR; BEHBAHANI, 2019). 

 

4.6 Identificação e caracterização dos epítopos lineares de células B 

Os epítopos de células B são responsáveis por ativar a resposta humoral que irá 

produzir anticorpos (JESPERSEN et al., 2017). Estes epítopos podem ser divididos 

em dois grupos: epítopos conformacionais, que formam uma estrutura tridimensional 

ou epítopos lineares, que consistem em uma sequência direta de aminoácidos 

(JESPERSEN et al., 2017). Embora os epítopos conformacionais correspondam a 

vasta maioria dos epítopos de células B, frequentemente, estas regiões possuem 
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epítopos lineares também, tornando interessante sua identificação numa projeção de 

vacina (GALANIS et al., 2021; JESPERSEN et al., 2017).  

Um total de 503 epítopos identificados entre os servidores foram sujeitos a avaliação 

de antigenicidade, dos quais, 236 foram considerados antigênicos. Através de uma 

análise manual, 23 epítopos com regiões sobrepostas de aminoácidos preditas pelos 

diferentes servidores foram selecionados e testados para sua toxicidade, 

alergenicidade, conservação e hidrofilicidade, resultando em 12 epítopos com 

características desejadas e selecionados para a construção de vacina (Tabela 7). Os 

receptores de células B (BCR) apresentam uma alta variabilidade devido aos 

processos de recombinação somática que a célula sofre para gerar a cadeia de 

imunoglobulina do receptor (TREANOR, 2012). Por conta desta alta variabilidade, 

uma análise de docking molecular se torna inviável, considerando o alto número de 

possibilidades de BCRs. Os epítopos lineares de células B são, portanto, introduzidos 

diretamente na sequência de vacina e posteriormente avalia-se a presença de 

epítopos conformacionais. 

 

Tabela 7. Epítopos de células B e suas características. 

No. 
Nome e ID da 

proteína 
Começo Fim Comprimento Epítopo Antigenicidade Toxicidade Alergenicidade Hidropaticidade 

1 
WP_041033700.1  
D-alanil-D-alanina 
carboxipeptidase 

100 108 9 TGEQRGDTL 1,4316 Não tóxico Não alérgeno 1,49 

117 127 11 SGDPTLHPDDL 0,7116 Não tóxico Não alérgeno -1,02 

331 339 9 GRKTQGKGD 2,7203 Não tóxico Não alérgeno 2,36 

2 

WP_084827239.1 
Fosfolipase 

semelhante a 
patatina 

147 159 13 QREVYSHRTTPRM 0,7944 Não tóxico Não alérgeno -2,05 

214 229 16 SSQRINTRTLGLRLDS 1,7872 Não tóxico Não alérgeno -0,77 

3 

WP_141960268.1 
Fosfolipase C, 

fosfocolina 
específica 

620 629 10 QPEVRLRPTG 1,3449 Não tóxico Não alérgeno -1,23 

4 

WP_048321499.1  
Proteína spore 

coat contendo o 
domínio U 

81 91 11 MAVANTDGSGD 1,8801 Não tóxico Não alérgeno -0,28 

263 277 15 TTVWDSTNKQSGAGT 1,023 Não tóxico Não alérgeno -0,97 

5 

WP_033636744.1 
Receptor 

dependente de 
TonB 

5 15 11 FAAQRHESVGN 0,8087 Não tóxico Não alérgeno -0,80 

45 55 11 AETKSNETYQD 1,6267 Não tóxico Não alérgeno -2,10 

233 243 11 DRQRRRSEADL 1,2989 Não tóxico Não alérgeno -2,47 

429 439 11 RLEREHRRRDG 1,6679 Não tóxico Não alérgeno -2,98 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

4.7 Construção de sequência e caracterização das vacinas  

A construção de 4 modelos de vacina (SMV1, SMV2, SMV3 e SMV4) foi realizada 

através da combinação de um adjuvante, a sequência PADRE, 5 epítopos CTL (MHC-

I), 12 epítopos HTL (MHC-II) e 12 epítopos BCL (Células B), de maneira sequencial e 
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separada por linkers GGGS, GPGPG e KK e finalizada com um linker EAAAK. Cada 

constructo diferia apenas no seu adjuvante, sendo utilizados a proteína ribossomal 

50s L7/L12, β-defensina, proteína HBHA e sequência conservada da proteína HBHA. 

A sequência PADRE consiste em um peptídeo sintético universal, capaz de induzir 

células T CD4+, aumentando a eficiência e potência de uma vacina baseada em 

epítopos, além de auxiliar no contorno do problema do alto polimorfismo dos alelos de 

HLA (GHAFFARI-NAZARI et al., 2015; KHAN et al., 2021). Os adjuvantes HBHA e 

proteína ribossomal L7/L12 são agonistas do complexo TLR4/MD2 e a beta-defensiva 

pode atuar como agonista do TLR1, TLR2, TLR4, favorecendo o processo de 

apresentação de antígeno (AZIM et al., 2019). Os epítopos CTL, HTL e BCL foram 

conjugados através de linkers GGGS, GPGPG e KK, respectivamente, responsáveis 

por garantir a separação efetiva dos epítopos individuais in vivo e favorecer sua 

apresentação (HAJIGHAHRAMANI et al., 2017). 

Cada construção possuía 668 (SMV1), 659 (SMV2), 554 (SMV3) e 639 (SMV4) 

resíduos de aminoácidos de comprimento e um peso molecular de 70,335, 69,217, 

57,867 e 66,147 kDa, respectivamente. O ponto-isoelétrico teórico variou de 9,85 até 

10,36, sugerindo que cada construção possuía carga positiva em condições 

fisiológicas (KOZLOWSKI, 2016). O index de instabilidade variou entre 28,01 até 

35,66, demonstrando a natureza estável das vacinas e, ao mesmo tempo, o index 

alifático variou entre 66,68 até 74,19, sugerindo a estabilidade das proteínas em 

diferentes temperaturas (CHUKWUDOZIE et al., 2021). As construções de vacina 

também possuíam uma natureza hidrofílica e todas apresentaram uma boa 

solubilidade (> 0,873) quando em expressão heteróloga em E. coli, algo importante 

para muitos estudos bioquímicos, de caracterização funcional e de purificação da 

proteína (CHEN et al., 2021). Além disso, nenhuma construção apresentou 

características tóxicas ou alergênicas, todas foram consideradas antigênicas e devido 

a sua natureza solúvel, estável e hidrofílica (Tabela 8), todas foram mantidas para os 

experimentos seguintes.  
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Tabela 8. Construções de vacina e suas características. 

Fonte: Autoria própria. 

 

Interessantemente, foram identificados 17 sítios de clivagem proteassomal, 15 sítios 

de clivagem para catepsina B, 3 sítios para catepsina D, 8 sítios para catepsina E, 3 

sítios para catepsina G, 6 sítios para catepsina K e 1 para catepsina L, todos com 

mais de 99% de especificidade, majoritariamente próximos dos linkers. Isto demonstra 

que a utilização dos linkers pode auxiliar o processamento e apresentação dos 

epítopos individuais para o sistema imune do hospedeiro, induzindo respostas 

humorais e celulares (MAJID; ANDLEEB, 2019). 

 

4.8 Predição de estrutura secundária e modelagem tridimensional, refinamento 

e validação das vacinas 

A análise da estrutura secundária e terciária é necessária durante um 

desenvolvimento de uma vacina por metodologias in silico, pois permite observar as 

possíveis interações da vacina com componentes do sistema imune, sua estabilidade 

e seu enovelamento  (MAJID; ANDLEEB, 2019). As estruturas secundárias das 

construções de vacina foram avaliadas pelo servidor PSIPRED. A vacina SMV1 

possuía 48,35% de seus aminoácidos em estrutura desordenada, 40,12% em α-hélice 

e a menor porcentagem de aminoácidos em folhas-β, 11,23%. SMV2 tinha 49,75% da 

sua estrutura desordenada, 38,56% em α-hélice e 11,69% em folhas-β. SMV3 teve a 

maior porcentagem de estrutura desordenada (55,05%), 27,62% da estrutura em α-

hélice e a maior porcentagem de folhas-β, 17,33%. Por último, SMV4 tinha 54,23% de 

sua estrutura desordenada, 30,05% em α-hélice e 15,72% em folha-β. É interessante 

destacar que todas as construções possuíam boa parte de sua estrutura como 

Vacina/ 
adjuvante 

Antigenicidade Alergenicidade 
Comprimento 

de a.a. 

Peso 
molecular 

(kDa) 
pI 

Index de 
instabilidade 

Index alifático Hidropaticidade Solubilidade 

SMV1 (HBHA) 

Vaxijen: 
1.0377 

 
ANTIGENpro: 

0.835 

Não alérgeno 668 70,335 9,91 33,33 72,46 -0,525 0,967 

SMV2 
(Sequência 
Conservada 
de HBHA) 

Vaxijen: 
1.0449 

 
ANTIGENpro: 

0.851 

Não alérgeno 659 69,217 9,86 35,66 73,87 -0,510 0,974 

SMV3 (β-
Defensina) 

Vaxijen: 
1.1417 

 
ANTIGENpro: 

0.827 

Não alérgeno 554 57,867 10,36 31,21 66,68 -0,547 0,873 

SMV4 
(Proteína 

ribosomal 50s 
L7/L12) 

Vaxijen: 
1.0210 

 
ANTIGENpro: 

0.818 

Não alérgeno 639 66,147 9,85 28,01 74,19 -0,389 0,957 
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desordenada ou em α-hélice e que essas formas estão associadas com importantes 

estruturas antigênicas e sensíveis aos anticorpos induzidos durante a infecção (BIBI 

et al., 2021; SHEY et al., 2021). Os resultados estão apresentados na Figura 7.  

 

Figura 7. Estrutura secundária de cada construção de vacina. 

 

Fonte: autoria própria. As regiões azuis representam as regiões desordenadas, as rosas, de α-hélice, 

as amarelas, de folhas-β. A) SMV1, B) SMV2, C) SMV3, D) SMV4. 

 

A estrutura 3D das vacinas foi obtida utilizando o servidor I-TASSER. O C-score é uma 

medida que varia de -5 até 2, onde um valor maior representa um modelo de maior 

confidência e topologia correta. SMV1 teve um Z-score de 0,64 até 2,42 e um C-score 

de -2,41. SMV2 teve um Z-score de 0,65 até 2,39 e um C-score de -2,41. SMV3 teve 

um Z-score de 1,08 até 3,43 e um C-score de -1,92. SMV4 apresentou um Z-score de 

1,06 até 5,61 e o maior C-score, 1,34 (Figura 8A). Além dessas classificações, o 

servidor também atribui um TM-score, uma métrica para mensurar a similaridade de 

duas estruturas proteicas e que visa contornar a possibilidade de um baixo C-score, 

mesmo com a topologia geral entre as duas sequências sendo semelhantes e um 

valor de RMSD (desvio médio quadrático). Os valores do TM-score variaram de 0,43 

± 0,14 até 0,55 ± 0,15; um TM-score maior que 0,50 indica uma maior acurácia na 

predição da topologia geral. Já o RMSD variou de 11,1 ± 4,6 Å até 14,0 ± 3,9 Å (Figure 

8B). 
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Figura 8. Características e estruturas das construções de vacina. 

 

Fonte: Autoria própria. A) Características, B) Estruturas. a) SMV1, b) SMV2, c) SMV3, d) SMV4. 

 

As estruturas tridimensionais das construções foram submetidas ao servidor 3Drefine, 

responsável pelo refinamento e otimização das energias de ligação dentro da 

proteína. Os modelos refinados com o menor valor de MolProbity foram selecionados, 

pois quanto menor o valor de MolProbity, maior a qualidade do modelo (Figura 9A). 

A validação do refinamento foi feita através de diferentes servidores. O servidor 

ERRAT atribui um fator de qualidade para a estrutura da proteína, entre 0 e 100. Todas 

as construções de vacina obtiveram fatores de qualidade superiores a 75 (Figura 9A). 

O servidor ProSA-web foi utilizado para avaliar o Z-score das construções de vacina. 

O Z-score, neste contexto, é uma medida de desvio de energia entre duas estruturas 

proteicas de tamanho semelhante (WIEDERSTEIN; SIPPL, 2007). No servidor, o Z-

score das construções de vacina é comparado com o Z-score de proteínas nativas 

analisadas por cristalografia de raio-X ou por espectroscopia NMR (Nuclear magnetic 

resonance), cuja estrutura tenha sido depositada no PDB (Protein Data Bank).  Todas 

as proteínas apresentaram um Z-score semelhante ao de proteínas nativas, como 

demonstrado na Figura 9B, pelos pontos negros em relação às áreas azuis. Além 

disso, a estrutura tridimensional das vacinas foi avaliada através da plotagem de 

Ramachandran. A plotagem de Ramachandran é uma maneira de visualizar regiões 

energeticamente permitidas na “espinha dorsal” da proteína (ZHOU; O’HERN; 

REGAN, 2011). Todas as construções de vacina tinham mais que 97% dos 

aminoácidos em regiões energeticamente permitidas (Figura 9A), representados 
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pelos pontos pretos nas regiões amarelas e vermelha, na Figura 9C. Os resultados 

indicaram, portanto, uma boa qualidade geral da estrutura tridimensional das vacinas. 

 

Figura 9. Validação da estrutura tridimensional da proteína. 

 

Fonte: autoria própria. A) Características da estrutura refinada, B) Z-score do ProSA-web, C) 

plotagem de Ramachandran. a) SMV1, b) SMV2, c) SMV3, d) SMV4. 

 

4.9 Docking proteína-proteína e simulação molecular dinâmica 

O docking molecular é muito utilizado para explorar a afinidade de ligação entre 

proteínas e consiste numa estratégia essencial para o desenvolvimento de vacinas 

(ALOM et al., 2021). Cada construção foi avaliada quanto sua interação com o 

complexo TLR4-MD2 (PDB: 3FXI), um complexo presente em células do sistema 

imune inato. A vacina SMV4 foi a que apresentou a melhor afinidade de ligação, -28,3 

kcal/mol, com um Kd (constante de dissociação) de 1,1E-20 a 37ºC, uma energia 

global de -55,38 e uma energia de ligação de hidrogênio (HB) de -12,81 (Figura 10A). 

Estes resultados demonstram a interação estável de SMV4 com o complexo. Deste 

modo, dentre as quatro vacinas, a SMV4 foi selecionada para a continuidade dos 

experimentos (Figura 10B). 
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Figura 10. Características do docking molecular de SMV4 com o complexo TLR4-MD2 e estrutura do 

complexo dockado. 

 

Fonte: autoria própria. A) Características, B) Complexo dockado. Em laranja, SMV4 e em azul, TLR4-

MD2 

 

A simulação molecular dinâmica (MD) e análise de modo normal (NMA) do complexo 

SMV4-TLR4-MD2 foi realizada pelo servidor iMODS. A simulação MD consiste numa 

maneira intuitiva de se ilustrar as dinâmicas de um complexo proteico a nível atômico, 

mostrando o movimento molecular realizado, sua função e estabilidade 

(HILDEBRAND; ROSE; TIEMANN, 2019). O complexo SMV4-TLR4-MD2 é 

representado na Figura 11A. Os picos no gráfico de deformabilidade do complexo 

indicam as regiões com maior deformabilidade (Figura 11B). O gráfico do Fator-B do 

complexo traz um fácil entendimento e visualização da comparação entre o NMA e o 

campo PDB do complexo (Figura 11C). O complexo é sugerido como estável, 

conforme Figura 11D. Os gráficos de variância e co-variância são mostrados na 

Figura 11E e Figura 11F. O mapa elástico (Figura 11G) do complexo descreve a 

conexão entre átomos, onde as regiões cinza-escuras representam regiões 

endurecidas. Os resultados obtidos demonstram a natureza estável do complexo em 

ambiente biológico. 
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Figura 11. Simulação molecular dinâmica do complexo SMV4-TLR2-MD2. 

 

Fonte: autoria própria. A) Estrutura do complexo, B) Deformabilidade, C) Fator-B, D) Eigenvalue, E) 

Variância, F) Co-variância, G) Rede elástica. 

 

4.10 Análise de epítopos descontínuos de células B e simulação imune de 

eficiência 

A maioria dos epítopos de células B é conformacional, ou seja, seus aminoácidos 

constituintes se encontram próximos uns aos outros após o dobramento da proteína, 

criando uma estrutura tridimensional capaz de interagir com anticorpos (PALATNIK-

DE-SOUSA; SOARES; ROSA, 2018). A estrutura da vacina SMV4 foi analisada no 

servidor Ellipro para a identificação de epítopos conformacionais de células B. Um 

total de oito epítopos conformacionais, com pontuações variando de 0,713 até 0,872 

foram encontrados. O mais curto e mais longo epítopo possuíam 3 e 63 resíduos de 

comprimento, respectivamente. Os aminoácidos presentes nos epítopos, o número de 

resíduos, suas pontuações e a representação tridimensional destes epítopos estão 

presentes na Figura 12. 
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Figura 12. Epítopos descontínuos de células B presentes em SMV4. 

 

Fonte: autoria própria. A) Características dos epítopos descontínuos, B) Estrutura tridimensional dos 

epítopos. 

 

Os epítopos de células B e T presentes na vacina devem ser capazes de estimular 

respostas humorais e celulares. A simulação imune com a vacina SMV4 no servidor 

C-ImmSim, com exposição repetida ao antígeno, mostrou um aumento consistente na 

geração de respostas imunes. Após a primeira exposição, ocorreu um grande 

aumento de níveis de IgM e a segunda e terceira exposição obteve respostas ainda 

maiores, distinguíveis pelo maior número de anticorpos IgM + IgG, IgG1 + IgG2, IgG1 

e pela rápida limpeza na concentração do antígeno (Figura 13A). Populações de 

células B de isótopos IgM e IgG1 foram geradas de maneira considerável junto com 

células B de memória (Figura 13B). Além disso, células T, incluindo células TH 

(helper) e TC (citotóxicas) foram geradas em grande número (Figura 13C, 13D). Um 

nível significante de células T regulatórias (Treg) foi encontrado após a exposição e 

sua consequente redução após alguns dias de exposição ao antígeno (Figura 13E). 
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Os níveis de IFN-γ e IL-2 tiveram um aumento após a primeira injeção e foram 

induzidos nas exposições seguintes (Figura 13F).  

A presença de células B de isótopos IgM, IgG1 e de memória são requeridas para 

uma resposta humoral eficiente e para aquisição da imunidade de longo prazo (SHEY 

et al., 2019). As populações de células TH e TC demonstram uma resposta celular 

para defesa contra o patógeno em sua fase intra- e extracelular (QIN et al., 2021). 

Além disso, citocinas como IFN-γ e IL-2 contribuem para o desenvolvimento de 

respostas imunes celulares e pós-vacinação (CHAUDHURI et al., 2020). Ademais, o 

Index de Simpson demonstra que a vacina é capaz de estimular uma resposta imune 

robusta e diversa  (RAHMAN et al., 2020).  

 

Figura 13. Simulação imune de SMV4. 

 

Fonte: Autoria própria. A) Imunoglobulinas após a injeção do antígeno, B) Populações de células-B, 

C) Geração de células HTL, D) Geração de células CTL, E) Níveis de células T-reg, F) Níveis de 

citocina e Index de Simpson. 

 

4.11 Adaptação de códon e clonagem in sílico 

Durante a construção de uma vacina de epítopos, um estágio crítico é a clonagem 

eficiente e expressão em um vetor compatível (OBAIDULLAH et al., 2021). A 

adaptação de códons é essencial por conta da degeneração do código genético, que 

permite que os aminoácidos sejam incorporados através de diversos códons (SHEY 

et al., 2021). Os códons de SMV4 foram adaptados para o vetor de expressão E. coli 
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K12, pelo servidor JCAT. A construção otimizada possuía 1917 pb de comprimento, 

um conteúdo G+C de 54,17%, além de possuir um CAI (Codon Adaptation Index, uma 

medida para avaliação da adaptação de códons), excelente (0,958), demonstrando a 

alta chance de expressão. Posteriormente, a sequência foi inserida entre os sítios 

XhoI e NdeI do plasmídeo pET-28a (+). O vetor tinha um comprimento total de 7212 

pb (Figura 14). 

 

Figura 14. Vetor de expressão pET28A (+) contendo SMV4. 

 

Fonte: Autoria própria. 
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5 CONCLUSÃO 

Um total de 49 isolados clínicos de S. marcescens completamente sequenciados 

foram utilizados e 5 proteínas essenciais, de virulência ou resistência, não homólogas 

a humanos, antigênicas, foram identificadas. Destas proteínas, epítopos de linfócitos 

T com alta afinidade a diversos alelos de HLA foram utilizados na construção de 4 

modelos vacinais com diferentes adjuvantes. A modelagem tridimensional das 

construções foi satisfatória e SMV4 possuía a maior afinidade ao receptor TLR4. A 

vacina SMV4 apresentou 8 epítopos conformacionais de linfócitos B, que eram 

estáveis em meio fisiológico. A vacina era capaz de induzir respostas imunes celulares 

e humorais, através de estudos de simulação imune.  Através dos resultados in silico, 

a construção possui a capacidade de ser expressa em E. coli K12. Futura validação 

experimental como a clonagem, expressão e purificação da vacina proposta, seguida 

da sua inoculação em murinos e ensaios citotóxicos serão necessários para 

estabelecer sua potência, eficácia e segurança. 
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