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RESUMO 

 

Streptococcus pneumoniae é um agente colonizador comum da nasofaringe humana, 

que, ocasionalmente, pode espalhar-se para outras regiões, provocando doenças tais como a 

otite média, sinusite, pneumonia, bacteremia e meningite. A lactoferrina (LF) e a lisozima 

(LZ) são dois componentes importantes do sistema de imunidade da mucosa inata, que 

exibem efeitos líticos e opsonizante contra uma ampla gama de micro-organismos. A 

apolactoferrina (ALF) exerce os seus efeitos bactericidas, produzindo peptídeos catiônicos, 

que interagem com a membrana da célula, causando a lise. A LZ facilita a degradação 

peptoglicana pela clivagem das ligações entre o ácido N-acetilmurâmico e N-

acetilglucosamina, levando à desestabilização da parede celular e da lise. Dado que eles são 

encontrados em nichos semelhantes ao do hospedeiro, propõe-se que LF e LZ atuam de forma 

sinérgica no controle da propagação bacteriana em toda a mucosa. Revelou-se que a 

combinação de LF e LZ aumenta a destruição de diferentes agentes patógenos in vitro, com a 

LF facilitando a ação da LZ. O presente trabalho investigou as ações bactericidas e 

opsonizante da lactoferrina sobre S. pneumoniae, sozinha ou combinada à lisozima. As 

bactérias de diferentes sorotipos apresentaram uma variação de suscetibilidade restrita à lise 

por ALF e LZ, enquanto a administração concomitante de ALF e LZ aumentou de modo 

significativo, a morte dos pneumococos. A influência da cápsula sobre os efeitos líticos de LZ 

foi estudada através do uso de uma estirpe negativa de cápsula, e verificou-se que essa era 

mais susceptível à destruição por LZ do que a estirpe do tipo selvagem. O papel da proteína 

de superfície pneumocócica A (PspA) na prevenção da morte dos pneumococos mediada por 

LF foi demonstrado através da incubação com fragmentos recombinantes de PspA,  e 

verificou-se ser independente do tipo da família ou clado da PspA. Além disso, a adição de 

anticorpos anti-PspA foi capaz de aumentar a lise pneumocócica por ALF, 

independentemente das semelhanças de sequências entre a molécula expressa na superfície 

bacteriana, PspA recombinante, e aquela utilizada para produzir os anticorpos. A ligação da 

ALF à superfície pneumocócica foi confirmada por citometria de fluxo e verificou-se ser 

dependente da presença de cápsula e PspA, uma vez que a interação de LF foi eliminada tanto 

na cápsula de estirpe negativa mutante quanto na presença de anticorpos anti-PspA. O 

potencial opsonizante da hololactoferrina (HLF) na presença do complemento ficou evidente 

na ação combinada favorecendo a fagocitose pelos polimorfonucleares, já no ensaio in vivo os 

resultados sugerem um possível mecanismo de interação de clarance entre anticorpos anti-

PspA e ALF contra pneumococos na mucosa, e reforça a PspA como um antígeno alvo da 

vacina. 

 

 

Palavras Chaves: Streptococcus pneumoniae, lactoferrina e lisozima. 
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ABSTRACT 

 

Streptococcus pneumoniae is a common colonizing agent of the human nasopharynx, 

which can occasionally spread to other regions, causing diseases such as otitis media, 

sinusitis, pneumonia, bacteremia and meningitis. Lactoferrin (LF) and lysozyme (LZ) are two 

important components of innate mucosal immune system, and opsonizing that display lytic 

effect against a broad range of microorganisms. The apolactoferrina (ALF) exerts its 

bactericidal effects, producing cationic peptides, which interact with the cell membrane, 

causing lysis. LZ peptoglicana facilitates the degradation by cleavage of the bonds between 

N-acetylmuramic acid and N-acetylglucosamine, leading to destabilization of the cell wall 

lysis. Since they are found in niches similar to the host, it is proposed that LZ and LF act 

synergistically in controlling bacterial propagation across the mucosa. It was revealed that the 

combination of the LF and LZ increases the destruction of different pathogens in vitro with 

LF facilitating LZ action. This study investigated the antibacterial and opsonizing shares of 

lactoferrin against S. pneumoniae, alone or combined lysozyme. The bacteria of different 

serotypes showed a susceptibility variation restricted to lysis by ALF and LZ, while the 

concomitant administration of ALF and LZ increased significantly, the death of pneumococci. 

The influence of the capsule on the LZ lytic effect was studied by using a capsule negative 

strain, and it was found that it was more susceptible to destruction by LZ than the wild type 

strain. Role of pneumococcal surface protein A (PspA) in the prevention of death of 

pneumococci mediated LF was demonstrated by incubation with recombinant PspA 

fragments, and was found to be independent of the type or family of PspA clade. Furthermore, 

the addition of anti-PspA antibodies were able to increase the pneumococcal lysis by ALF, 

regardless of the sequence similarities between the molecule expressed on the bacterial 

surface of recombinant PspA and that used to produce the antibodies. The binding of alpha 

pneumococcal surface was confirmed by flow cytometry and found to be dependent on the 

presence of capsule and PspA, since the interaction of LF was eliminated in both negative 

mutant strain capsule and in the presence of anti-PspA antibodies. The opsonizing potential 

hololactoferrina (HLF) in complement presence was evident in the combined action favoring 

phagocytosis by polymorphonuclear already in the in vivo test results suggest a possible 

clarance interaction mechanism between anti-PspA and ALF pneumococcal antibody in the 

mucosa, and reinforces the PspA as a vaccine target antigen. 

 

 

Key-Words: Streptococcus pneumoniae, lactoferrin and lysozyme. 
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1  INTRODUÇÃO 

 

Streptococcus pneumoniae é um colonizador comum da nasofaringe de crianças e 

adultos saudáveis, podendo sob certas circunstâncias, espalhar-se para outros locais, tais como 

os pulmões, meninges e sangue, provocando reações inflamatórias intensas e levando a 

doenças como a pneumonia, meningite e septicemia (KADIOGLU et al., 2008). Sua 

incidência e mortalidade são maiores entre os idosos e crianças; a Organização Mundial da 

Saúde (OMS) estima que 1,6 milhões de pessoas morrem todo o ano no mundo devido a 

doenças pneumocócicas, sendo que destas, em torno de 1 milhão são crianças com menos de 5 

anos, e que a maioria dos casos ocorre em países em desenvolvimento (OMS, 2007). 

Os mecanismos iniciais de resistência às infecções por pneumococo incluem barreiras 

físicas como o muco, que limita a adesão da bactéria ao epitélio respiratório, e a presença de 

determinados compostos como lactoferrina e lisozima que são duas proteínas antimicrobianas 

essenciais do sistema imune inato de mucosa (PARKER e PRINCE, 2011). 

A lisozima, também conhecida como muramidase, é o polipeptídeo mais abundante 

nas secreções do trato respiratório (> 500 µg/mL) (COLE et al., 2002); está presente na 

lágrima, saliva, pele, urina, muco, leite e colostro, além dos grânulos primários e secundários 

dos neutrófilos e nos fagócitos mononucleares (GANZ, 2002). Sua principal ação é a hidrólise 

de componentes da parede celular bacteriana. A ação da lisozima envolve a quebra das 

ligações β 1-4 glicosídicas entre o ácido N-acetilmurâmico e N-acetilglicosamina, presentes 

no peptidoglicano da parede celular das bactérias Gram positivas; a desestruturação do 

arcabouço da parede pode levar à lise da bactéria devida à grande diferença de pressão 

osmótica ao longo da membrana citoplasmática (JOLLES, 1964; SINNOTT, 1993; GANZ, 

2002; MARANA et al., 2006). Outra ação da lisozima é a atividade de quitinase, que quebra a 

ligação glicosídica da quitina presente na parede dos fungos (JOLLES, 1984).  

Foi demonstrado que citocinas pró-inflamatórias, como a TNF-α, são capazes de 

elevar os níveis da lisozima e estimular o Burst respiratório, fazendo com que esta proteína 

seja detectada em concentrações elevadas nos locais de inflamação (GANZ, 2002). Além da 

atividade antimicrobiana, a lisozima humana aumenta a atividade fagocítica de 

polimorfonucleares e macrófagos e estimula a proliferação de monócitos (NIYONSABA & 

OGAWA, 2005). 

Lactoferrina (LF), é uma glicoproteína de ~80 kilo Daltons, composta por uma cadeia 

polipeptídica simples dobrada em dois lobos simétricos (N e C) altamente homólogos. Cada 
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lobo contém um sítio de ligação de ferro. Na sua forma livre de Ferro (apolactoferrina – 

ALF), os sítios de ligação de ferro estão livres, enquanto na forma hololactoferrina (HLF), os 

sítios são preenchidos por um íon de ferro por lobo, geralmente Fe
3+

 (BAKER et al., 2000).  

A Lactoferrina é um membro da família das transferrinas e está presente na maioria 

das secreções biológicas e nos neutrófilos. Possui diversas funções biológicas importantes, 

incluindo atividade antibacteriana para um amplo espectro de bactérias Gram-negativas e 

Gram-positivas. Normalmente, a sua concentração é relativamente baixa no soro e no meio 

extracelular. No entanto, durante processos inflamatórios, como doenças neurodegenerativas, 

inflamação intestinal, artrite e inflamação alérgica, as concentrações de LF aumentam 

consideravelmente (UCHIDA, MATSUSE et al., 1994; GALLI, TSAI et al., 2008).  

LF é produzida por células epiteliais da mucosa em diversas espécies de mamíferos, 

sendo encontrada na lágrima, saliva, fluidos vaginais, sêmen (BAKER e BAKER., 2009), 

secreções nasais e brônquicas, bile, líquido gastrointestinal, urina e em maior concentração no 

leite e no colostro, tornando-se a segunda proteína mais abundante no leite (GONZALEZ-

CHAVEZ, AREVALO-GALLEGOS et al., 2009). Também está presente nos fluidos 

corporais, como no plasma sanguíneo e líquido amniótico, e em quantidades consideráveis 

nos grânulos de neutrófilos (BAKER e BAKER, 2009).  

A sua distribuição em vários tecidos faz da lactoferrina uma proteína multifuncional, 

cujas propriedades incluem a regulação da absorção do ferro no intestino; a modulação da 

resposta imune; ação antioxidante, anticarcinogênica e propriedades anti-inflamatórias; 

proteção contra infecções microbianas (LEGRAND et al., 2005; GONZALEZ-CHAVEZ, 

AREVALO-GALLEGOS et al., 2009; ACTOR et al., 2009). 

A atividade antimicrobiana da LF consiste, em grande parte, de dois mecanismos. O 

primeiro é o sequestro de ferro em locais da infecção, que priva o microrganismo deste 

nutriente, criando um efeito bacteriostático (JENSSEN e HANCOCK, 2009). O segundo é a 

interação direta da molécula da LF com o agente infeccioso. O lobo N da LF contém elevadas 

concentrações de peptídeos carregados positivamente, conhecidos como lactoferricinas, que 

permitem a interação com moléculas aniônicas da membrana citoplasmática das bactérias, 

resultando em uma desestabilização da membrana e, consequente, lise celular (GIFFORD et 

al., 2005). LF também apresenta ação opsonizante, facilitando a fagocitose de bactérias in 

vitro. 

Além de suas propriedades antimicrobianas, a LF tem capacidade de modular a 

resposta imune global e de proteger contra infecções virais e choque séptico. Embora os 
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mecanismos moleculares e celulares dos efeitos imunomoduladores da LF não sejam 

totalmente elucidados, estudos sugerem a existência de vários mecanismos que incluem a 

modulação da produção de quimiocinas, citocinas e espécies reativas de oxigênio (WARD, 

URIBE-LUNA et al., 2002; VALENTI e ANTONINI, 2005). LF também pode favorecer a 

ativação, diferenciação e proliferação das células imunes, através do reconhecimento de 

receptores específicos (BAKER 2005; BAKER e BAKER 2005; LEGRAND, ELASS et al., 

2006). 

 

1.1  Streptococcus pneumoniae 

 

Streptococcus pneumoniae é um diplococo gram-positivo encapsulado, α-hemolítico e 

catalase-negativo (MARRIOTT e DOCKRELL, 2006). É uma bactéria extracelular, capaz de 

se replicar na circulação, nos tecidos conjuntivos e em espaços teciduais, tais como os lumens 

das vias aéreas. 

 A superfície do pneumococo é constituída de três estruturas: a membrana plasmática, 

que exibe uma estrutura conservada, com moléculas de ácido lipoteicóico – contendo resíduos 

de fosfocolina (ChoP); a parede celular composta de polissacarídeos e ácido teicóico, que 

ancora diversas proteínas de superfície; e a cápsula polissacarídica, que possui entre 200-400 

nm de espessura (DAWSON, 2004; KADIOGLU et al., 2008) e apresenta estrutura química 

bastante diversa. 

A estrutura química variável do polissacarídeo capsular permite até o momento a sua 

classificação em 93 sorotipos (BRAIDO et al., 2008; PLETZ et al., 2008; MALLEY, 2009). 

Destes, um pequeno número predomina como agentes causadores de doença no homem; 

estima-se que 11 sorotipos sejam responsáveis por 75% das infecções pneumocócicas em todo 

o mundo, sendo que a maioria das bactérias apenas causa a colonização sem invasão 

(DAWSON, 2004). 

Estudos epidemiológicos demonstraram que no Brasil, entre 1977-2000, os sorotipos 

mais frequentes foram: 1, 5, 6A, 6B, 9V, 14, 18C, 19F e 23F, sendo que 76,5% das cepas 

foram isoladas em crianças menores de 5 anos de idade com meningite (BRANDILEONE, 

2003; YOSHIOKA et al., 2011).  

Uma vacina contendo polissacarídeos, de 14 sorotipos foi produzida e licenciada nos 

EUA em 1977, tendo sido posteriormente substituída por uma formulação 23-valente, 

utilizada até os dias atuais na imunização de adultos. Em 2000, foi lançada a primeira vacina 
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anti-pneumocócica conjugada, contendo polissacarídeo capsular (PS) de 7 sorotipos 

prevalentes fusionados ao toxóide diftérico. A partir de março de 2010, formulações contendo 

10 polissacarídeos passaram a fazer parte do Calendário Básico de Vacinação do Programa 

Nacional de Imunização (PNI) (Ministério da Saúde, 2010 – C, D). Outra vacina contém 13 

sorotipos conjugadas à proteína diftérica CRM-197. Estima-se que os três sorotipos adicionais 

aos 10 incluídos na vacina 10 valente, (3, 6A e 19A) aumentem para 92% a cobertura da 

vacina para prevenção de Doença Pneumocócica Invasiva (DPI) em lactentes e crianças 

menores de 5 anos no mundo todo. No Brasil, essa vacina representaria a possibilidade de 

prevenção de 87% dos casos de DPI em crianças com menos de 5 anos de idade. 

O estudo de Hirose et al. (2014) comparou o período pré-vacinal com o pós-vacinal  

da vacina 10 valente, houve uma redução de 54% de casos de meningite em menores de 1 

ano, o percentual de sorotipos incluídos na vacina conjugada reduziu de 75,9 para 46,7% e 

considerando a faixa etária 12 a 23 meses, a redução foi maior de 73,9 para 20%, já na faixa 

abaixo de 2 anos houve uma redução de 80,7 para 53,3%. Afonso et al. (2013) encontrou uma 

redução significativa na hospitalizações por pneumococos em Belo Horizonte, Curitiba e 

Recife, mas o impacto do uso da vacina e seus benefícios na redução da colonização 

nasofaringea e transmissão de sorotipos vacinais por crianças vacinadas, são muito precoces 

para fase de análise.  

O descobrimento da penicilina, utilizada na prática clínica a partir de 1943, mudou a 

história natural da doença pneumocócica. No entanto, a resistência a essa droga passou a ser 

relatada na literatura a partir de 1967, constituindo-se, especialmente a partir dos anos 90, em 

grave problema de saúde pública (CROOK e SPRATT, 1998; TAVARES, 2001; LOW, 

2005). 

O número de cepas de pneumococo resistentes a antibióticos tem aumentado de forma 

alarmante nas últimas décadas. A resistência à penicilina G é devida a uma alteração das 

proteínas de ligação da penicilina. A resistência dos pneumococos à penicilina tende ser 

clonal. Os pneumococos também são frequentemente resistentes à combinação de 

sulfametoxazol com trimetoprima bem como, algumas vezes, à eritromicina e tetraciclina 

(BRANDILEONE et al., 2006; LUNDSTROM et al., 2004), reforçando a necessidade de se 

ampliar as estratégias de prevenção destas doenças. 

Estas elevadas taxas de mortalidade e morbidade das infecções pneumocócicas, aliadas 

ao surgimento e à disseminação de cepas resistentes aos antibióticos e às perdas econômicas e 

sociais, fazem com que as pesquisas sobre novas vacinas para prevenção das infecções por S. 
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pneumoniae sejam atualmente, consideradas uma prioridade no mundo todo (CDC, 2007; 

BRAIDO et al., 2008). 

O pneumococo coloniza o trato respiratório superior dos seres humanos e pode ser 

isolado da nasofaringe de até um quarto dos adultos saudáveis e 80% das crianças menores de 

cinco anos de idade (AUSTRIAN, 1989), estudos realizados em algumas regiões do Brasil 

demonstraram taxas de colonização em torno 13,9 a 72%, com destaque para as crianças que 

frequentam as creches (LAVAL et al., 2006; CARDOZO et al., 2008; REIS et al., 2008; 

FRANCO et al., 2010). Entretanto, a distribuição dos sorotipos apresentam variações 

influenciadas por diversos fatores, como, região geográfica, grupos etários e condições 

socioeconômicas dos indivíduos (OBARO e ADEGBOLA, 2002; BOGAERT et al., 2004). 

Nos países industrializados predominam os sorotipos 19F, 6B, 6A, 14, 18C e 23F 

(SYROGIANNOPOULOS et al., 2000; BOGAERT et al., 2001; SYRJANEN et al., 2001; 

COLES et al., 2009), já nos países em desenvolvimento é adicionado os sorotipos 15, 33, 12 e 

3, e na América Latina tem uma maior frequência das cepas 14, 6A, 6B, 19F e 23F (GOMEZ 

et al., 2002; LAVAL et al., 2006; PARASKAKIS et al., 2006; BEREZIN et al., 2007; 

OZDEMIR et al., 2008)  

 A doença pneumocócica é sempre precedida pela colonização decorrente da invasão 

de sítios estéreis pelas bactérias. A pneumonia resulta da aspiração de bactérias da 

nasofaringe para os pulmões, seguida por intensa reação inflamatória local, que pode ser fatal. 

A sepse se desenvolve em cerca de 10-15% dos casos de pneumonia pneumocócica. Por volta 

de cinco milhões de crianças com idade inferior a cinco anos morrem anualmente por 

pneumonia pneumocócica (HAUSDORFF et al., 2000; GARCIA et al., 2006). Os 

componentes da superfície bacteriana desempenham um importante papel no início da 

infecção, por inibirem o sistema complemento e a fagocitose, principalmente pelos neutrófilos 

(BALTIMORE e SHAPIRO, 1991; WATSON et al., 1995). 

 

1.2 Fatores de virulência 

 

A virulência do pneumococo está associada a duas características importantes: sua 

capacidade de resistir à fagocitose pelo sistema imune do hospedeiro e a capacidade de 

colonizá-lo (ROSENOW et al., 1997; BOSARGE et al., 2001; THORNTON e MCDANIEL, 

2005).  
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A cápsula polissacarídica (CPS) é considerada essencial na resistência ao sistema 

complemento, e a interação de pneumococos com o complemento varia de acordo com o tipo 

de cápsula (MCDANIEL e SWIATLO, 2004; KERR et al., 2006).  

Abaixo da cápsula encontra-se a parede celular rica em ácido teicóico; esta molécula, 

também conhecida como polissacarídeo C, contém resíduos de colina que são responsáveis 

pela resposta inflamatória intensa observada na infecção por pneumococo, com ativação do 

sistema complemento e produção de citocinas (DAWSON, 2004). 

Além da cápsula, diversas proteínas desempenham papel importante na adesão e na 

doença invasiva (WATSON et al., 1995; MITCHELL e ANDREW, 1997).  

A pneumolisina (Ply) é uma enzima citoplasmática produzida por todos os isolados 

clínicos de S. pneumoniae, que apresenta múltiplas funções: ativa o sistema complemento, 

estimula a apoptose das células do hospedeiro, atua como citolisina (CDC), ligando-se ao 

colesterol da membrana plasmática do hospedeiro e formando poros (PRICE e CAMILLI, 

2009). 

A autolisina é uma enzima responsável pela degradação do peptidoglicano de parede 

celular levando à lise das células bacterianas. A amidase LtyA é uma enzima pertencente ao 

grupo das autolisinas, que atua direta e indiretamente na patogênese da infecção 

pneumocócica. O aumento desse componente de parede celular induz intensa atividade 

inflamatória (TUOMANEN, 1999). 

A proteína A de superfície pneumocócica (PspA) é um fator de virulência exposto, 

sorologicamente variável e presente em todos isolados de pneumococos, com uma massa 

molecular que pode variar entre 67 e 99 KDa (BRILES et al., 2000b). PspA atua como 

inibidor da ativação de complemento mediada por fator B in vivo (via alternativa) e como 

inibidor da deposição de C3b e seu processamento (degradação das cadeias α e β) in vitro 

(REN et al., 2004a). 

PspA é capaz de prevenir a morte do pneumococo ao ligar-se à lactoferrina, (REN et 

al., 2004; SHAPER et al., 2004). A PspA adquire um potencial de carga positiva, que 

possibilita uma interação com a lactoferrina nos sítios de ligação, que são presumivelmente de 

potencial negativo, por interagirem com os íons Fe2
+
 ou Fe3

+
 (KOLBERG et al., 2003). Foi 

demonstrado que a presença de anticorpos anti-PspA aumenta os feitos bactericidas da ALF, 

possivelmente por bloquear os sítios de interação da PspA com LF, corroborando esses 

resultados, a adição de PspAs recombinantes reduz a ação bactericida da LF sobre S. 
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pneumoniae, por competir com a proteína da bactéria pela ligação com LF (SHAPER et al., 

2004). 

  

1.3  PspA como candidato vacinal contra S. pneumoniae. 

 

A proteína A de superfície pneumocócica é um fator de virulência exposto, composta 

por quatro domínios distintos: uma região N-terminal rica em α-hélices e altamente carregada, 

que compreende a porção funcional da PspA e projeta-se para fora da cápsula; uma região rica 

em resíduos de prolina; uma região de ligação à colina, responsável pela fixação da proteína à 

superfície da bactéria e uma cauda C-terminal hidrofóbica curta (GOR et al., 2005; 

JEDRZEJAS et al., 2001; BRILES et al., 2000b). 

A região N-terminal foi subdivida nas porções A, A’ e B, através de estudos de 

alinhamento de sequências de PspAs distintas. Dentre estas, a região B, também conhecida 

como “região definidora de clado” (CDR), apresentou padrão de variação mais previsível, 

servindo como base para a classificação de PspA em 3 famílias, subdivididas em 6 clados, de 

acordo com o grau de identidade, conforme mostrado na Tabela 1. Esta região contém a maior 

parte dos epitopos imunogênicos (MCDANIEL et al., 2004) e é capaz de proteger 

camundongos contra o desafio invasivo com pneumococos virulentos (TAI, 2006). A carga 

negativa na extremidade N-terminal está implicada na redução de deposição da proteína de 

complemento C3b na superfície bacteriana, resultando na inibição de opsonofagocitose da 

bactéria, mediada pela via alternativa do complemento (REN et al., 2004b; JARVA et al., 

2003; TU et al., 1999). 

 

TABELA 1- Classificação dos clados e famílias de PspA segundo o grau de identidade (adaptado de 

HOLLINGSHEAD et al., 2000). 

 

Família 1 Família 2 Família 3 

Clado 1 Clado 2 
 

Clado 3 Clado 4 Clado 5 
 

Clado 6 

 

As PspAs podem ser consideradas de uma mesma família quando a semelhança da 

região definidora de clado é superior à 45%, moléculas de um mesmo clado apresentam 

semelhança superior à 80% (HOLLINGSHEAD et al., 2000). As PspAs de famílias 1 e 2, 

especialmente os clados 1 a 4, são predominantes em todo o mundo (VELA et al., 2001;  

MOLLERACH et al., 2004; BEALL et al., 2000) e no Brasil, estão presentes em 99% dos 

isolados clínicos (BRANDILEONE et al., 2004; PIMENTA et al., 2006). 
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A principal função de PspA está relacionada à sua capacidade de inibir a deposição de 

proteínas do complemento na superfície bacteriana, uma característica observada nas 

moléculas de famílias 1 e 2 (REN et al., 2003). Estudos utilizando pneumococos PspA 

negativos demonstraram que esta proteína é importante para a virulência da bactéria, e que a 

virulência está relacionada à capacidade de interagir com o sistema complemento; enquanto 

os mutantes PspA-negativos são avirulentos em camundongos selvagens, sua virulência é 

retomada em animais knock-out (KO) deficientes nos componentes iniciais da cascata do 

complemento (REN et al., 2004a). 

PspA tem se mostrado imunogênica e protetora em diversos modelos animais (TAI, 

2006). Apesar da variação significativa em sua estrutura, a imunização com a porção N-

terminal de PspA, das diferentes famílias e clados é capaz de induzir anticorpos com 

reatividade cruzada (BRILES et al., 2000a; TART et al., 1996; NABORS et al., 2000). 

O grau de reatividade cruzada entre PspAs é variável (NABORS et al., 2000). Foi 

demonstrado que moléculas de PspAs de famílias diferentes induzem anticorpos com 

capacidades distintas de reconhecimento de moléculas heterólogas (DARRIEUX et al., 2008; 

MORENO et al., 2010). A variabilidade no reconhecimento também está presente em 

proteínas do mesmo clado. Um estudo de variabilidade entre PspAs de família 1 identificou 

dois fragmentos recombinantes, PspA245 e PspA94, capazes de induzir anticorpos com ampla 

reatividade cruzada dentro desta família (GOULART et al., 2011). No entanto, estas 

moléculas não foram capazes induzir anticorpos que reconhecessem PspAs de família 2, 

sugerindo que uma vacina mais abrangente necessitaria conter PspAs de ambas famílias.  

Adultos naturalmente infectados ou colonizados com S. pneumoniae produzem 

anticorpos anti-PspA que podem ser detectados no soro e nas secreções de mucosa (BRILES 

et al., 2004). Estes dados demonstram que PspA é expressa durante o curso da infecção e é 

facilmente acessível ao sistema imune (SWIATLO e WARE, 2003). Além de seu potencial 

protetor comprovado em modelos animais, PspA já foi utilizada com sucesso em um ensaio 

clínico de fase I (BRILES et al., 2000c). 

Diferentes estudos sugerem que o papel protetor de PspA, enquanto candidato vacinal, 

envolve o bloqueio da inibição sobre o sistema complemento (YUSTE et al., 2005); assim, a 

imunização com PspA resulta na produção de anticorpos capazes de ativar a via clássica, 

através da porção Fc, e a via alternativa, pela inativação das funções de PspA, levando a um 

aumento na deposição de C3 na bactéria e “clearance” pelo sistema imune (REN et al.; 2004b, 

DARRIEUX et al., 2008; GOULART et al., 2011). 
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1.4 Lactoferrina, lisozima e PspA. 

 

S. pneumoniae é capaz de interagir com a lactoferrina humana, e o receptor bacteriano 

responsável por essa ligação é a PspA (HAMMERSCHMIDT et al., 1999). A PspA tem uma 

interação maior com a lactoferrina humana do que com a lactoferrina bovina, sugerindo que a 

ligação possa de alguma forma beneficiar o pneumococo (HAKANSSON, ROCHE et al., 

2001). 

Inicialmente acreditava-se que o pneumococo utilizaria HLF como fonte de ferro; 

estudos posteriores, porém, demonstraram que esta bactéria não consegue sequestrar o ferro 

ligado à HLF (TAI, LEE et al., 1993). Foi proposto então que PspA atuaria sobre a ação 

bactericida direta de ALF, o que ficou comprovado pela observação, de que pneumococos 

PspA negativos são mais sensíveis à morte por ALF que aqueles contendo PspA 

(HAKANSSON, ROCHE et al., 2001). Hakansson, (2001) demonstrou que o domínio da 

ligação à ALF em PspA está localizado na região de α-hélice, e corresponde aos aminoácidos 

168-288 da molécula de PspA da cepa Rx1 (HAKANSSON, ROCHE et al., 2001).  

Estudos posteriores identificaram um peptídeo de 11 aminoácidos localizado no final 

da região β – peptídeo SM-1 – presente em todos os clados de PspA e responsável pela 

ligação à ALF (MIRZA, HOLLINGSHEAD et al., 2004). 

A estrutura cristalizada de um complexo formado pelo domínio de ligação à ALF de 

PspA (correspondente aos aminoácidos 168-288 de Rx1) e o lóbulo N da ALF revelou a 

presença de interações específicas entre a superfície negativa das hélices de PspA e o peptídeo 

catiônico lactoferricina (LFN), presente no lobo N (SENKOVICH, COOK et al., 2007). A 

capacidade de PspA em reconhecer LFN ligada à lactoferrina sugere que esta proteína 

pneumocócica previne o acesso de proteases que fariam a clivagem do lóbulo N, inibindo a 

liberação do peptídeo bactericida LFN. 

Como PspA também é capaz de reconhecer LFN livre, pode-se inferir que mesmo 

após a proteólise da ALF e liberação de LFN, PspA ainda é capaz de prevenir a morte de 

pneumococos, bloqueando o acesso deste peptídeo à membrana plasmática da bactéria 

(SENKOVICH, COOK et al., 2007). 

A presença de anticorpos anti-PspA potencializa o efeito bactericida da ALF sobre S. 

pneumoniae (MIRZA, HOLLINGSHEAD et al., 2004); dessa forma, a imunização com PspA 

poderia induzir proteção não apenas contra doença invasiva, mas também contra a 
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colonização, através da ativação dos mecanismos de “clearance” mediados por ALF. 

Recentemente, foi demonstrado que a ação bactericida de ALF sobre S. pneumoniae depende 

da participação de proteases da superfície bacteriana, que promovem a proteólise de ALF e 

liberação dos peptídeos com ação lítica (MIRZA, WILSON et al., 2011). 

Vários estudos indicam que a lactoferrina e lisozima podem atuar em sinergismo. A 

combinação das duas proteínas induziu um aumento na morte de muitos organismos 

(ELLISON et al., 1991; LEITCH et al., 1998). Em bactérias Gram-negativas, sugeriu-se que a 

alteração da permeabilidade da membrana externa provocada pela ação da lactoferrina facilita 

o acesso de lisozima à parede celular (peptidoglicano) (ELLISON et al., 1991). É observada 

também uma ação sinérgica semelhante em Staphylococcus epidermidis; a ligação de LF ao 

ácido lipoteicóico na membrana externa bacteriana leva a uma diminuição da carga negativa 

na superfície, facilitando assim o acesso da lisozima aos peptidoglicanos subjacentes 

(LEITCH e WILLCOX, 1999). 

Uma vez que a lisozima é uma proteína presente em grandes quantidades nas mucosas, 

este estudo também avaliou os efeitos líticos desta molécula em pneumococos, bem como a 

contribuição da cápsula polissacarídica na prevenção da morte bacteriana. Os efeitos 

combinados da lactoferrina e lisozima na morte dos pneumococos também foram examinados, 

e os resultados fornecem uma visão sobre as interações de pneumococos com o sistema 

imunológico durante os estágios iniciais da infecção. 

A lactoferrina é capaz de inibir a via clássica do complemento, evitando a formação de 

C3/C5 convertase, possivelmente através de interações com o fator C2. Este efeito inibitório é 

dose-dependente é revertido pela adição de íons de Fe3+ (KIJLSTRA AND JEURISSEN, 

1982; VEERHUIS AND KIJLSTRA, 1982). 

Os resultados de inibição do complemento, no entanto, são conflitantes; há estudos 

que relatam a ativação do complemento pela ligação da lactoferrina a superfícies bacterianas 

(RAINARD, 1993). Os efeitos moduladores da lactoferrina podem, portanto, depender da 

superfície da bactéria, da forma como interage e do ambiente onde ocorre a ativação 

(RAINARD, 1993). 

O principal mecanismo de clearance de S. pneumoniae é a fagocitose mediada por 

anticorpos, na presença de proteínas do sistema complemento. Foi demonstrado que a 

lactoferrina é capaz de aumentar a fagocitose de S. aureus por fagócitos de glândula mamária 

de vacas, na presença de fonte de complemento (KAI, KOMINE et al., 2002). No entanto, os 

efeitos da lactoferrina sobre a fagocitose de pneumococos não foram estudados. Deste modo, 
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entender a compreensão sobre as ações bactericidas e opsonizantes ou efeito da lactoferrina 

sobre Streptococcus pneumoniae se fez necessário com base na sua relevância clínica. 
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2 OBJETIVO GERAL 

 

 Investigar as ações bactericida e opsonizante da lactoferrina sobre S. pneumoniae, 

sozinha ou combinada à lisozima. 

 

2.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Analisar o grau de susceptibilidade de pneumococos de diferentes sorotipos e 

PspAs à ação da ALF in vitro; 

 Estudar o papel dos anticorpos anti-PspA na ação bactericida de ALF sobre 

diferentes isolados S. pneumoniae; 

 Verificar a sensibilidade de pneumococos de diferentes sorotipos à ação 

bactericida da Lisozima; 

 Avaliar o efeito combinado de lactoferrina e lisozima sobre S. pneumoniae; 

 Aferir a influência da lactoferrina sobre a fagocitose de pneumococos por leucócitos 

polimorfonucleares humanos in vitro, sozinha ou na presença de uma fonte de 

complemento;  

 Investigar a ligação da lactoferrina à PspA presente na superfície de pneumococos por 

citometria de fluxo; 

 Verificar o efeito da pré-opsonização de pneumococos com lactoferrina e anticorpos 

anti-PspA no clearance bacteriano nas mucosas nasais de camundongos.  
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3 METODOLOGIA 

 

3.1 Aspectos éticos 

 

3.1.1 Comitê de Ética em Pesquisa – CEP  

 

Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade São 

Francisco (Anexo I). Dez participantes voluntários saudáveis foram orientados sobre toda a 

pesquisa, receberam o Termo de Consentimento, Livre e Esclarecido, onde após terem feito a 

leitura, e concordar, assinaram o termo para participar deste estudo. Com o consentimento, os 

voluntários foram submetidos à coleta de 20 mL de sangue periférico em tubo estéril 

contendo heparina (10 U/mL).  

 

3.1.2 Comitê de Ética em Pesquisa Animal  

 

Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa Animal da Universidade 

São Francisco (Anexo II). Foram utilizados 40 camundongos BALB/C, com idade entre cinco 

e sete semanas, provenientes do Centro de Bioterismo – CEMIB/UNICAMP e FMUSP. Os 

animais foram alojados no biotério da Universidade São Francisco e permaneceram por um 

período de adaptação de no mínimo cinco dias até o início dos experimentos. Durante os 

experimentos, os animais tiveram livre acesso à água e alimento e permaneceram com um 

ciclo claro-escuro de 12/12 horas. Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas em um 

número máxima de 5 animais por caixa.  

 

3.2 Estabelecimento das curvas de crescimento de diferentes isolados de pneumococo. 

 

Estoques de pneumococos congelados de diferentes sorotipos (tabela 2) foram 

descongelados, plaqueados em ágar sangue (Neoprov) e incubados a 37 °C em condições 

anaeróbias, durante 16 horas. Com o auxílio de um swab, as colônias foram transferidas da 

placa para um tubo com 5 mL de meio THY (meio Todd Hewitt suplementado com 0,5% de 

extrato de levedura), e diluídas até a DO600nm inicial em torno de 0,1. As amostras foram 

cultivadas até a DO600nm = 0.4-0.5, seguida de nova  diluição, onde alíquotas de 100 µ L  

da suspensão bacteriana foram acrescidas em um novo tubo contendo 5 mL de THY e 
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cultivadas até a DO600nm = 0.1-0.2 (correspondendo a aproximadamente 10
7
 UFC /mL ). 

Durante o período de cultivo foram realizadas medidas de densidade óptica em intervalos de 

uma hora. Este protocolo foi descrito por Shaper et al., (2004), conforme é necessário para 

limitar a quantidade de cápsula depositada na superfície da bactéria, permitindo uma melhor 

exposição da PspA, se aproximando da morfologia da bactéria durante a colonização 

(BRILES et al., 2005). 

 

TABELA 2 - Isolados de pneumococo utilizados neste estudo. 
 

a
 Estirpe não-encapsulada, autolisina negativa, com o gene da ply substituído por pdT. Gentilmente cedidas pelo 

Dr. Richard Malley (Children’s Hospital). 
b
 Gentilmente cedidas pelo Dr. David Briles (UAB). 

c
 P101 é um isolado clinico do Instituto Adolpho Lutz (IAL), São Paulo Brasil. 

 

3.3 Avaliação do efeito bactericida da lactoferrina sobre S. pneumoniae St 245/00, 

A66.1, D39, RM200, 679/99 e 3JYP2670. 

 

O efeito bactericida da apolactoferrina (ALF) sobre S. pneumoniae foi avaliado 

utilizando o protocolo descrito por Shaper et al., ( 2004). Pneumococos descritos na 

tabela 2 foram cultivados e rediluídos em THY até DO600nm = 0.1- 0.2 conforme o item 3.2. 

Em seguida, alíquotas de 1 mL de suspensão bacteriana foram centrifugadas (3000 x g) de 6 

a 10 minutos (dependendo do isolado) e em seguida lavadas com 1 mL de tampão fosfato 

salina (PBS), seguido por uma nova centrifugação. 

Estirpe PspA clado Família PspA 
Tipo de 

Cápsula  
Fonte 

245/00c 1 1 14 Instituto Adolpho Lutz 

94/01c 2 1 18ª Instituto Adolpho Lutz 

A66.1b 2 1 3 Univ.do Alabama em Birmingham 

D39b 2 1 2 Univ.do Alabama em Birmingham  

RM200a 2 1 - Univ.do Alabama em Birmingham 

679/99c 3 2 6B Instituto Adolpho Lutz 

St0603b 3 2 6B Univ.do Alabama em Birmingham 

259/98c 3 2 14 Instituto Adolpho Lutz 

3JYP 2670b 4 2 3 
 

Univ.do Alabama em Birmingham 

P101c 4 2 19F Univ.do Alabama em Birmingham 
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Os pelletes foram ressuspendidos em 1 mL de solução de ensaio (AS) contendo 50 

μM de cloreto de cálcio CaCl2, 150 mM de cloreto de sódio NaCl, 1 mM de cloreto de 

magnésio MgCl₂ e 1 mM de fosfato de potássio hidrogênio K2PO4.  Alíquotas de 50 µL da 

suspensão bacteriana foram incubadas durante uma hora a 37 °C na presença de 250 µg/mL 

e 500 µg/mL de ALF (Sigma) (correspondente 3.1 e 6.2 µM ALF, respectivamente), 

utilizando tampão de ALF para completar o volume de 400 µ L totais. Em seguida, foram 

realizadas seis diluições seriadas das amostras, plaqueadas em ágar sangue. As placas 

foram incubadas por 16 horas a 37 ºC, em anaerobiose para contagem das colônias 

bacterianas sobreviventes ao tratamento.  A contagem foi feita a partir da menor diluição 

contável, e foram calculadas as médias geométricas de cada amostra. Os experimentos 

foram realizados em triplicatas e repetidos para confirmação dos resultados. 

 

3.4 Avaliação do efeito bactericida da lisozima sobre isolados de S. pneumoniae. 

 

A ação lítica da lisozima sobre Streptococcus pneumoniae foi avaliada utilizando-se 

uma versão modificada do protocolo descrito por Lee et al. (2004). Isolados de pneumococo 

245/00, A66.1, D39 e 679/99 e a estirpe mutante RM200 (uma bactéria negativa para cápsula 

e autolisina derivada de D39, gentilmente cedida pelo Doutores Richard Malley (do Hospital 

Infantil e Escola de Medicina de Harvard ) e David Briles do Departamento de Microbiologia 

(UAB), foram cultivados conforme o item 3.2; 1 mL  da suspensão  bacteriana  foi  

centrifugada  (3000 x g)  durante  6 a 10  minutos (dependendo do isolado) e lavadas com 

1 mL de solução tampão fosfato salina (PBS), seguida de uma  nova  centrifugação. Os 

pellets foram ressuspendidos em 1 mL do mesmo tampão utilizado para ALF contendo 50 

µM de CaCl2,  150 mM de NaCl, 1 mM de MgCl e 1 mM de K2PO4. Uma alíquota de 50 

µL da suspensão bacteriana foi incubada durante uma hora a 37 ºC na presença de 12,5 

mg/mL e 25 mg/mL (correspondendo a 0.87 e 1.75 µM, respectivamente) de Lisozima 

(Sigma), utilizando tampão de ALF para completar o volume de 400 µ L totais. Em seguida, 

foram realizadas seis diluições seriadas das amostras, plaqueadas em ágar sangue. As 

placas foram incubadas por 16 horas a 37 ºC, em anaerobiose para contagem das colônias 

bacterianas sobreviventes ao tratamento. A contagem foi feita a partir da menor diluição 

contável, e foram calculadas as médias de cada amostra. Os experimentos foram 

realizados em triplicatas e repetidos para confirmação dos resultados. 
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3.5 Avaliação do efeito combinado da lactoferrina e lisozima sobre isolados de 

pneumococo 

 

A fim de investigar o efeito aditivo de ALF e lisozima na lise de pneumococos, 

estirpes bacterianas 245/00, A66.1 e 679/99 foram incubadas na presença de lisozima (12,5 

µg/mL – 0.87µM) e ALF (250 µg/mL – 3.1µM) simultaneamente, lisozima seguida de ALF 

ou ALF seguida de lisozima. Cada etapa da incubação foi realizada durante uma hora. As 

bactérias incubadas com lisozima ou ALF ou sozinhas, foram utilizadas como controles. O 

número de colônias foi determinado em cada grupo após o cultivo em placas de ágar sangue 

durante 16 horas a 37 ºC (Tabela 3). 

 

TABELA 3 - Grupos e condições experimentais da avaliação do efeito combinado de 

Lisozima e ALF.  

 

GRUPO NOME TEMPO DE INCUBAÇÃO/PROTEÍNA 

Grupo Controle  Incubação por 60 minutos sem ALF e Lisozima 

1 Grupo Lisozima Incubação por 60 minutos com 12,5 µg/mL de Lisozima 

2 Grupo ALF Incubação por 60 minutos com 250 µg/mL de ALF 

3 Grupo LIS depois ALF 

Incubação por 120 minutos com 12,5 µg/mL de 

Lisozima seguida de incubação por mais 60 minutos com 

250 µ g/mL de ALF. 

4 Grupo ALF depois LIS 

Incubação por 120 minutos com 250 µ g/mL de ALF 

seguida de incubação por mais 60 minutos com 12,5 

µg/mL de Lisozima 

5 Grupo ALF+LIS 
Incubação por 60 minutos de 250 µg/mL de ALF junto 

com 12,5 µg/mL de Lisozima 

 

Com o objetivo de confirmar se o efeito da combinação ALF + LIS é sinérgico, foi 

realizado um ensaio em placa para cálculo das concentrações inibitórias mínimas das 

proteínas isoladas e combinadas, tal como descrito por Branen et al., 2004. As 

concentrações inibitórias mínimas (MICs) foram determinadas para ALF e LZ 

(concentrações iniciais de 2 mg/mL e 500 µg/mL, respectivamente) sozinhas ou 

combinadas, nas cepas de pneumococos A66.1, 245/00, 679/99 e o RM200. As bactérias 

mutantes foram cultivadas em THY até atingirem DO620nm = 0,3, diluídas 20 vezes em AS e 

aliquotadas em microplacas de 96 poços (100 µl/cavidade); em seguida, foram adicionadas 
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diluições seriadas de ALF ou LZ (contendo 50 µL do agente antimicrobiano e 50 µL de 

AS). As placas foram incubadas a 37 °C e a absorbância foi medida após 2, 4, 6 e 8 horas. 

A MIC foi definida como a menor concentração em que o crescimento foi 

completamente inibido (DO ≤ 0.05). A fim de determinar os efeitos combinados de ALF e 

LZ, cada bactéria foi incubada na presença de diluições em série de uma mistura ALF-LZ, 

começando com a MIC dos agentes individuais durante 8 horas nas mesmas condições 

descritas para MIC. A concentração inibidora fracionada (FIC) foi utilizada para determinar 

se as ações combinadas de ALF e LZ foram sinérgicas, como se segue: FIC = (MIC ALF + 

LZ / MIC ALF sozinho) + (MIC LZ + ALF / MIC LZ sozinho). Interpretações do FIC 

foram realizadas como descrito por Flatz et al., (2004). O sinergismo foi definido como um 

índice de FIC ≤ 0.5; a indiferença como um índice de FIC > 0,5 a ≤ 4 e antagonismo como 

um índice de FIC > 4. 

 

3.6 Imunização de camundongos BALB/c com PspAs recombinantes. 

 

Fragmentos de genes que codificam a região N-terminal de PspA dos clados 1, 2 , 3 e 

4 foram amplificado a partir das cepas 245/00, 94/01, 259/98 e P101 (Tabela 2), clonados no 

vetor de expressão pAE-6xHis (RAMOS et al., 2004) conforme descrito previamente por 

(GOULART et al., 2011), expressos em E. coli BL21DE3 (Invitrogen) e purificados por meio 

de Cromatografia de afinidade ao níquel. Os primers utilizados para a amplificação dos 

fragmentos gênicos foram: 245/00, 94/01 e P101, Forward 5’-GAAGCGCCCGTAG 

CTAGTC-3’ Reverse 5’-CCACATACCGTTTTCTTGTTTCCAGCC-3’; 259/98 Forward 5’-

CTCGAGGAAGAAGCGCCCGTAGC-3’ Reverse 5’-TAGTTAGGTACCTTTTGGTGC 

AGGAGCTGG-3’. Todas as proteínas incluem a região N-terminal completa, além de uma 

porção do domínio rico em prolina. As proteínas recombinantes foram utilizadas para 

imunizar camundongos BALB/c pela via intraperitoneal. Cada animal recebeu três doses de 

PspA (5 µg/ dose), com 12 dias de intervalo, utilizando Hidróxido de Alumínio Al2(OH)3 

como adjuvante (50 µg/dose). O adjuvante sozinho diluído em solução salina tamponada PBS 

foi utilizado como controle. As amostras de sangue foram recolhidas por punção retro-orbital, 

centrifugadas durante 10 minutos a 200 x g, e o soro foi armazenado a -20 °C. 
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3.7 Efeito cruzado dos anticorpos anti-PspA na morte pneumocócica por ALF 

 

O efeito dos anticorpos anti-PspA na morte mediada por ALF foi avaliado através da 

incubação de bactérias com 1% de soro de camundongos imunizados com proteínas 

recombinantes, na presença de ALF, como descrito na secção 3.2. O soro de camundongos 

injetados com Al2(OH)3 em PBS foi utilizado para controle. A fim de investigar a extensão do 

efeito dos anticorpos, cada um dos isolados de pneumococo foi incubado com soros contendo 

anticorpos anti-PspAs clados 1 a 4, previamente inativado por incubação a 56 ºC durante 30 

minutos. O número de colônias viáveis foi obtido para cada amostra após uma incubação de 

16 h em ágar sangue. Os ensaios foram realizados em triplicata, em três ocasiões 

independentes. 

 

3.8 Dosagem dos anticorpos anti-PspA no soro de camundongos imunizados 

 

Os títulos de anticorpos anti-PspA produzidos nos camundongos após a administração 

das PspAs recombinantes pertencentes aos clados de 1 a 4 foram determinados por ensaio 

imunoenzimático (ELISA) contra as proteínas recombinantes. 

Para realizar o coating, as proteínas foram diluídas em tampão Carbonato Bicarbonato 

50 mM, pH=9,6 (1 µg/mL) e incubadas em placa de microplaca de 96 poços de fundo chato a 

4 ºC durante 16 h. Após esse período, as placas foram lavadas 3 vezes com 400 µL de PBS 

(pH=7,2) acrescido de Tween®20 (0,05%). O bloqueio foi realizado com leite desnatado 10% 

em PBS (200 µL/poço) seguido de incubação a 37 ºC por 30 min. As placas passaram 

novamente pelo processo de 3 lavagens em PBS-Tween®20. O soro de camundongos 

imunizados com as proteínas recombinantes foi adicionado em diluições sequenciais em 

PBS/BSA 1% (100 µL/poço) e incubado a 37 ºC durante 1 h. As amostras foram novamente 

lavadas 3 vezes em PBS-Tween®20. Após a lavagem, foi adicionado aos poços (100 

µL/poço) anti-IgG Rabbit de camundongo conjugado com peroxidase (Sigma) diluído em 

PBS/BSA (1:20000) e incubado por mais uma hora a 37 ºC.  

Após mais um processo de lavagem a revelação da reação enzimática foi realizada 

adicionando-se o substrato (100 µL/poço) contendo 0,4 mg/mL de O-fenilenediamina (OPD) 

diluído em 10 mL de tampão citrato de sódio (0,1 M, pH=5,0 e 10 µL de H2O2). A placa foi 

incubada no escuro por 10 minutos em temperatura ambiente. A reação enzimática foi 

bloqueada com ácido sulfúrico 4 M (50 µL/poço) seguida da leitura da absorbância. Para a 
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leitura foi utilizado o comprimento de onda de 492 nm e o título de anticorpo foi determinado 

pela última diluição de soro que apresentou uma densidade óptica ≥ 0,10. 

 

3.9 Inibição da atividade bactericida de ALF por PspAs recombinantes  

 

A capacidade dos fragmentos de PspA recombinantes em suprimir o efeito bactericida 

da ALF foi avaliada em diferentes cepas de pneumococos, utilizando o protocolo descrito na 

secção 3.2, com a adição de 10 μg/mL de PspA recombinante solúvel à suspensão bacteriana, 

antes da incubação com ALF. Para cada um dos isolados de pneumococo, foi utilizado um 

fragmento de PspA pertencente ao mesmo clado da proteína expressa na superfície bacteriana. 

 

3.10 Análise da interação entre a Lactoferrina e S. pneumoniae 

 

Cepas de pneumococo D39 e um mutante não encapsulado e autolisina-negativo –

RM200 foram descongelados, semeados em ágar sangue e incubados de um dia para o outro a 

37 ºC em anaerobiose. No dia seguinte, as bactérias foram transferidas em meio THY líquido 

e cresceram a uma densidade óptica de DO600nm = 0,4-0,5. Alíquotas de 1 mL de suspensão 

bacteriana foram centrifugadas (3000 x g) durante 3 minutos e lavadas com 1 mL de solução 

(PBS), seguido por uma nova centrifugação. Os pelletes foram ressuspendidos em 1 mL de 

PBS e alíquotas de 95 µL da suspensão bacteriana foram incubadas durante uma hora a 37 °C 

na presença de 1 µg/mL e 5 µg/mL de hololactoferrina (HLF, Sigma) (correspondente a 1.2 e 

6.4 nM, respectivamente) que tinha sido previamente biotinilada utilizando o Kit BiotinTag
TM

 

Micro Biotinylation (Sigma). As amostras foram lavadas com solução PBS e incubadas com 

100 µL de estreptavidina FITC (BD), a uma diluição de 1:100 em gelo durante 30 min. Após 

mais duas lavagens com PBS, as amostras foram ressuspendidas em 200 µL de 2% de 

formaldeído e analisados em citômetro FACS CANTO (BD). O papel dos anticorpos anti-

PspA na ligação da hololactoferrina (HLF) ao pneumococo foi examinado pela adição de 5 

μL de soros de camundongos imunizados com PspA recombinante dos clados 1 e 4 à 

suspensão bacteriana, antes da adição da HLF. 
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3.11 Avaliação do potencial opsonizante da lactoferrina sobre a fagocitose de S. 

pneumoniae in vitro. 

 

3.11.1 Isolamento de Leucócitos polimorfonucleares do sangue periférico humano. 

 

Vinte mL de sangue total de voluntários saudáveis foram coletados em um tubo estéril 

contendo heparina (10 U/mL). Imediatamente após a coleta o sangue foi diluído e 

homogeneizado em uma solução tampão PBS/BSA na proporção 1:1. Quinze mililitros da 

mistura (1119 e 1077) Ficoll-Hypaque (Hystopaque®, Sigma Chemical Company), filtrado 

sob condições estéreis, foram introduzidos no fundo do tubo (tubo de 50 mL para centrífuga), 

seguido pela adição de 15 mL de sangue periférico diluído que foi centrifugado a 700 x g 

durante 30 minutos, em temperatura ambiente. Após a centrifugação, a camada contendo as 

células polimorfonucleares foi aspirada com uma pipeta, restando uma camada no fundo do 

tubo contendo eritrócitos. A suspensão foi novamente centrifugada a 200 x g por 10 minutos, 

a 4 ºC, e o processo repetido se necessário. A camada de células foi então ressuspendida em 

PBS e uma pequena alíquota foi usada para a contagem de células na câmara de Neubauer 

utilizando o corante azul de tripan na concentração de 0,3%. As células foram então diluídas 

em uma solução de 400µl de tampão PBS/BSA (0,1%) estéril, até a concentração de 2x10
6
 

células/mL e utilizadas no ensaio opsonofagocitose.  

 

3.11.2 Ensaio de opsonofagocitose de pneumococos por leucócitos polimorfonucleares in 

vitro. 

 

O ensaio de opsonofagocitose foi realizado utilizando-se protocolo adaptado de Kai et al. 

(2002). Pneumococos selvagens D39 e o mutante RM200, armazenados a -80°C foram 

descongelados, semeados em placas contendo ágar sangue e incubados a 37 °C, em 

anaerobiose, durante 16 h. Os cultivos foram inoculados em meio líquido Todd-Hewitt 

(Difco) contendo 0,5% de extrato de levedura (THY), onde foram mantidos a 37 °C até 

atingirem DO600nm entre 0,4 – 0,5 (que corresponde a aproximadamente 10
8
 UFC/mL); em 

seguida foram centrifugados a (2000 x g) por 3 minutos, descartado o sobrenadante e 

ressuspendido o pellet em solução PBS. Os cultivos foram incubados na presença de 

Hololactoferrina (HLF) na concentração de 10 mg/mL, Complemento (C3b purificado, 

Complement Tech) na concentração de 1.1 mg/mL e leucócitos polimorfonucleares humanos 
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(PMNs) (10
6
 células/mL) por 1 hora a 37 ºC. Como controles, foram utilizados pneumococos 

incubados apenas com os leucócitos, na presença de HLF ou C3b isoladamente. Alíquotas de 

todas as amostras foram coletadas antes da adição dos PMNs para controle individual. Após a 

incubação, diluições seriadas foram plaqueadas em ágar sangue, e as colônias viáveis, 

contadas após 15 horas de incubação a 37 ºC em anaerobiose.  

 

3.12 Efeito da lactoferrina sobre o “clearance” de S. pneumoniae na mucosa nasal de 

camundongos. 

 

A avaliação dos efeitos da lactoferrina in vivo foi realizada através de um ensaio de 

colonização nasal de camundongos tratados com lactoferrina pelo pneumococo St 0603, 

utilizando-se uma versão modificada do protocolo descrito por Briles et al. (2005). O papel 

dos anticorpos anti-PspA neste modelo foi investigado pela incubação da bactéria com soro 

anti-PspA antes da inoculação nos animais. Os efeitos combinados da lactoferrina e 

anticorpos também foram investigados. Foram utilizados 40 camundongos BALB/c, fêmeas, 

com idade média entre 10-12 semanas. Os camundongos foram divididos em 4 grupos, que 

receberam apenas pneumococos em solução salina (grupo 1); apolactoferrina (ALF) e 

pneumococos (grupo 2); pneumococos pré-opsonizados com soro anti-PspA (grupo 3) e ALF 

seguida por pneumococos pré-opsonizados com soro anti-PspA (grupo 4). 

Nos grupos 2 e 4, os animais foram contidos mecanicamente e inoculados pela via 

intranasal com 50µl de ALF (20µg/animal). Após uma hora, 5x10
6
 UFCs de St 0603 diluídos 

em 10 μl de solução salina foram administrados nas narinas de cada animal. Nos grupos 3 e 4, 

150 µl da suspensão bacteriana foram incubados com 150 µL de soro anti-PspA245 

(previamente mantido a 56 ºC durante 30 minutos para inativação do complemento) durante 

30 minutos, e em seguida administradas aos camundongos (pré-opsonização). 

Após sete dias, os animais foram sacrificados com uma dose letal de uma mistura de 

xilazina 0,2% e ketamina 1,0% (200 μL totais) para coleta do lavado nasal e o macerado da 

mucosa nasal. Para a coleta do lavado nasal, um cateter foi inserido na traquéia dos animais, e 

as fossas nasais foram lavadas com seis gotas (aproximadamente 0,1 mL) de PBS estéril 

gelado. Alíquotas de 10 μL do lavado nasal foram diluídas serialmente em PBS e plaqueadas 

em ágar sangue. Após incubação de 16 horas a 37 ºC em anaerobiose, o número de UFCs 

viáveis foi calculado para cada grupo. Em seguida, através da retirada do palato, o tecido das 

fossas nasais foi macerado em 1 mL de PBS gelado com auxílio de um pistão, diluído 
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serialmente e plaqueado em ágar sangue. O número de bactérias viáveis foi calculado após 16 

horas de incubação nas mesmas condições utilizadas para o lavado. 

 

3.13 Análise estatística 

 

Todos os experimentos foram realizados em triplicata, e cada valor incluído 

corresponde à média geométrica destas réplicas. Os ensaios foram repetidos duas vezes, e as 

estatísticas foram aplicadas sobre os resultados de três amostras independentes. A 

comparação das contagens finais de pneumococos em cada grupo foi realizada por ANOVA 

com o teste de análise de variância de comparação múltipla de Tukey. A fim de comparar 

cada proteína sozinha (ALF ou LZ) contra ambas as proteínas combinadas (ALF + LZ), foi 

realizada análise pelo teste - t de Student. O software utilizado para a análise foi o GraphPad 

Prism 5. 
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4 RESULTADOS 

 

 

4.1 Curvas de crescimento dos isolados de pneumococo. 
 
 

A figura 1 mostra o crescimento de cinco isolados de Streptococcus pneumoniae 

(St245/00, A66.1, D39, St679/99 e 3JYP2670) ao longo de três horas. Após esse 

período, todos os isolados, com exceção de St 679/99, apresentaram densidade ótica 

compatível com a fase log de crescimento, e foram re-diluídos para DO600 nm < 0,01. 

 

 
 

FIGURA 1- Curvas de crescimento dos isolados de pneumococo St 245/00, A66.1, D39, 679/99 e 

3JYP2670. A curva mostra o crescimento bacteriano destes isolados em relação ao tempo de cultivo, até ser 

atingida a fase mid log de crescimento. 

 

 

4.2 Avaliação do efeito bactericida da ALF sobre S. pneumoniae 

 

O efeito bactericida da ALF foi avaliado em cinco isolados de pneumococos 

encapsulados (245/00, A66.1, D39, 679/99 e 3JYP2670), e em uma bactéria não 

encapsulada, knockout para autolisina e com uma substituição em sua pneumolisina nativa 

por um pneumolisóide (cepa RM200), através da incubação com duas concentrações de 

ALF, 250 e 500 µg/mL. (Figura 2). 
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FIGURA 2- Suscetibilidade dos isolados de Streptococcus pneumoniae à ação bactericida de apolactoferrina. 

Os diferentes isolados de pneumococo foram incubados na presença de concentrações crescentes de ALF, 

plaqueados em placas de ágar sangue e incubadas por 18 h a 37 ºC. As bactérias incubadas com a solução de 

ensaio foram utilizadas como controle. Os gráficos mostram o número de UFCs recuperadas em cada grupo 

após o tratamento. * p <0,05; ** p <0,01 e *** p <0,001.  
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É possível verificar que todos os isolados encapsulados foram sensíveis à ação da 

ALF, levando a uma redução significativa nas unidades formadoras de colônias (UFC). O 

isolado 679/99 (sorotipo 6B) se mostrou mais resistente; apenas a maior concentração (500 

µg/mL) foi capaz de reduzir o número de UFCs recuperadas em relação ao controle. A 

bactéria mutante RM200, por sua vez, foi resistente a ação da ALF em todas as 

concentrações testadas. Em conjunto, os resultados mostram um variado grau de resistência à 

lise por ALF entre as diferentes cepas de pneumococos. 

 

4.3 Avaliação dos efeitos bactericidas da lisozima sobre S. pneumoniae 

 

 A suscetibilidade à lisozima também foi avaliada nas mesmas cepas de pneumococo, 

com resultados variáveis. Os isolados 245/00, A66.1, 679/99 e 3JYP2670 foram mais 

suscetíveis, mostrando uma redução significativa na contagem de UFC após incubação com a 

concentração mais baixa de LZ, 0.87 µM (Figura 3). RM200 demonstrou maior resistência à 

LZ; a lise significativa só ocorreu na maior concentração (1,72 µM) de lisozima. A cepa D39 

foi a mais resistente à LZ; nenhum efeito significativo foi observado mesmo quando a 

concentração maior de LZ foi utilizada. 
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FIGURA 3- A suscetibilidade das estirpes de Streptococcus pneumoniae à ação bactericida da lisozima. Os 

isolados de Pneumococos de diferentes sorotipos e o mutante sem capsula e autolisina negativa RM200 foram 

incubados na presença de concentrações crescentes de LZ, plaqueados em placas de ágar sangue e contados. As 

bactérias incubadas com a solução de ensaio foram utilizadas como controle. Os gráficos mostram o número de 

UFCs em cada grupo após o tratamento em comparação o controle. A comparação estatística entre os grupos 

pela ANOVA, onde * p <0,05; **p<0,01 e *** p <0,001. 
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4.4 Avaliação dos efeitos combinados da Lactoferrina e Lisozima sobre S. pneumoniae 

 

O efeito combinado de ALF (3.1µM) e LZ (0.87 µM) foi analisado por dois métodos 

diferentes: um ensaio de morte e o ensaio checkboard, para determinação da concentração 

inibitória mínima. Para o ensaio de morte, foram avaliados três isolados de pneumococos - 

245/00, 679/99 e A66.1, em três regimes diferentes de incubação: i) começando com ALF 

seguido por LZ; ii) a partir de LZ seguido por ALF ou iii) com ambas as proteínas ao mesmo 

tempo. Para todas as bactérias testadas, a adição concomitante de ALF e LZ foi mais eficaz na 

redução da contagem de bactérias. Para a cepa A66.1, a incubação com ambas as proteínas 

teve o maior efeito bactericida, levando à completa eliminação da bactéria (Figura 4). Uma 

análise paralela dos dados revelou que o efeito combinado de ALF e LZ para esta cepa foi 

mais significativamente elevada do que a de cada proteína isolada. A combinação de ALF e 

LZ também foi estatisticamente mais eficaz do que isolados, LZ 245/00 e 679/99; no entanto, 

quando comparado com ALF, embora uma tendência na redução UFC esteja presente, a 

combinação não foi estatisticamente mais eficaz (Figura 4). 
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FIGURA 4- Efeito combinado da ALF e LZ sobre o Streptococcus pneumoniae. As bactérias foram incubadas 

na presença de 3.1μM de ALF, 0,87 µM de lisozima ou a combinação de ALF e LZ, e o número de UFC foi 

determinado para cada amostra. As bactérias incubadas com a solução de ensaio foram utilizadas como controle. 

A comparação entre os grupos foi realizada por ANOVA, onde * p <0,05; ** p <0,01 e *** p <0,001 em relação 

ao grupo de controle. Para comparações entre cada proteína sozinha e a combinação, teste T de Student foi 

aplicado. 
&
p <0,05 em comparação com ALF sozinha; 

#
p <0,05 em comparação com LZ sozinha. 

 

Os efeitos inibidores da combinação ALF-LZ em pneumococos foram avaliados 

através de um ensaio de checkboard. O ensaio Checkboard é um teste de microdiluição que 

avalia combinações dos agentes antimicrobianos ALF e LZ contra os diferentes 

pneumococos. Inicialmente, os MICs de ALF e LZ só foram determinadas por quatro 

pneumococos diferente, A66.1, 245/00, 679/99 e RM200. Como mostrado na Tabela 4, os 

MICs variaram entre as quatro estirpes; para ALF, RM200 foi à estirpe mais resistente, pois 

não mostram uma redução no diâmetro externo mesmo na concentração mais elevada de ALF, 

2000 µg/mL. Os efeitos de LZ nesta estirpe, por outro lado, foram mais acentuados do que os 

outros pneumococos. Os MICs individuais dos ALF e LZ e foram usadas como as 

concentrações iniciais nas combinações. Índices FIC mostram um efeito sinérgico da 

combinação ALF-LZ contra A66.1 (FIC = 0,25), mas este efeito foi considerada indiferente 
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para as outras estirpes (FIC variou de 1,5 a 2,0) (Tabela 4) . Este resultado está de acordo com 

o ensaio de morte, em que a combinação ALF-LZ induzida redução significativa nos níveis de 

UFC A66.1 quando comparado com as bactérias incubadas com cada agente anti-microbiano 

por si só, um efeito que não foi observado para as outras estirpes bacterianas, St 245/00 e 

679/99). 

 

TABELA 4 - Concentrações inibitórias mínimas (µg mL
-1

; MIC) e índice de inibição 

fracionada das concentrações (FIC) em 8 h. 
 

Cepa 
MIC

a 
   

ALF LZ ALF + LZ Índice (FIC) 

245/00 1000 500 500 + 500 1.5 

A66.1 1000 500 250 + 62.5 0.25 

RM200 >2000
b 

250 2000 + 250 2 

679/99 2000 500 2000 + 500 2 
 

a
  MICs são concentrações onde a DO média não foi maior do que 0,05 não inoculado controles. 

b
  RM200 não mostraram inibição de crescimento em qualquer concentração testada. 

 

 

4.5 Efeito cruzado dos anticorpos anti-PspA sobre a ação bacteriana de ALF 

 

 A reatividade cruzada dos anticorpos anti-PspA foi determinada por ELISA contra as 

proteínas recombinantes. Em seguida, os mesmos anticorpos foram avaliados quanto à 

capacidade de influenciar os efeitos líticos da ALF sobre pneumococos portando PspAs 

distintas. 

 

4.5.1 Dosagem de anticorpos anti-PspA em soro de camundongos imunizados 

 

 

Os anticorpos obtidos pela imunização com os fragmentos imunogênicos de PspA 

contendo a região N-terminal de clados 1, 2, 3 e 4 apresentaram ampla reatividade cruzada 

contra proteínas recombinantes de diferentes clados e famílias por ELISA (Tabela 5). Não 

houve diferença no reconhecimento de PspAs homólogas e heterólogas.  
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TABELA 5 - Títulos de Anticorpos em camundongos imunizados com fragmentos de PspA 

recombinantes. 

 

Antígeno de revestimento 

Anti-soros rPspA1 rPspA2 rPspA3 rPspA4 

Alum 5,3 5,3 5,3 5,3 

Anti-PspA1 13,60 12,32 11,32 11,32 

Anti-PspA2 12,32 13,32 11,32 11,32 

Anti-PspA3 11,32 13,32 13,32 12,32 

Anti-PspA4 11,32 12,32 12,32 12,32 
 

Os resultados das titulações de anticorpos são apresentados como Log
2
.  

 

 

Depois de avaliada a reatividade cruzada dos soros contra PspAs recombinantes, a 

capacidade dos anticorpos anti-PspA em aumentar a morte mediada por ALF foi investigada 

em quatro cepas de pneumococos de diferentes sorotipos, expressando PspAs clados de 1 a 4. 

Os soros de camundongos imunizados com fragmentos de PspA  245 (clado 1), 94 (clado 2 ), 

PspA3 (clado 3), P101 (clado 4) foram incubados com pneumococos expressando moléculas 

PspA homólogas e heterólogas, na presença de ALF, e o número de colônias viáveis, contadas 

após incubação em placas de ágar sangue. 

Após a incubação dos pneumococos com anti-PspA e ALF, foi observado um aumento 

na morte bacteriana para todos os soros (Figura 5). Uma redução significativa nas contagens 

bacterianas foi observada quando o soro anti-PspA foi semelhante ao clado da PspA expressa 

na superfície pneumocócica. Além disso, a maioria dos anticorpos anti-PspA foram capazes 

de aumentar a morte de pneumococos por ALF em bactérias que expressam moléculas de 

PspA de outros clados e famílias. Este efeito foi observado para as PspAs de família 1 (cepas 

245/00 e A66.1) (Figura 5, painéis superiores), e em menor proporção em bactérias contendo 

PspAs de família 2 (679/99 e JYP2670) (Figura 5, painéis inferiores). 
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FIGURA 5- Influência de anticorpos anti-PspA na morte pneumocócica por ALF. Isolados de pneumococo que 

expressam os clados de PspA 1, 2, 3 e 4 foram incubados na presença de ALF e anticorpos contra fragmentos 

PspA dos clados 1 a 4 e plaqueados. O número de bactérias sobreviventes é demostrado em UFC. Os 

pneumococos incubados com ALF e o soro de ratos imunizados com adjuvante em solução salina foi utilizado 

como controle. A comparação entre os grupos foi realizada por ANOVA, onde * p <0,05; ** p <0,01 e *** p 

<0,001. 

 

A fim de confirmar que o efeito lítico observado foi devido à presença da lactoferrina 

e não pela ação aglutinante direta dos anticorpos anti-PspA, foi realizado um ensaio controle, 

onde as bactérias foram incubadas com 1% de anti-PspA diluído em solução de ensaio 

durante 1h e plaqueadas. A incubação das cepas bacterianas com anti-PspA não reduziu o 

número de bactérias, indicando que não ocorreu agregação nas condições testadas (Figura 6). 
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FIGURA 6- Influência de anticorpos anti-PspA na morte de Streptococcus pneumoniae. Isolados de 

pneumococo foram incubados na presença de anticorpos contra fragmentos de PspA e plaqueados. O número de 

bactérias sobreviventes é mostrado para cada bactéria. Pneumococos incubados com o soro de camundongos 

imunizados com adjuvante em solução salina foram utilizados para comparação. Também foram incluídas as 

bactérias sem tratamento (controle). A comparação entre os grupos foi realizada por ANOVA, onde * p <0,05; 

** p <0,01 e *** p <0,001. 
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4.6 A inibição da atividade de ALF por PspAs 

 

A fim de confirmar se os fragmentos recombinantes de PspA utilizados para a 

produção dos anticorpos são capazes de interagir com a lactoferrina, os mesmos isolados de 

pneumococo avaliados na seção 4.6 foram utilizados em um ensaio de morte por ALF na 

presença dos fragmentos de PspA clados 1 a 4. Com a exceção da cepa 245/00 (clado 1), a 

adição da molécula PspA homóloga levou a uma inibição significativa da morte bacteriana 

por ALF em todas as bactérias testadas (Figura 7), quando comparada com o grupo controle 

(tratado com BSA). De modo geral os fragmentos de rPspAs  solúveis adicionados ao cultivo 

bacteriano competiram com a PspA presente na superfície bacteriana e se ligaram à ALF 

impedindo a liberação dos peptídeos catiônicos líticos. 

 

 

FIGURA 7- A inibição do efeito bactericida da ALF por fragmentos PspA recombinantes. As bactérias foram 

incubadas na presença de ALF e fragmentos  PspA recombinantes ou  BSA (controle). A UFC indica o número 

de colónias viáveis após o tratamento para cada amostra. A comparação entre os grupos foi realizada por 

ANOVA, onde * p <0,05; ** P <0,01 e *** p <0,001. Com base nos estudos de Shaper et al., (2004). 
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4.7 A ligação da Lactoferrina ao Streptococcus pneumoniae 

 

A ligação da hololactoferrina ao pneumococo foi avaliada por citometria de fluxo 

utilizando duas cepas bacterianas, St  D39 e o mutante RM200. O uso da forma holo (saturada 

de ferro) da lactoferrina previne os efeitos líticos desta molécula, mas mantém a sua 

capacidade de ligação. A HLF ligou-se eficientemente à cepa D39, levando a um aumento de 

dez vezes na percentagem de células positivas em comparação com o grupo de controle 

(81,64% nos grupos HLF contra 7,59% no controle) (Figura 8A). A eficácia de ligação não 

foi influenciada pela concentração da HLF; uma percentagem semelhante de bactérias 

positivas foi obtida com as duas concentrações de HLF (1,2 e 6,4 nM) (Figura 8A). 

Para a cepa mutante RM200, a ligação da HLF também ficou dez vezes maior do que 

no grupo controle (29,6% no HLF tratado versus 2.3% do controle), já a capacidade de 

ligação da HLF nesta cepa foi menor do que a observada na D39 (figura 8B). 

O efeito dos anticorpos anti-PspA na competição da ligação com a HLF foi avaliada 

na incubação da D39 com anticorpos produzidos contra PspAs das família – 1(PspA1) e 

família - 2(PspA4), anteriormente à incubação com HLF (1,2 nM). Quando os anticorpos anti-

PspA foram adicionados à suspensão bacteriana, a ligação da HLF à superfície bacteriana foi 

fortemente inibida (8,91% de células positivas contra 37,21% no controle, o grupo de soro 

não imune) (Figura 8C). Este efeito foi independente do tipo PspA, uma vez que os soros 

contra moléculas de ambas as principais famílias PspA - 1 (PspA 1) e 2 (PspA 4) - foram 

capazes de inibir a interação HLF com D39 na mesma medida (8,91 e 9,55% de células 

positivas, respectivamente). 
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FIGURA 8- Ligação de HLF ao pneumococo é inibida na presença de anticorpos anti-PspA. Pneumococos D39 

(A) e o isolado não-encapsulado e autolisina-negativo RM200 (B) foram incubadas na presença de duas 

concentrações de hololactoferrina humana biotinilada - HLF 1.2 nM (linhas tracejadas) e 6.4 nM (linhas 

pontilhadas) , e FITC - estreptavidina. A percentagem de bactérias fluorescentes é mostrada para cada amostra. 

As bactérias incubadas com solução de ensaio e FITC - estreptavidina foram utilizadas como controle (áreas 

cinza sombreado). (C) O isolado D39 foi incubado com anti-soros contendo os anticorpos contra PspAs de 

clados 1 (linha a tracejada) e 4 (linha pontilhada), seguido por HLF (1.2 nM). O soro de camundongos 

imunizados com adjuvante em solução salina foi utilizado como controle e é representado pelas áreas de cinza 

sombreado.  
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4.8 Avaliação do efeito opsonizante da lactoferrina sobre a fagocitose de Streptococcus 

pneumoniae 

 

A ação opsonizante da lactoferrina sobre S. pneumoniae foi investigada através de um 

ensaio de opsonofagocitose in vitro, no qual leucócitos polimorfonucleares de sangue 

periférico humano foram incubados com pneumococos na presença de HLF e C3b 

isoladamente ou em conjunto. A Figura 9 mostra a contagem de colônias viáveis do isolado St 

D39 e RM200 após os tratamentos. Pode-se observar que, para a cepa D39, embora a adição 

de HLF ou C3b isoladamente não teve efeito significante sobre a fagocitose das bactérias, a 

combinação entre esses dois elementos HLF e C3b levou a uma redução significativa dos 

pneumococos pelos fagócitos. No mutante RM200 observa-se uma redução com o C3b 

isolado, que se manteve quando foram adicionados HLF e C3b concomitantemente.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
FIGURA 9- Ação opsonizante da HLF e C3b sobre a fagocitose de S pneumoniae. Pneumococos D39 e RM200 

foram incubados na presença de HLF, C3b ou da combinação HLF+C3b, seguido pela adição de leucócitos 

polimorfonucleares (PMN). O número de colônias bacterianas viáveis é mostrado para cada amostra após o 

tratamento.  Como controle, foram utilizadas bactérias incubadas apenas com os fogócitos sozinhos (controle 

PMN). A comparação entre os grupos foi realizada por ANOVA, onde (**p=<0,01), (***p=<0,0015) em 

comparação ao controle. 

 

 

4.9 Efeito da lactoferrina sobre o clearance de S. pneumoniae na mucosa nasal de 

camundongos. 

 

Os efeitos in vivo da lactoferrina foram avaliados em um ensaio de colonização nasal 

por pneumococo em camundongos tratados com ALF. O papel dos anticorpos anti-PspA neste 

modelo também foi investigado. A Figura 10 mostra os resultados da contagem das bactérias 
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removidas da mucosa nasal dos camundongos. Foi observada uma redução significativa no 

número de bactérias do macerado da mucosa dos animais tratados com ALF e utilizando 

pneumococos pré-osonizados com soro anti-PspA245, em comparação com os grupos que 

receberam apenas ALF e bactérias (p = 0,1091) e apenas bactérias opsonizadas (p = 0.0823), 

utilizando teste t de Student. Este efeito não foi observado nos lavados nasais (Figura 11).  

 
FIGURA 10- Influência de anticorpos anti-PspA no clearance pneumocócico por ALF na mucosa nasal de 

camundongos. Isolado de pneumococo St 0603 foi incubado na presença de ALF e anticorpos contra fragmentos 

PspA dos clados 1 e utilizado no desafio intranasal de camundongos não-imunizados. O número de bactérias 

sobreviventes é demonstrado em UFC. Para comparações entre a proteína sozinha e a combinação com 

anticorpo, teste t de Student foi aplicado. & p <0,001 em comparação com ALF sozinha; #p <0,001 em 

comparação com α_PspA sozinha. 

 

 
FIGURA 11- Influência de anticorpos anti-PspA no clearance pneumocócico por ALF nos lavados nasais da 

mucosa de camundongos. Isolado de pneumococo St 0603 foi incubado na presença de ALF e anticorpos contra 

fragmentos PspA dos clados 1 e utilizado no desafio intranasal de camundongos não-imunizados. O número de 

bactérias sobreviventes é demonstrado em UFC. A comparação entre os grupos foi realizada por ANOVA, onde 

* p <0,05; ** p <0,01 e *** p <0,001.  
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5 DISCUSSÃO 

 

O Streptococcus pneumoniae é um colonizador importante da nasofaringe de 

indivíduos saudáveis, de onde pode contaminar áreas estéreis e causar uma série de doenças. 

Entre os mecanismos imunológicos de eliminação da bactéria na mucosa, as proteínas 

bactericidas lactoferrina (ALF) e lisozima (LZ) desempenham um papel importante no 

controle da colonização bacteriana através de diferentes mecanismos. O efeito lítico do ALF é 

mediado por proteólise da molécula, com a subsequente liberação de peptídeos catiônicos que 

danificam a membrana bacteriana, enquanto a LZ cliva componentes da parede celular 

microbiana (ORSI, 2004). Na verdade, ALF e LZ demonstraram agir sinergicamente contra 

ambos os agentes patógenos gram-negativos e gram-positivos (ELLISON et al., 1991; 

LEITCH et al., 1999; LEITCH e WILLCOX, 1998). 

Inicialmente foi realizada a padronização do cultivo bacteriano, conforme descrito por 

Shaper et al., (2004). O cultivo até a fase exponencial, seguido de rediluição e cultivo até 

início da fase log tem por objetivo potencializar a exposição da PspA,  minimizando os efeitos 

crípticos da cápsula, uma vez que o pneumococo é capaz de modular a expressão de certos 

fatores de virulência, incluindo cápsula e a PspA de acordo com o ambiente em que se 

encontra e a fase da infecção.  Esse processo, conhecido como variação de fase permite à 

bactéria sobreviver em diversos sítios do hospedeiro. Durante a colonização, o pneumococo 

reduz a produção da cápsula, permitindo uma maior interação de suas adesinas de superfície 

com receptores do hospedeiro, assim o cultivo nas condições descritas é importante para 

reproduzir as características que a bactéria adquire na mucosa, durante infecções naturais. 

O presente estudo investigou a suscetibilidade do pneumococo a ALF e LZ in vitro.  A 

incubação de diferentes estirpes de pneumococos com concentrações crescentes de ALF levou 

a uma redução significativa no número de todos os isolados testados. Observou-se uma 

pequena variação na morte bacteriana por ALF, sendo o isolado do sorotipo 6B (679/99) mais 

resistente do que do sorotipo 2, 3 e os 14. 

Um estudo anterior sobre a susceptibilidade do pneumococo a ALF não encontrou 

qualquer correlação com a cápsula ou tipo PspA (SHAPER et al., 2004), sugerindo que outros 

fatores podem contribuir para essa variabilidade. Curiosamente, a RM200 – mutante sem 

capsula e autolisina negativa, foi muito resistente à morte pela ALF. Este efeito não pode ser 

explicado por uma maior exposição da PspA na superfície bacteriana, porque a RM200 teve 

uma interação significativamente menor com a lactoferrina, quando comparada a cepa D39 
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encapsulada, por citometria de fluxo. Pelo nosso conhecimento, este é o primeiro relato do 

efeito da lactoferrina sobre uma cepa de pneumococo sem cápsula, e reforça o papel de outros 

fatores não identificados na resistência bacteriana à morte pela ALF. 

A susceptibilidade do pneumococo à LZ também foi avaliada, e mostrou-se variável 

entre as diferentes cepas de pneumococo; D39 foi a mais resistente à morte por LZ, seguida 

pela cápsula negativa RM200 que foi susceptível apenas para a maior concentração de LZ, 

enquanto que 245/00, 679/99 A66.1 foram sensíveis em ambas as concentrações de LZ. 

Estudos anteriores demonstraram a mesma variabilidade sobre a resistência do pneumococo a 

lisozima (LEE et al., 2004), mostraram que os isolados de pneumococos de sorotipos 6B e 3 

foram completamente susceptíveis a lisozima, a uma concentração de 50 µg em ensaios de 

difusão radial (BRANEN e DAVISON, 2004). Em outro estudo, Davis et al., (2008) 

investigou os efeitos da lisozima sobre TIGR4, uma cepa de pneumococo que demostrou ser 

muito resistente à morte mediada por lisozima. Neste trabalho, a resistência à lisozima foi 

relacionada com a expressão de dois peptidoglicano modificados PgdA  e Adr (DAVIS et al., 

2008). 

Em seguida, foram investigados os efeitos combinados da ALF e LZ em três 

pneumococos, St 245/00, A66.1 e 679/99. A ação concomitante de ALF e LZ em A66.1 levou 

a uma redução significativa no número de bactérias. Para os outros dois pneumococos, 245/00 

e 679/99, a atividade bactericida da combinação ALF-LZ foi significativamente superior ao 

da LZ sozinha, mas não houve diferença significativa do efeito da ALF sozinha. Este 

resultado está de acordo com as observações que A66.1 foi ligeiramente mais susceptíveis aos 

efeitos isolados de ALF e LZ. Esse resultado sugere uma ação em sinergia da lactoferrina com 

outros componentes da mucosa como a lisozima, na qual ALF libera peptídeos catiônicos que 

danificam a membrana e a lisozima rompe o arcabouço da parede celular bacteriana, 

diminuindo a chance de sobrevivência do micro-organismo no hospedeiro. 

Os estudos sobre os efeitos combinados de lactoferrina e lisozima em diferentes 

bactérias tiveram resultados variáveis. Leitch e Willcox (1998) observou um efeito 

antimicrobiano sinergístico da apolactoferrina e lisozima humana em Staphylococcus 

epidermidis e Branen e Davidson (2004) ao trabalhar com outra bactéria Gram-positiva, 

Listeria monocytogenes, não encontrou nenhum aumento na morte bacteriana mediada pela 

combinação de LF e LZ em ensaio de checkboard. Embora o uso de lactoferrina bovina e 

lisozima de ovo de galinha neste último trabalho pode parcialmente ser responsável pelas 

diferenças na ação antimicrobiana, estes resultados sugerem que o potencial antimicrobiano 
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combinado da lactoferrina e lisozima são altamente dependentes da espécie da bactéria. 

(LEITCH e WILLCOX, 1998; BRANEN e DAVIDSON, 2004). 

A fim de determinarem-se os efeitos combinados da ALF e LZ foram sinérgicos, foi 

executado o ensaio checkboard, comparando-se os MICs individuais e combinadas da ALF e 

LZ em quatro cepas pneumocócicas. Um efeito sinérgico foi observado para A66.1, com um 

índice de FIC 0,25. Este resultado reforça o efeito da combinação ALF-LZ sobre este 

pneumococo A66.1. Também de acordo com os resultados do ensaio, este efeito sinérgico não 

foi observado nos outros pneumococos. Em particular, RM200 mostrou-se muito resistente à 

morte por ALF, enquanto LZ era bactericida para esta cepa. 

As Proteínas de superfície de pneumococo A (PspA) foram identificadas como 

proteína ligante a lactoferrina humana. Hakansson e cols utilizaram estirpes negativas de 

PspA e PspC para demonstrar que a ligação da LF foi completamente dependente da 

expressão de PspA (MIYAJI et al., 2012). Eles também conseguiram realizar a localização de 

HLF e PspA na superfície pneumocócica usando microscopia confocal. Ren et al. (2003) 

mostrou  que os pneumococos expressando a PspA da família 1 apresentaram uma afinidade 

mais elevada à HLF do que as estirpes da família 2, enquanto que as estirpes mutantes 

expressando moléculas PspA truncadas não  ligaram –se à lactoferrina (REN et al., 2003). 

Os nossos dados confirmam o papel da PspA na ligação da HLF aos pneumococos, e 

indicam que a cápsula também é importante para esta interação, uma vez que a cepa RM200 

não-encapsulada  mostrou ligação à HLF menor que a D39. Uma possível explicação para 

este resultado pode ser uma alteração na conformação da PspA com a superfície bacteriana na 

ausência da cápsula, o que poderia limitar sua capacidade de interagir com  a lactoferrina. Já a 

adição de anticorpos anti-PspA foi capaz de inibir a ligação da HLF à superfície bacteriana, 

possivelmente isso é devido ao bloqueio dos locais específicos dessa proteína a qual é 

responsável pela interação com HLF. 

PspA protege parcialmente o pneumococo contra a morte por ALF e peptídeos líticos 

derivados de ALF. O mecanismo proposto para a proteção mediada por PspA contra os efeitos 

da lactoferrina envolve a inibição da clivagem da ALF, impedindo a subsequente liberação de 

peptídeos catiônicos que desestabilizam a membrana pneumocócica e conduzem à lise 

bacteriana. Também tem sido demonstrado que os anticorpos contra fragmentos 

recombinantes de PspA podem aumentar a morte do pneumococo por ALF, possivelmente por 

bloqueio dos locais de interação entre estas duas proteínas. (SHAPER et al., 2004). 
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Diversos estudos sugerem a participação da PspA na colonização por pneumococo.  

Um ensaio de colonização experimental em humanos demonstrou uma forte associação entre 

a presença de anticorpos anti-PspA e a proteção contra colonização nos voluntários 

(HAKANSSON et al., 2001). Estes dados sugerem uma possível interação com componentes 

da mucosa do hospedeiro nas fases iniciais da infecção. Foi demonstrado que PspA é capaz de 

ligar-se à lactoferrina. A ligação entre PspA e a lactoferrina livre de ferro (Apolactoferrina) 

protege parcialmente a bactéria dos efeitos líticos desta proteína (REN et al., 2012; 

FERREIRA et al., 2010). Foi demonstrado ainda que a adição de anticorpos anti-PspA 

bloqueia o efeito protetor desta proteína, potencializando a ação bactericida da apolactoferrina 

sobre o patógeno (BRILES  et al., 2003).  No entanto, devido à variabilidade estrutural e 

sorológica da PspA, faz-se necessária uma investigação da amplitude dos efeitos protetores de 

PspA na presença da lactoferrina e anticorpos anti-PspA, assim como de PspAs 

recombinantes solúveis sobre isolados de S. pneumoniae. 

Outra evidência do papel da PspA na proteção contra a colonização foi obtida a partir 

de ensaios de colonização e re-colonização por pneumococo em indivíduos saudáveis 

(MCCOOL et al., 2002). Demonstrou-se que a colonização experimental de voluntários 

saudáveis induz a produção de anticorpos contra PspA, e que a presença de tais anticorpos no 

soro pré-imune proporcionou aos voluntários resistência à colonização. Num estudo mais 

recente, a imunização de camundongos com PspA como uma vacina de DNA protegeu contra 

a colonização pneumocócica, enquanto que a imunização passiva com soros de camundongos 

imunizados com a vacina de DNA foi capaz de reduzir a contagem de bactérias na 

nasofaringe, evidenciando o papel de protetor dos anticorpos anti-PspA neste modelo 

(FERREIRA et al., 2010). 

Apesar da crescente evidência do potencial de PspA como vacina candidata contra a 

colonização pneumocócica, as moléculas de PspA exibem variabilidade estrutural e 

sorológica, o que poderia de certa forma limitar a cobertura potencial de formulações à base 

de PspA. A região N-terminal da proteína, especialmente os últimos 100 aminoácidos, exibe 

um padrão de variação de sequência que foi utilizado para classificar PspA em seis clados, os 

quais foram agrupados em três famílias (HOLLINGSHEAD et al., 2000). Estudos, que 

avaliaram o nível de reatividade cruzada e / ou proteção cruzada dentre os clados e famílias da 

PspA, proporcionaram resultados variáveis (DARRIEUX et al., 2007; MORENO et al., 2010; 

GOULART et al., 2011; NABORS et al., 2000). 
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Portanto, é importante determinar o grau do efeito cruzado dos anticorpos para PspA 

na mediação da morte pneumocócica por ALF.  Inicialmente, o reconhecimento cruzado do 

anticorpo foi determinado por ELISA contra fragmentos de PspA recombinantes pertencentes 

a famílias 1 e 2 (clados 1, 2, 3 e 4). Todos os soros mostraram uma forte reação com 

fragmentos de PspA recombinantes de ambas as famílias. Estudos diferentes que analisam o 

nível de reatividade cruzada entre as moléculas de PspA chegaram a resultados variáveis. 

Nabors et al, (2000), revelou que o reconhecimento cruzado dos soros de coelhos imunizados 

foi maior entre PspAs da mesma família, enquanto que a imunização de voluntários saudáveis 

com um fragmento PspA clado 2 induziu anticorpos com capacidade para reagir com PspAs 

de ambas as famílias (NABORS et al., 2000). Darrieux et al., (2008) e Goulart et al., (2011) 

demonstraram que PspAs de uma mesma família ou do mesmo clado apresentam graus 

variáveis de reatividade cruzada. 

Foi demonstrado que a adição de anticorpos a um fragmento de PspA de clado 2 

resultou   num aumento da morte de pneumococos por ALF em pneumococos com PspA 

homólogos (SHAPER et al., 2004). A fim de determinar se o clado das PspA poderia 

influenciar na capacidade dos anticorpos de aumentar a lise bacteriana por ALF tendo quatro 

subtipos diferentes de PspAs. Todos os anticorpos anti-PspA foram avaliados quanto à sua 

capacidade de aumentar a morte, mediada por lactoferrina, de pneumococos expressando 

diferentes PspAs. Todos os soros foram capazes de aumentar a morte bacteriana, em certo 

grau. Este efeito foi mais marcante nas cepas que expressam PspAs de família 1 (clados 1 e 

2), em que todos os soros anti-PspA foram capazes de aumentar a morte por ALF. No entanto, 

este experimento necessita ser mais abrangente para contemplar as outras cepas de 

pneumococos, a fim de confirmar o efeito de reação cruzada.  

Além disso, os fragmentos de PspA solúveis foram capazes de inibir a lise por ALF 

competindo com as moléculas de PspA na superfície bacteriana. Este resultado confirma os 

dados apresentados por Shaper et al., (2004) mostrando que os fragmentos de PspAs 

utilizados neste trabalho são capazes de se ligar à lactoferrina. 

O presente trabalho avaliou também o potencial opsonizante da lactoferrina sobre S. 

pneumoniae, através de um ensaio de opsonofagocitose por leucócitos polimorfonuclerares de 

sangue periférico humano in vitro. Os resultados desta análise sugerem que a ação 

opsonizante da LF pode ser ampliada na presença de complemento; foi observada uma 

redução significativa no número de pneumococos após a adição combinada de HLF e C3b por 
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ação dos fagócitos. Por outro lado, a adição de HLF sozinha não foi capaz de aumentar a 

fagocitose pelos polimorfonucleares in vitro. 

Considerando que a colonização é um passo necessário em todas as doenças 

pneumocócicas, em longo prazo a colonização nasal pelo pneumococo envolve mais do que 

uma simples adesão de superfície, na verdade, conforme descrito por Briles et al, (2005) 

requer uma invasão do tecido da mucosa, o que possibilita ao patógeno expor os componentes 

da superfície bacteriana como a PspA e outros fatores de virulência, minimizando os efeitos 

da cápsula, uma vez que o pneumococo é capaz de modular esta expressão, conhecido como 

variação de fase, permitindo-o inibir o sistema complemento e a fagocitose.  

Em continuidade aos experimentos in vitro, o presente trabalhou avaliou a ação da 

lactoferrina in vivo, através de um modelo de colonização de camundongos utilizando o 

isolado St 0603. Esse modelo de colonização já foi utilizado para avaliação do potencial 

protetor de candidatos vacinais contra pneumococo (MOFFITT et al., 2011). 

As nossas observações indicam uma ação mais invasiva dos tecidos nasais pelo 

pneumococo St 0603 de sorotipo 6B do que superficial, uma vez que a maioria das bactérias 

recuperadas foi a partir do macerado da mucosa. Esta invasão local dos tecidos da mucosa 

durante a colonização já foi descrita anteriormente em modelos de colonização utilizando 

outros isolados de pneumococo (BRILES et al., 2005). 

A inoculação nasal da lactoferrina previamente ao desafio bacteriano não foi capaz de 

proteger os camundongos contra colonização; no entanto, no grupo de animais submetidos à 

administração de bactérias pré-opsonizadas com soro anti-PspA após a inoculação da ALF, 

foi observado um número significativamente menor de pneumococos nos tecidos nasais. Estes 

resultados indicam que o papel protetor da lactoferrina contra colonização por pneumococo 

depende da presença de anticorpos anti-PspA.  

Em conjunto, os dados do presente trabalho demonstram que a presença de anticorpos 

anti-PspA potencializa os efeitos bactericida e opsonizante da ALF sobre S. pneumoniae. 

Dessa forma, a imunização com PspA poderia induzir proteção não apenas contra doença 

invasiva, mas também contra a colonização, através da ativação dos mecanismos de 

“clearance” mediados por ALF; as respostas protetoras na mucosa podem limitar a 

transmissão bacteriana, bem como reduzir a doença pneumocócica.  

Estes dados reforçam PspA como um potencial candidato para inclusão numa vacina à 

base de proteínas contra pneumococos, levando à produção de anticorpos que aumentam a 

morte bacteriana por ALF. Além disso, a presença de LZ em secreções mucosas pode exercer 
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um efeito aditivo na combinação com lactoferrina, resultando numa eliminação pneumocócica 

mais eficaz, dependendo do tipo de pneumococo. 
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6  CONCLUSÃO 

 

• Os isolados de pneumococo apresentaram graus variáveis de sensibilidade à ação bactericida 

de ALF e lisozima; 

 

• A adição de fragmentos recombinantes de PspA reduziu a ação lítica de ALF sobre os 

pneumococos, possivelmente por se ligarem competitivamente à ALF, inibindo sua autólise 

com posterior liberação de peptídeos bactericidas; 

 

• A adição de anticorpos contra diferentes porções de PspA foi capaz de ampliar a ação lítica 

da ALF sobre todos os isolados de pneumococo avaliados, incluindo aqueles que expressam 

proteínas de famílias diferentes; 

 

• A capacidade dos anticorpos anti-PspA em aumentar a lise bacteriana por ALF não depende 

da similaridade entre a PspA utilizada para a produção dos anticorpos e aquela expressa na 

superfície bacteriana, sugerindo um efeito cruzado; 

 

• A ação combinada de ALF e lisozima foi mais eficaz em reduzir o número de bactérias 

viáveis do que cada proteína isoladamente, sugerindo um sinergismo entre estas proteínas em 

sua ação bactericida contra o pneumococo; 

 

• A combinação entre HLF (hololactoferrina) e fator C3b do complemento foi capaz de 

aumentar a fagocitose de S pneumoniae por leucócitos polimorfonucleares humanos in vitro, 

sugerindo uma ação opsonizante; 

 

• ALF foi capaz de reduzir a colonização nasal por pneumococo em camundongos apenas na 

presença de anticorpos anti-PspA. 

 

Em conjunto, os resultados indicam que a lactoferrina contribui para a eliminação dos 

pneumococos, por sua ação lítica direta, sozinha ou combinada à lisozima, e pelo efeito 

opsonizante, quando combinada ao fator C3b do sistema complemento. Os resultados também 

sugerem que anticorpos anti-PspA são capazes de aumentar o efeito lítico da lactoferrina 

sobre o pneumococo. Estes mecanismos podem estar envolvidos no "clearance" bacteriano na 

mucosa oral, sugerindo a possibilidade de se utilizar a proteína PspA como vacina contra a 

colonização da mucosa. 
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