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RESUMO
Streptococcus pneumoniae é um patdgeno importante responsavel por altas taxas de
mortalidade no mundo todo. As vacinas, atualmente em uso contra este patdgeno, sdo baseadas
em polissacarideos capsulares e apresentam cobertura limitada e alto custo de producéo,
limitando seu uso nas regides menos desenvolvidas. A proteina de superficie de pneumococo
A (PspA) é um antigeno amplamente estudado como possivel candidato vacinal contra
infeccdes pneumocdcicas, apresenta elevada imunogenicidade e confere protecdo em diferentes
modelos animais. Uma das ac¢Ges descritas da PSpA é a interacdo com a lactoferina humana,
uma proteina de acdo antimicrobiana que esta presente no leite e outras secrecfes e quando
ativada, libera peptideos antimicrobianos (AMPSs) chamados lactoferricinas que possuem acao
litica contra diversos patogenos. A presenca de PspA protege a bactéria da acdo litica da
lactoferrina. Um outro peptideo com acdo antimicrobiana semelhante € a indolicidina, uma
molécula produzida por neutrofilos que possui amplo efeito antimicrobiano. O presente projeto
teve como objetivo avaliar a susceptibilidade do S. pneumoniae a acéo litica da indolicidina,
bem como o papel da proteina PspA neste mecanismo. Inicialmente foi determinada a
susceptibilidade de pneumococos a agdo da indolicidina. A fim de avaliar os efeitos de PspA
sobre a acdo litica da indolicidina, bactérias selvagens e mutantes PSpA negativos foram
incubados na presenca de doses pré-determinadas de indolicidina, e a sobrevivéncia foi
comparada nos dois grupos. Em seguida, foi realizado um ensaio de competicéo pela adigéo de
PspAs recombinantes aos pneumococos tratados com indolicidina. Por fim, o efeito de
anticorpos anti-PspA na ac¢do da indolicidina sobre o pneumococo foi avaliado pela adicdo de
soro de camundongos imunizados com PspAs recombinantes ao ensaio. Observou-se que 0s
pneumococos mutantes que ndo expressam PspA sdo mais sensiveis a a¢do da indolicidina do
qgue as bactérias que expressam esta proteina. De forma semelhante, a adicdo de PspA
recombinante reverteu parcialmente os efeitos tdxicos da indolicidina, possivelmente por
sequestrar o peptideo, impedindo sua acgdo litica. De forma interessante, a adicdo de anticorpos
anti-PspA foi capaz de ampliar os efeitos bactericidas da indolicidina sobre o pneumococo,
sendo o efeito mais acentuado quando se utilizou anticorpos induzidos contra PspA homdloga
aquela expressa na superficie bacteriana. Os dados deste projeto sugerem um mecanismo de
defesa empregado pelo pneumococo durante as fases iniciais da infec¢do, bem como reforca o

potencial de PspA como uma vacina eficaz contra esta bactéria.

Palavras chaves: Streptococcus pneumoniae. Proteina de superficie de pneumococo A.
Indolicidina.
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ABSTRACT

Streptococcus pneumoniae is an important pathogen responsible for high mortality rates
worldwide. Vaccines used today against this pathogen are based on capsular polysacchariades
and they show limited coverage and high production costs, which limit its use in less developed
regions. The pneumococcal surface protein A is an antigen widely studied as a possible vaccine
candidate against pneumcoccal infections; it shows high immunogenicity and provides
protection in different animal models. One of the actions described for PSpA is the interaction
with human lactoferrin, an antimicrobial protein found in milk and other secretions which
releases antimicrobial peptides (AMPSs) that have lytic action against various pathogens. The
presence of PspA protects the bacterium from the lytic action of lactoferrin. Another peptide
with similar antimicrobial action is indolicidin, a molecule produced by neutrophils which has
wide antimicrobial effect. The present project intended to determine pneumococcal
susceptibility to the lytic effects of indolicidin, as well as the role of the PspA protein in this
mechanism. Initially, the susceptibility of pneumococci to the action of indolicidin was
investigated. In order to evaluate the effects of PspA on the lytic action of indolicidin, wild type
bacteria were compared to PSpA negative mutants. Following, a competition assay using
recombinant PspA was developed to determine if PspA can limit indolicidin action while in the
soluble form. Finally, the effect of anti-PspA antibodies on indolicidin action was measured by
adding anti-PspA antisera to the bacteria+indolicidin mixture. The data indicates that mutant
pneumococci are more sensitive to lysis by indolicidin than bacteria expressing PspA, an effect
similar to that observed with other AMPs, such as lactoferrin. Interestingly, the presence of
anti-PspA antibodies enhanced the bactericidal effect of indolicidin over pneumococci,
particularly when the antiserum was induced by a PspA molecule homologous to that expressed
in the bacterial surface. The present results suggest a possible mechanism of immune evasion
employed by pneumococci during the early stages of infection, and reinforces PspA’s potential

as an effective vaccine against this pathogen.

Key words: Streptococcus pneumonia. pneumococcal surface protein A. indolicidin
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1 INTRODUCAO
1.1 Peptideos Antimicrobianos

O aumento alarmante na resisténcia bacteriana aos antibiéticos tem impulsionado a
busca por alternativas terapéuticas que possam substituir os antibidticos convencionais
ou ampliar seu potencial bactericida (OMS, 2018). Dentre as abordagens alternativas
estdo os probiodticos, as ferramentas diagnosticas, as vacinas e 0s peptideos
antimicrobianos (ANVISA,2017).

Os peptideos antimicrobianos (AMPs) sd8o moléculas naturais presentes em
diversos organismos, onde fazem parte da resposta imune inata. Os peptideos apresentam
amplo espectro de atividade antimicrobiana, incluindo bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas (OMARDIEN; BRUL; ZAAT, 2016).

Os AMPs sao oligopeptideos com namero variavel (de cinco a mais de cem) de
aminoacidos. Ao longo da histdria, os AMPs foram chamados de: peptideos catiénicos
de defesa do hospedeiro, peptideos/proteinas antimicrobianos anibnicos, peptideos
anfipaticos catiénicos, AMPs catidnicos, peptideos de defesa do hospedeiro e peptideos
antimicrobianos a-helicoidais (BAHAR; REN, 2013).

A identificacdo dos AMPs iniciou-se em estudos com plantas, e posteriormente foi
constatada sua presenca também em animais: na década de 1960, foram descritas a
brobinina em rds e a lactoferrina presente no leite de vaca. Nesse mesmo periodo foi
comprovado que os leucdcitos humanos contém peptideos antimicrobianos em seus
lisossomos, sendo a lisozima a primeira proteina antimicrobiana humana relatada. Desde
entdo, os AMPs foram amplamente caracterizados e descobertos em praticamente todos
0s organismos multicelulares que foram estudados para essa atividade (ZHANG;
GALLO, 2016).

Com o aumento do numero de AMPs descobertos anualmente, foi necessario criar
um banco com o objetivo de auxiliar no gerenciamento de informacdes basicas sobre
esses peptideos. O primeiro banco de dados para AMPs foi publicado em 1998 e, desde
entdo, tem sido continuamente aprimorado. A versdao de 2004 de banco de dados de
peptideos antimicrobianos (APD) ja continha 525 AMPs. Em 2009, foi atualizado para o
APD2 com 1228 entradas. Desde a publicagdo do APD2, a base de dados aumentou

exponencialmente. O APD3 (versdo mais atual) inclui 2169 AMPs com acgéo
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antimicrobiana registrados seguindo-se um conjunto de critérios definidos; além disso,
novos recursos séo adicionados ao banco de dados continuamente, objetivando uma maior
eficacia no uso desse recurso (WANG,; LI; WANG, 2016).

O efeito dos AMPs ndo se limita apenas contra microrganismos; também foram
demonstradas fungdes antioxidante, na cicatrizacdo de feridas e neutralizacdo de toxinas
(MANGONI; MCDERMOTT; ZASLOFF, 2016).

Os peptideos com atividade antimicrobiana sdo encontrados em todas as formas de
vida e constituem parte da defesa inata dos organismos (ZASLOFF, 2002). Seu tamanho
pode variar entre 10 a 150 aminoéacidos, com uma carga elétrica dentro de um intervalo
de — 3 até + 20, o que é essencial para ligacdo com a célula alvo. A maioria dos AMPs
sdo catidnicos e anfipaticos. Apesar de possuirem algumas diferencas na composicao de
amino&cidos (com predominancia de amino&cido especificos, como prolina e triptofano)
ou em sua estrutura (como presenga ou nao de a-hélices e pontes dissulfeto) apresentam
elevada homologia (MARTIN et al., 2015).

Segundo o banco de dados de AMPs, existem mais de 2000 peptideos com potencial
antimicrobiano. Destes, 116 sdo produzidos em humanos, podendo ser encontrados em
diferentes tecidos e superficies epiteliais como pele, olhos, cavidade oral, auricular,
intestino, sistema nervoso e urinario (WANG; LI; WANG, 2016).

Os AMPs naturais podem ser encontrados em bactérias, protozoarios, fungos,
plantas, insetos e animais. Nos animais, 0s AMPs s&o encontrados principalmente em
Orgaos e tecidos que estdo expostos a patdgenos transportados pelo ar. Acredita-se que 0s
AMPs sejam a primeira linha de defesa imunoldgica inata contra virus, fungos e bactérias.
Devido esse fato, os AMPs desempenham um papel importante na protecdo da maioria
das infeccdes (COSTA et al., 2019).

A maioria dos AMPs sdo produzidos a todo momento por células especificas,
porém, em alguns casos, a producdo ocorre de forma indutiva. Uma pesquisa realizada
por Hultmark et al.,1980, demonstrou que peptideos antimicrobianos P9A e P9B podem
ser induzidos a partir de infeccdo causada por Enterobacter cloacae. No estudo de Bals
et al., 1999, foi verificado a producdo de defensina ap0Os infec¢do causada por
Pseudomonas aeruginosa. Sabe-se que a liberacdo de lipopolissacarideos (LPS) pelas
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bactérias pode induzir a producdo de AMPs e, com isso, reduzir a resposta inflamatdria
(BAHAR; REN, 2013).

Diversos tipos de células tem a capacidade de produzir peptideos antimicrobianos,
como células epiteliais no sistema gastrointestinal e geniturinario, fagdcitos e linfdcitos.
Além do envolvimento direto na resposta imunologica os AMPs também influenciam na

resposta inflamatéria do hospedeiro durante o processo de infeccdo (PARK et al., 2001).

Com relacdo a estrutura, a maioria dos AMPs pode ser classificado em um de
quatros grupos: folha B, a hélice, estendida e loop. As estruturas de a-hélice e folha 3 sdo
mais comuns e peptideos a-helicoidais sdo os AMPs mais estudados até hoje
(OMARDIEN; BRUL; ZAAT, 2016).

A maioria dos AMPs tém como alvo a camada lipidica da membrana celular, que
estd presente em todos os microrganismos. Os AMPs com acao contra bactérias séo, em
grande parte, catibnicos e anfipaticos, apresentando uma regido hidrofébica e outra
hidrofilica; essa estrutura permite aos AMPs a capacidade de ligacdo aos componentes
lipidicos (regido hidrofobica) e aos grupos fosfolipidicos (regido hidrofilica) presentes na
membrana celular de bactérias, causando desintegracao da estrutura da bicamada lipidica
(KUPPUSAMY et al., 2019).

A carga positiva dos peptideos antimicrobianos é crucial para sua atuacdo contra
bactérias. Ao contrario das membranas plasmaticas de células eucariéticas — que sdo
compostas por lipideos neutros, as membranas citoplasmaticas das bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas sao ricas em lipidios altamente eletronegativos, como
fosfatidilserina (PS), cardiolipina (CL) ou fosfatidilglicerol (PG). Essas estruturas
conferem a membrana bacteriana uma carga negativa, que atrai peptideos positivamente
carregados. O ancoramento dos AMPs a membrana bacteriana leva a formacéo de poros,
com consequente lise da célula microbiana (MAHLAPUU et al., 2016).

Além da sua carga positiva, os peptideos antimicrobianos apresentam um elevado
teor de residuos hidrofébicos, como o triptofano (Trp). A hidrofobicidade dos peptideos
é outra propriedade gque influencia na atracdo em relacdo a membrana bacteriana, pois
direciona a insercdo do peptideo na bicamada lipidica (REDDY; YEDERY; ARANHA,
2004).
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Os AMPs possuem trés diferentes focos de acdo: I- paredes celulares internas e
externas, Il- penetrando na célula alvo — com finalidade de se ligar em estruturas
intrinsecas para o seu funcionamento ou IlI- penetrando células de defesa, onde exibem
atividade imunomodulatoria. Apesar da maioria dos AMPs agirem sobre a membrana, foi
demonstrado que alguns AMPs, em baixas concentragdes, podem matar bactérias sem
desestabilizar a membrana. Neste caso, 0 mecanismo bactericida envolve a inibicdo de
vias metabolicas essenciais a célula, como a replicacdo do DNA e a sintese de proteinas.
Um exemplo de peptideo que apresenta essa acéo é a Buforin I, que apresenta capacidade
de se difundir atraves da membrana celular sem danifica-la e se ligar ao DNA e ao RNA
(BAHAR; REN, 2013).

Para realizar sua atividade antimicrobiana, o0s AMPs primeiramente interagem com
a membrana, mesmo que o alvo final seja intracelular; a caracteristica anfipatica dos
AMPs garante a interacdo eletrostatica inicial com a membrana celular e, posteriormente,
a insercdo no interior da célula. O contato inicial dos AMPs com a membrana ocorre
através da parte hidrofdbica dos peptideos, seguido por interacées idnicas e hidrofdbicas,
as quais estdo relacionadas a duas propriedades cruciais dos peptideos: estado catidnico
e hidrofobicidade (ZHANG; GALLO, 2016).

Os principais mecanismos de acdo descritos dos AMPs sdo: |- Barril (do inglés
Barrel-stave): As hastes sdo formadas primeiro paralelamente & membrana celular. Em
seguida, os barris séo formados, com a inser¢do dos AMPs perpendicularmente ao plano
da bicamada lipidica; 11- Carpete (do inglés Carpet-like ou Detergent-like): A micela
peptidica toca a membrana primeiro e reveste uma pequena area da membrana; em
seguida, as moléculas de AMP penetram na bicamada lipidica para permitir a formacéo
de poros, deixando buracos para trés; Il1- Poro toroidal (do inglés Toroidal pore): Os
AMPs alinham-se perpendicularmente a estrutura da bicamada com as suas regides
hidrofobicas associadas a parte central da bicamada lipidica e as suas regides hidrofilicas
voltadas para o poro (KUPPUSAMY et al., 2019).

Os principais tipos de AMPs ativos na membrana e 0s mecanismos de suas a¢oes

estdo exemplificados na Figura 1.
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FIGURA 1. Representacdo esquematica de alguns mecanismos de agdo dos AMPs ativos em
membrana. (A) Modelo de Barrel-Stave: As moléculas de AMP se inserem na membrana
perpendicularmente, formando uma estrutura em forma de barril; (B) modelo de tapete: Pequenas &reas da
membrana sdo revestidas com moléculas de AMP com lados hidrofébicos voltados para dentro, deixando
0s poros para trds na membrana; (C) modelo de poro toroidal: Este modelo se assemelha ao modelo de
barris, mas os AMPs estdo sempre em contato com a extremidade globular (cabeca) dos fosfolipidios da
membrana. A cor azul representa as porc¢des hidrofébicas de AMPs, enquanto a cor vermelha representa
as partes hidrofilicas dos AMPs. Fonte: Figura adaptada de BAHAR; REN (2013, pag. 6)

Uma caracteristica marcante dos AMPs é o seu rapido efeito litico; ao entrar em
contato com a membrana celular, os peptideos matam a célula microbiana em segundos.
Outra caracteristica observada ¢ que os AMPS melhoram a atividades dos antibioticos
através do efeito sinérgico (BAHAR; REN, 2013). A maioria dos AMPs séo
caracterizados ndo apenas como potentes antibidticos, mas também como moduladores
eficazes de inflamacdo ou neutralizantes de toxinas patogénicas (ZHANG; GALLO,
2016).
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Em bactérias Gram negativas, 0s AMPs tem a capacidade de penetragdo na camada
de LPS, no qual se aproxima primeiramente do LPS através de forcas eletrostaticas e apds
formam micelas. Ao formar micelas ird promover a desorganizacdo do LPS permitindo
que o peptideo atravesse a membrana da bactéria exercendo seu efeito litico (SHANG et
al., 2016).

Foi evidenciado que AMPs podem ter a capacidade de matar bactérias resistentes a
antibioticos. Em um estudo, Staphylococcus aureus resistente a vancomicina se mostrou
sensivel a nisina, um peptideo com acdo antimicrobiana semelhante a vancomicina, que
age bloqueando a sintese de parede celular (BAHAR; REN, 2013).

As atividades imunomoduladoras dos AMPs incluem estimulacdo de quimiotaxia,
modulacdo da diferenciacdo de células de defesa e iniciacdo da imunidade adaptativa,
contribuindo em conjunto para a destruicdo bacteriana. AMPs também apresentam a
capacidade de supresséo de receptores tipo toll (TLR) e de induzir a producao de citocinas
(MAHLAPUU et al., 2016).

Ainda existem alguns desafios em relacdo aos AMPs, como seu grau de toxicidade
para humanos, sensibilidade a condi¢cdes ambientais adversas (suscetibilidade a proteases
e pH elevado), falta de seletividade contra algumas estirpes especificas, elevado custo
para sua producdo (BAHAR; REN, 2013). Porém, como os AMPs sdo formados por
amino&cidos e apresentam tamanho reduzido, é relativamente facil realizar modifica¢es
em sua estrutura, permitindo a obtencdo de peptideos sintéticos com maior potencial
bactericida e maior estabilidade contra as proteases (WANG; LI; WANG, 2016).

A producdo de AMPs trata-se de um mecanismo primario da imunidade na protecao
contra bactérias. Praticamente todos os tecidos humanos sdo capazes de produzir AMPs,
além disso, células sanguineas como neutrofilo, eosinofilo e plaquetas também contém
AMPs. Geralmente a acdo dos AMPs ocorre em conjunto com outros mecanismos do
sistema imune inato e adaptativo. O acdo dos AMPs é crucial para eliminagdo de bactérias
sendo 0 mecanismo mais comum da imunidade (WIESNER; VILCINSKAS, 2010).

1.2 Indolicidina
A indolicidina foi primeiramente isolada a partir de neutréfilos bovinos. E um
peptideo antimicrobiano pertencente a familia das catelicidinas, assim como outro

peptideo, LL-37. Apés a passagem por neutréfilos, as catelicidinas sao transformadas em
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peptideos ativos (BRAFF et al.,2005), que apresentam atividade contra bactérias, fungos,
virus e células cancerigenas, além de uma possivel atividade quimiotatica para células de
defesa como neutrofilos, mondcitos e linfocitos T (VEGH et al., 2011).

A indolicidina ¢ composta por 13 residuos de aminoacidos, dos quais cinco sdo
triptofano, o que faz com que ela pertenga ao grupo de peptideos ricos em um determinado
tipo de aminodcido (Tabela 1). Em pH fisiol6gico, a indolicidina possui 4 cargas positivas
(N-terminal, Lys®, Arg*? e Arg*®) e um grupo C-terminal amidado sem carga negativa
nessa regido. Durante a amidacdo, ocorre a perda do grupamento —OH da carboxila
terminal (-COOH), que é substituido por um grupamento amina (-NH). Esse processo
confere um carater mais positivo a molécula (NAN et al., 2009).

TABELA 1. Estrutura primaria da Indolicidina. Fonte: Tabela modificada de Fuzo (2009, p.15).
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Peptideo Estrutura primaria Carga PDB**

IND  lle"-Leu’Pro’Tap"Lys’-Trp"-Pro - Trp"-Trp-Pro”-Trp"-Arg™-Arg"NH,  +4 1689

** Codigo do peptideo no Protem Data Bank (PDB) (http://www.resb.org/pdb).

A regido C-terminal da indolicidina é responsavel pelo potencial antimicrobiano.
Apresenta variacdes em sua estrutura, enquanto a por¢cdo N-terminal é idéntica aos seus
precursores (Figura 2). Ao contréario de outros peptideos, a indolicidina ndo possui a-
hélices ou estruturas B, estando disposta linearmente. O tamanho reduzido e auséncia de
estrutura secundaria fazem da indolicidina um peptideo de sintese simples, o que
corrobora seu potencial terapéutico (FRIEDRICH et al., 2001; ROZEK; FRIEDRICH;
HANCOCK, 2000).



FIGURA 2: Estrutura terciaria da indolicidina. Sdo mostradas as cadeias laterais e a cadeia principal.
O residuo azul representa a regido N-terminal, e o vermelho, a por¢do C-terminal. Fonte: Figura adaptada
de: FUZO (2009, pag 16).

A maneira pela qual peptideos catidnicos interagem com a membrana é atraves da
alteracdo da permeabilidade da membrana que pode ocasionar ruptura da mesma. Esse
mecanismo de perturbar a membrana celular € comum a maioria dos AMPs. A capacidade
dos AMPs catidnicos em permeabilizar a membrana € devida a interacdo de residuos de
arginina com os grupamentos de fosfolipideos localizados do lado oposto da membrana.
Esse mecanismo foi confirmado através de ressonancia magnética, demonstrando que a
indolicidina apresenta a capacidade de permeabilizacio da membrana lipidica
(ROKITSKAYA et al., 2011). No entanto, a alta concentracéo de residuos de prolina e
triptofano faz com que a indolicidina seja um antimicrobiano Unico. Diferente de outros
peptideos, a estrutura da indolicidina ao interagir com a membrana ndo € uma hélice bem
definida. Observou-se que a atividade antimicrobiana da indolicidina ocorre através da
formacédo de poros na membrana celular, podendo ou ndo causar desintegracdo total das
estruturas da membrana. Quando comparado com peptideos antimicrobianos a-
helicoidais, a indolicidina apresenta menor capacidade de se dissipar pela membrana
interna das bactérias e os poros formados sdo menores, porém a morte das bactérias pela

indolicidina é extremamente rapida (VEGH et al., 2011).

Estudos utilizando lipossomas também revelaram a capacidade da indolicidina agir
através da ativagdo de bombas de efluxo, induzindo o efluxo de metabolitos aniénicos
essenciais para a célula (ROKITSKAYA et al., 2011).

A indolicidina apresenta atividade contra bactérias Gram-positivas e Gram-

negativas, fungos e protozoarios. Em bactérias Gram-negativas, foi demonstrado que a
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indolicidina € capaz de permear rapidamente a parede celular, atingindo o alvo de a¢éo,
a membrana plasmaética, onde forma canais que levam a sua ruptura (FALLA;
KARUNARATNE; HANCOCK, 1996; GALDIERO etal., 2016). Um efeito semelhante
foi observado em Streptococcus pneumoniae e Staphylococcus aureus (bactérias Gram-
positivas), sugerindo que a indolicidina é capaz de atravessar a espessa barreira da parede
celular e promover a desestabilizacdo da membrana plasmética. Também foi demonstrado
que a indolicidina tem a capacidade se ligar a dupla hélice do DNA, impedindo a
replicacdo e a transcricdo, e amplificando sua acdo antimicrobiana (GHOSH et al., 2014;
JINDAL et al., 2015). Assim, é concebivel que a indolicidina use suas propriedades de
ligacdo a membrana para entrar no citoplasma e exercer sua atividade antimicrobiana
atacando outros alvos além da membrana (EBBENSGAARD et al., 2015).

Estudos demostraram que a indolicidina apresentam agdo contra 0 pneumococo,
atuando sobre a parede celular/membrana plasmatica dessa bactéria. Esse € o principal
mecanismo utilizado pela maioria dos peptideos, ndo sendo exclusivamente uma acao da
indolicidina. A quebra da parede celular bacteriana resuta da interagdo entre a membrana
carregada negativamente e a indolicidina com carga positiva, contetdo hidrofébico e alta
concentracdo de triptofano (JINDAL et al., 2015; JINDAL et al., 2017).

A despeito de seu elevado potencial antimicrobiano, a indolicidina em sua forma
nativa apresenta toxicidade contra eritrocitos (AHMAD et al., 1995) e linfocitos T
(EBBENSGAARD et al., 2015; SCHLUESENER et al., 1993). Este efeito pode ser
reduzido, sem perder a atividade antimicrobiana, por meio de diferentes métodos como a
substituicdo dos residuos de lisina por prolina, troca da posicao do residuo de triptofano
presente na porcao hidrofobica da hélice anfipatica ou por meio de ciclagem. Dessa
forma, diferentes compostos derivados da indolicidina, com a propriedade antimicrobiana
mantida ou melhorada, e com reducdo da citotoxicidade, tem sido investigados como
alternativas para as possiveis limitacdes da indolicidina (JINDAL et al., 2017; ROZEK;
FRIEDRICH; HANCOCK, 2000; SUBBALAKSHMI et al., 1996).

1.3 Streptococcus pneumoniae
Streptococcus pneumoniae (pneumococo) é uma bactéria que coloniza o trato
respiratorio humano em um processo assintomatico e pode, sob certas condi¢cdes como

coinfeccdo pelo virus influenza ou deficiéncia nos mecanismos de defesa (BEITER et al.,
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2008), desencadear infecgdo em outros locais, tais como os pulmdes, meninges e sangue,
provocando reacdes inflamatdrias intensas e levando a doencas como a pneumonia,
meningite e septicemia (JINDAL et al., 2015).

Em 2008 um levantamento realizado pela Organizacdo Mundial de Saide (OMS)
mostrou que, dentre 8,8 milhdes de mortes causadas por doencas pneumocdcicas, 476.000
eram criangas menores de cincos anos. O pneumococo é uma das principais bactérias que
causam morbidade e mortalidade em todo mundo, apresentando grande relevancia em
salde publica. A incidéncia e mortalidade de infecgdes causadas por essa bactéria sdo
maiores entre os idosos e criangas. De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude
(OMS) cerca de 1,6 milhdes de pessoas morrem todo 0 ano no mundo devido a doengas
pneumocdcicas. A incidéncia e mortalidade de infeccdes causadas por essa bactéria sao

maiores entre 0s idosos e criancas (ANVISA,2018).

A transmissdo do S. pneumoniae ocorre através de contato entre pessoas que estao
com a doencga ou que estdo apenas colonizadas pela bactéria, mas sem sintomas. A
bactéria é transmitida através de goticulas de saliva e/ou muco. Os pneumococos podem
causar doenca invasiva — de maior gravidade, como pneumonia, bacteremia, meningite e
endocardite — e doenca pneumocdcica ndo invasiva — apresenta menor gravidade, como
otite aguda, sinusite, bronquite, entre outras doencas. A disseminacdo das doencas
pneumocdcicas varia conforme a faixa etaria, porém a pneumonia é sempre a mais
presente em todas as idades. Um levantamento realizado pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) mostra a distribuicdo das internacfes hospitalares por
doencas pneumocdcicas, segundo faixa etaria, no SUS, no periodo de 2007 a 2017
(ANVISA, 2018) (Figura 3).
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FIGURA 3. Distribuicéo das internacfes hospitalares por doencas pneumocdcicas, segundo faixa etéria,

no SUS, no periodo de 2007 a 2017. Fonte: Figura adaptada ANVISA (2018, pag. 9)

S. pneumoniae é um diplococo Gram-positivo encapsulado, o-hemolitico e
catalase-negativo. E uma bactéria extracelular, com capacidade de se replicar na
circulacéo, nos tecidos conjuntivos e em espacos teciduais, tais como os lumens das vias
aéreas (MARRIOTT; DOCKRELL, 2006).

O pneumococo apresenta sua superficie constituida de trés estruturas: membrana
plasmatica, que apresenta estrutura conservada, com moléculas de &cido lipoteicdico;
parede celular constituida de polissacarideos e acido teicoico, que apresenta diversas
proteinas de superficie; e a capsula polissacaridica, apresentando entre 200-400 nm de
espessura e uma estrutura quimica diversificada (DAWSON, 2004; KADIOGLU et al.,
2008).

O epitélio das vias aéreas apresenta mecanismos para tentar impedir as infecgdes
causadas por pneumococo, incluindo a formacéo de muco (barreira fisica que dificulta a
fixacdo da bactéria ao epitélio) e a acdo de proteinas antimicrobianas que estdo presentes
na mucosa e sdo essenciais para o funcionamento do sistema imune inato desse nicho
(PARKER; PRINCE, 2011).

A capsula polissacaridica (CPS) é um fator de viruléncia importante, envolvido na
evasdo da deposicdo de proteinas do Sistema Complemento e consequente fagocitose,



durante a invaséo do hospedeiro humano. Por sua variabilidade estrutural, a composigéo
da cépsula ¢ utilizada como critério de classificacdo da bactéria em 97 sorotipos (WEN
et al., 2016). Os polissacarideos capsulares sdo imunogénicos, e constituem a base das
vacinas pneumocadcicas atualmente em uso. No entanto, sua elevada variabilidade, aliada
a limitagdes técnicas na producao das vacinas reduzem a cobertura vacinal (BONTEN et
al., 2015).

Durante as ultimas décadas, tem sido observado um aumento na resisténcia do
pneumococo aos antibidticos; a disseminacdo mundial da resisténcia a medicamentos
entre patdgenos respiratorios mais comuns, incluindo S. pneumoniae e Mycobacterium
tuberculosis , foi considerada epidémica (VENTOLA, 2015a).

As infeccbes causadas pelo pneumococo sdo graves e muitas vezes fatais. O
desenvolvimento de resisténcia aos antibiodticos utilizados para o tratamento complica
ainda mais o quadro do paciente e 0 médico passa a ndo ter op¢cdes de medicamento para
o tratamento. A bactéria desenvolveu resisténcia a penicilinas e eritromicinas (que sdo 0s
antimicrobianos mais utilizadas para esse tipo de infec¢cdo) além de medicamentos menos
utilizados, como sulfametoxazol com trimetroprima, e tetraciclina. Atualmente, cerca de
30% dos casos graves de infeccdo causada por essa bactéria sdo resistentes a um ou mais
antibidticos clinicamente relevantes (VENTOLA, 2015b).

As altas taxas de mortalidade e morbidade de infec¢des causadas por pneumococo,
juntamente com aumento de cepas resistentes aos antibidticos, incentivam as pesquisas
de novas estratégias para prevencdo das infeccdes por S. pneumoniae (BRAIDO et al.,
2008). As vacinas pneumocdcicas usadas atualmente sdo baseadas em polissacarideos
isolados ou fusionadas a proteinas carreadoras, e fornecem protecdo contra doenca
invasiva causada por sorotipos capsulares incluidos em suas formulacGes. No entanto,
devido a elevada variabilidade dos sorotipos capsulares (hd mais de 95 sorotipos
descritos), e auséncia de protecdo cruzada, as vacinas atuais ndo protegem contra
sorotipos ndo incluidos na formulagdo. Além disso, a reducdo da circulacdo de
pneumococos dos sorotipos vacinais — resultante do sucesso da vacina contra esses
isolados — tem levado ao aumento na prevaléncia de sorotipos ndo vacinais, e consequente
perda da eficacia vacinal. Por fim, os custos elevados de producéo das vacinas conjugadas

restringem seu uso Nnos paises mais pobres, que sdo também os mais afetados pelas
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doencas pneumocdcicas (BRAIDO et al., 2008; DARRIEUX et al., 2015;
TARAHOMJOO, 2014).

As limitagdes das vacinas polissacaridicas tem impulsionado a busca por novas
formulacGes, capazes de proteger contra todos os sorotipos capsulares de pneumococo.
Neste cendrio, antigenos proteicos apresentam-se como uma alternativa interessante, por
seu elevado grau de conservacgédo entre isolados clinicos e seu papel em eventos cruciais
da patogénese bacteriana (DARRIEUX et al., 2015). Entre as proteinas mais estudadas
como possiveis candidatos vacinais contra 0 pneumococo, estd a proteina de superficie
de pneumococo A (PspA), descrita a seguir (KHAN; VIDAL,; et al., 2018).

1.4 Proteina de superficie A (PspA) como candidato vacinal contra S. pneumoniae

Além da capsula, diversas proteinas de superficie do pneumococo também sao
fatores de viruléncia, que ajudam na prote¢do da bactéria contra a defesa do hospedeiro.
A proteina de superficie A (PspA) é um fator de viruléncia exposto, com sorologia
variavel e presente em todos os isolados de S. pneumoniae. Sua massa molecular varia
entre 67 a 99 KDa (DAWSON, 2004; REN et al.,2004a).

PspA apresenta quatro dominios principais em sua estrutura: 1- Dominio N-
terminal com carga negativa, rico em alfa-hélice, sendo a porcéo funcional da PspA que
se projeta para fora da capsula; 2- Regido rica em prolina; 3- Dominio de ligagdo a colina
consistindo em 20 repeticGes de aminoacidos, responsavel pela fixacdo da proteina a
parede celular do pneumococo; 4- Regido C terminal com carater hidrofébico, que nao
estd envolvida no ancoramento da proteina (KHAN; KHAN; et al., 2018). A regido N-
terminal é a mais imunogénica, e é a regido utilizada nas formulacbes vacinais que
incluem esta proteina (KHAN; VIDAL, et al., 2018). Também ¢ a regido utilizada neste
trabalho.

A sequéncia de aminoacidos da regido N-terminal é dividida em duas outras regies
chamadas A e B, sendo que a B, conhecida como “regido definidora de clado” (CDR),
apresenta um padrédo de variagdo mais estavel, utilizado como base para classificacdo da
PspA em 3 familias, subdivididas em 6 clados, de acordo com o grau de identidade
(MCDANIEL et al.,2004). A familia 1 inclui os clados 1 e 2; a familia 2 é constituida

pelas clados 3, 4 e 5, e a familia 3 inclui as moléculas de clado 6. As PspA sdo
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consideradas da mesma familia quando a regido definidora de clado apresenta semelhanca
maior que 45%, e quando sdo do mesmo clado, a semelhancga é superior a 80%. As PspAs
das familias 1 e 2 (em particular as moléculas de clados 1 a 4) sdo predominantes no
mundo todo, estando presentes em mais de 95% dos isolados clinicamente relevantes da
bactéria (HOLLINGSHEAD et al.,2000).

A presenca de PspA reduz a deposi¢do de proteinas do Sistema Complemento — um
importante mecanismo de eliminacdo da bactéria pelo hospedeiro — na superficie
bacteriana, limitando seu reconhecimento e eliminacéo por fagécitos (DARRIEUX et al.,
2007; DARRIEUX et al.,, 2008; REN et al., 2012). Uma pesquisa utilizando S.
pneumoniae mutante para gene de PSpA, mostrou que a proteina ¢ fundamental para
viruléncia da bactéria; a bactéria mutante apresentou uma ativacdo maior do sistema
complemento no soro de camundongos quando comparado com a resposta da bactéria
selvagem (PspA positiva) e foi eliminada da circulacdo de forma mais rapida (REN et al.,
2004).

Em humanos, a infeccdo por pneumococo induz a producao de anticorpos anti-
PspA, indicando que esta proteina é expressa durante o curso da infeccdo. De forma
semelhante, PSpA nativa e fragmentos recombinantes incluindo a regido aminoterminal
da molécula sdo altamente imunogénicos, induzindo elevada producdo de anticorpos
especificos em camundongos, coelhos e chinchilas (KONG et al., 2013; SCHACHERN
etal., 2014; KOTHARI et al., 2015). Também se observa producao de citocinas como IL-
1 e IL-6 no bacgo e pulmé&o de animais vacinados com PspA, manuscrito em preparacéo.
A imunizacdo de camundongos com PspA confere protecdo contra sepse, pneumonia e,
na presenca de adjuvantes de mucosa, contra colonizacdo. PspA também se mostrou
protetora contra otite média em chinchilas (SCHACHERN et al., 2014). Além do seu
potencial protetor comprovado em modelos animais, PspA ja foi utilizada em ensaio
clinico de fase | (BRILES et al., 2000c; SWIATLO e WARE, 2003; BRILES et al., 2004).

Apesar de seu elevado potencial como candidato a uma vacina proteica contra o
pneumococo, a variabilidade estrutural de PspA torna necessaria a inclusdo de mais de
uma molécula, a fim de garantir uma maior cobertura vacinal. Estudos investigando a
reatividade cruzada entre PSpAs sugerem que ao menos uma molécula da familia 1 e uma
da familia 2 devem ser incluidas na vacina para garantir prote¢ao contra um maior nimero
de isolados de pneumococo (CONVERSO et al., 2017; GOULART et al., 2011).
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A imunizagdo com PspA induz elevada producéo de anticorpos IgG, que promovem
a ativacdo da via cléssica do sistema complemento, causando um aumento na deposicao
de C3b e promovendo a opsonofagocitose da bactéria (REN et al.; 2004b, DARRIEUX
et al., 2008). Este efeito € amplificado pela ativacdo da via alternativa do sistema
complemento, pois os anticorpos anti-PspA blogueiam os efeitos inibitorios da proteina
sobre este sistema (REN et al.; 2004b, DARRIEUX et al., 2008).

Além da interacdo com o sistema complemento, foi demonstrado que PspA se liga
a lactoferrina, uma proteina com acdo antimicrobiana, presente no leite e secrecdes
mucosas. A lactoferrina € um impotante componente da imunidade inata, e desempenha
diversas funcgdes, como imunomodulacdo, atividade anticarcinogénica e acdo
antimicrobiana (SIQUEIRA-CENDON et al., 2014; ROSA et al., 2017). Nas mucosas, a
lactoferrina atua sequestrando ferro; a baixa disponibilidade deste ion metalico na forma
livre promove um efeito bacteriostatico, limitando a colonizacdo deste nicho. A forma
livre de ferro, conhecida como apolactoferrina, apresenta efeito litico sobre diversos tipos
de microrganismo. Quando ativada, a apolactoferrina sofre protedlise, liberando
peptideos catidnicos (lactoferricinas) que levam a lise de microrganismos (DARRIEUX
etal., 2007; DARRIEUX et al., 2008; REN etal., 2012).

Foi verificado que a presenca de PspA na superficie bacteriana inibe a acdo litica
da lactoferrina protegendo, assim, a bactéria (HAMMERSCHMIDT et al., 1999; MIRZA
etal., 2011). Foi demonstrado ainda que a presenca de anticorpos anti-PspA potencializa
o efeito bactericida da lactoferrina sobre S. pneumoniae (ANDRE et al., 2015;
HAMMERSCHMIDT et al., 1999; MIRZA et al., 2011).

Uma vez que indolicidina e lactoferricina possuem mecanismos de agéo
semelhantes, que ambos sdo peptideos com carga positiva que se inserem na membrana
e causam lise, o presente projeto tem por objetivo avaliar a hipotese de que o papel
protetor de PspA para pneumococo ndo se limita a acdo da lactoferrina, mas inclui outros
peptideos catidnicos de acdo litica, como a indolicidina. Uma vez que esse peptideo
também faz parte da nossa defesa imune é fundamental que ele esteja disponivel para
exercer sua funcgdo contra o pneumococo; dessa forma, a imunizagédo com PSpA poderia
induzir a producéo de anticorpos capazes de facilitar a acdo da indolicidina na eliminacao
do patdgeno. Para testar esta hipotese, foi determinada a susceptibilidade do pneumococo

selvagem e mutante negativo de PSpA a acdo da indolicidina in vitro; o papel de PspA
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livre neste mecanismo foi investigado através da adigdo de proteinas recombinantes para
analisar se existe interacdo com a indolicidina e também a adicéo de anticorpos anti-PspA

para verificar se o bloqueio da proteina de superficie facilita a agdo litica da indolicidina.
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral

O presente projeto tem como objetivo avaliar a susceptibilidade de S. pneumoniae a acéo litica
da indolicidina, e investigar o papel da proteina de superficie A de pneumococo (PspA) neste

mecanismo.

2.2 Objetos Especificos

1. Determinar a concentracdo da indolicidina capaz de inibir o crescimento de S. pneumoniae;

2. Comparar a acdo da indolicidina sobre cepas de S. pneumoniae selvagem e mutante para o

gene pspA;

3. Avaliar os efeitos da adicdo da proteina PspA recombinante purificada na acdo da

indolicidina sobre S. pneumoniae;

4. Investigar o papel de anticorpos anti-PspA na morte de S. pneumoniae na presenca da

indolicidina.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Determinacdo do padréo de crescimento de S. pneumoniae em cultivo

Para a determinacdo do padrao de crescimento foram utilizadas estirpes de S. pneumoniae
D39 selvagem e mutante para gene de pspA JY53, gentilmente cedidas pelo Dr Anders
Hakansson, da Universidade de Lund, Suécia. O mutante foi obtido pela técnica de mutagénese
de inativacdo por insercdo (do inglés insertion inactivation mutagenesis). Nesta técnica, o gene
alvo ¢ inativado pela insercdo de um gene de resisténcia a eritromicina em sua sequéncia
codificante (McDANIEL et al., 1987). Estoques bacteriano preservados a -80 °C em glicerol
foram descongelados no gelo, plaqueados em &gar sangue (10 pL/placa) e cultivados a 37 °C
em anaerobiose por 18-24 horas. Apds o tempo de incubacdo, as col6nias foram transferidas
para 5 mL de meio Todd Hewitt suplementado com 0,5% de extrato de levedura (THY) e
cultivadas até durante 10 horas. O crescimento bacteriano foi aferido a cada hora de cultivo,
pela medida da absorbancia através do equipamento GeneQuant™ pro disponivel no
Laboratorio de Biologia Celular e Molecular de Microrganismos. Para cada densidade
verificada foi feita a dilui¢do seriada e plagueado em agar sangue para quantificar as bactérias
viaveis (UFC/mL).

3.2 Determinagdo da concentracdo de indolicidina para utilizacdo dos testes
comparativos sobre S. pneumoniae in vitro.

Para determinacdo das concentracdes de indolicina que foram utilizadas nos
experimentos seguimos o protocolo de (JINDAL et al., 2015 e 2017) e adaptado por nosso
grupo (ANDRE et al., 2015). A indolicidina utilizada foi da marca Sigma na concentracdo
inicial de 0,5 mg/mL. A estipe D39 de S. pneumoniae selvagem, mantida a -80 °C, foi
descongelada, plagueada em agar sangue cultivada em estufa a 37 °C em jarra de anaerobiose
por 18-24 horas. Apds o tempo de incubacdo, as col6nias foram transferidas para 5 mL de meio
THY e cultivadas a 37 °C. A absorbancia dos cultivos foi aferida em intervalos de uma hora, a
partir da D.O.s00nm= 0,1 até atingir a fase mid log de crescimento, equivalente a D.O.s00nm= 0,4.
Ao atingir a absorbancia desejada, retirou-se 1 mL da amostra e centrifugou-se por 5 minutos
a 8000 rpm no equipamento Centrifuge 5418 (Eppendorf). Em seguida, retirou-se o
sobrenadante e ressuspendeu-se o pellet com 1 mL de solucgdo de ensaio (AS) contendo 50 uM
de cloreto de céalcio CaCl,, 150 mM de NaCl, 1 mM de MgClz e 1 mM de K2POas. Apds nova
centrifugacdo, foi realizada uma segunda lavagem com AS. Aliquotas de 12,5 uL da suspenséo
bacteriana foram incubadas durante uma hora a 37 °C na presenca de diferentes concentragdes
de indolicidina (125 pg/mL; 62,5 pg/mL; 31,25 pg/mL,; 15,62 pg/mL,; 7,81 ug/mL ), enquanto
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o0 grupo controle foi incubado apenas com AS. Dilui¢des em série de cada amostra foram
plaqueadas em &gar sangue, incubou-se em anaerobiose de 18-24 horas a 37 °C para contagem
das colonias bacterianas sobreviventes ao tratamento. A anélise do efeito litico foi realizada
pela comparacdo do numero de bactérias entre o grupo tratado com indolicidina e o grupo
controle, incubado somente com PBS. Todo o experimento foi realizado em duplicata, e
repetido duas vezes para confirmacédo dos resultados.

3.3 Efeito de PspA sobre a acdo litica de indolicidina

3.3.1 Comparacdo da acdo de indolicidina entre S. pneumoniae selvagem e mutante
para o gene pspA
Apos a padronizagdo das concentracOes definidas no item 3.2, para avaliar a contribuicéo
da proteina PspA para a acéo litica da indolicidina sobre 0s pneumococos, cepas bacterianas
selvagem e mutante para o gene pspA foram submetidas ao tratamento com indolicidina em

diferentes concentragoes.

As estirpes D39 de S. pneumoniae selvagem e mutante para o gene de pspA, foram retiradas
do — 80 °C e, ap6s o descongelamento, plaqueadas em agar sangue. Em seguida incubou-se em
estufa a 37 °C em jarra de anaerobiose por 18-24 horas. Ap6s o tempo de incubagdo cultivou-
se as amostras em meio 5 mL THY e acompanhou-se a absorbancia, a partir da D.O.soonm= 0,1
até atingir a fase mid log de crescimento, equivalente a D.O.s00nm= 0,4. Ao atingir a absorbancia
desejada, retirou-se 1 mL da amostra e centrifugou-se por 5 minutos a 8000 rpm. Apds
centrifugacgdo retirou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o pellet com 1 mL de solucdo de
ensaio (AS). Apbs nova centrifugacdo, foi realizada uma segunda lavagem com AS. Foram
montados quatro grupos: 1- Controle bactéria selvagem; 2- Bactéria selvagem+ indolicidina; 3-
Controle bactéria mutante; 4- Bactéria mutante+indolicidina. Para cada grupo foi pipetado
aliquotas de 12,5 pL da respectiva suspensdo bacteriana e ap6s incubadas durante uma hora a
37 °C na presenca de diferentes concentracdes de indolicidina (31,25 pg/mL/15,62 ug/mL/7,81
png/mL/3,90 pg/mL), o grupo controle ndo foi submetido ao tratamento com indolicidina.
Diluicbes em série de cada amostra foram plaqueadas em agar sangue, incubou-se em
anaerobiose de 18-24 horas a 37 °C para contagem das col6nias bacterianas sobreviventes ao
tratamento. A anélise do efeito litico foi realizada pela comparacdo do nimero de bactérias
entre o grupo tratado com indolicidina e o grupo controle, incubado com PBS. A comparacao

dos efeitos da indolicidina sobre a bactéria selvagem e mutante PspA-negativo também foi
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realizada. Todo o experimento foi realizado em duplicata, e repetido duas vezes para
confirmagéo dos resultados.

3.3.2 Efeito da adicao de PspAs recombinantes sobre a a¢do litica de indolicidina

Para avaliar o efeito da adi¢do de PspA recombinante na acao bactericida da indolicidina
sobre o pneumococo, foi utilizado o mesmo protocolo descrito no item 3.3.1, porém
adicionando as amostras 10 pg/mL de PspA recombinante. Foram utilizados dois fragmentos
incluindo a por¢do N-terminal mais a regido rica em prolinas de PspAs de familia 1: PspA 278
e PspA P339 (GOULART et al.,, 2011). Estas duas moléculas foram selecionadas por
apresentarem elevada reatividade cruzada dentro da familia 1 (a mesma familia da cepa D39
utilizada neste estudo), e produzidas de forma recombinante em E. coli. Os fragmentos
codificantes da regido N-terminal das moléculas foram clonados em vetor pQE30 (Qiagen) e
expressos em E. coli M15 pela indugdo dos cultivos com 1mM IPTG durante 3 hs. As proteinas
foram purificadas por cromatografia de afinidade ao Niquel e armazenadas a -20 °C.

A concentracdo de indolicidina neste experimento foi de 15,62 pg/mL. Foram montados
5 grupos: 1-Bactéria selvagem incubada somente com solucdo AS; 2- Bactéria
selvagem+indolicidina; ~ 3-  Bactéria  selvagem+indolicidina+BSA;  4-  Bactéria
selvagem+indolicidina+PspA 278; 5- Bactéria selvagem+indolicidina+ PspA P339. O grupo
tratado com BSA (albumina do soro bovino) foi utilizado como controle de ligacdo inespecifica,

na concentragdo de 10 pg/mL.

3.4 Efeito dos anticorpos anti-PspA sobre a ac¢do litica de indolicidina

A fim de determinar a capacidade dos anticorpos anti-pspA de bloquear uma possivel
acdo protetora da proteina contra os efeitos da indolicidina em pneumococos selvagens, foi
utilizado o mesmo protocolo descrito no item 3.3.1, porém foram incubados na presenca de 1%
e 5% de soro de camundongos imunizados com PspA (obtido no projeto de mestrado da aluna
Greiciely Andre, parecer do comité de ética numero Protocolo 001.09.2014
IP.CIUCA:200.225.122.34) ou soro controle (de animais imunizados apenas com o adjuvante).
Os soros anti-PspA utilizados neste estudo foram a-245 (PspA familia 1 e clado 1) e a-94 (PspA

familial e clado 2).

a-94 (PspA familial/clado 2), e foram produzidos pela imunizagdo de camundongos com
PspAs com alta reatividade cruzada dentro da familia 1 (Goulart et al 2011). As concentracdo
de indolicidina utilizada foi de 15,62 pg/mL e 31,25 pg/mL. O numero de bactérias

sobreviventes foi calculado e comparado ao grupo tratado com soro controle.
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Foram montados dois grupos, primeiro grupo concentragdo de indolicidina de 15,62
pg/mL: Indolicidina+ soro salina 1% e 5%, Indolicidina+ a-245 1% e 5%; Indolicidina+ a-94
1% e 5%. Segundo grupo concentracao de indolicidina de 31,25 pug/mL.: : Indolicidina+ soro
salina 1% e 5%, Indolicidina+ a-245 1% e 5%; Indolicidina+ 0-94 1% e 5%. O grupo de soro

salina é controle de ligacéo inespecifica.

3.5 Analise estatistica

Todos os experimentos foram realizados em duplicatas e repetidos duas vezes. Para
avaliagcdo da agéo da indolicidina sobre pneumococos selvagens e mutantes, foram utilizados o
teste ANOVA e o teste t de student (ndo pareado, one-tailed). Foram consideradas significativas

diferencas com p<0,05.



34

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Determinacdo da curva de crescimento de S. pneumoniae in vitro

Inicialmente, foi realizado cultivo da estirpe de S. pneumoniae selvagem D39, e do
mutante para o gene pspA JY53. A Figura 4 mostra as medidas de absorbancia da amostra de
S. pneumoniae selvagem e S. pneumoniae mutante para o gene de pspA cultivadas em THY
durante 10 horas. Pode-se observar que as duas cepas apresentaram um crescimento semelhante
até 6 horas de cultivo (D.O.600nm=0,4), a partir de 6 horas, a cepa selvagem apresentou um
crescimento mais acentuado, tendo atingido a D.0O.s00nm=0,8 apds 8 horas de cultivo, com
declinio posterior. Apds 10 horas de cultivo, as duas cepas voltaram a apresentar medidas

semelhantes (D.O.s000m=0,6).

0,9
0,8
0,7 /\‘
06 Fase Log (fase
' exponencial)
0,5
0,4 — —o— D39 SELVAGEM

03 —0— D39 MUTANTE

0,2

Densidade Optica 600 nm

0,1

0

0 60 120 180 240 300 360 420 480 540 600 660
Tempo(minutos)

FIGURA 4. Curva de crescimento D39 selvagem e mutante para o gene de PspA. A curva mostra o
crescimento dos cultivos bacterianos (selvagem/mutante) em relacdo ao tempo. As linhas verticais delimitam a

fase exponencial de crescimento e as setas indicam a absorbancia selecionada para realizar os experimentos.

Além das medidas de absorbancia dos cultivos, foi realizado também o plagueamento
das bactérias na D.O.s00nm=0,4. Esta foi a absorbancia escolhida para o tratamento com a
indolicidina, por representar populagdes bacterianas em fase exponencial de crescimento
(CONVERSO et al.,2017). Foi quantificado o numero de Unidades Formadoras de Col6nias
(UFC) por mL, mostrado na figura 5. Observou-se um nimero aproximado de 10° células
bacterianas por mL de cultivo, correspondendo a uma D.O.s00nm=0,4. Esse foi, portanto, o

namero aproximado de bactérias por amostra, nos experimentos a seguir.
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FIGURA 5. Avaliagdo do nimero de UFCs de Streptococcus pneumoniae selvagem e mutante na D.O.s00nm =
0,4. Amostras dos cultivos foram diluidas serialmente e plaqueadas em agar sangue. O numero de unidades
formadoras de colbnias foi determinado pela contagem na menor diluicdo onde se observavam coldnias

individualizadas.

4.2 Determinacdo da concentracdo de indolicidina para utilizacdo dos testes
comparativos sobre S. pneumoniae in vitro

Com o objetivo de definir quais seriam as concentragcdes de indolicidina capazes de
promover a reducdo na viabilidade de pneumococos selvagens D39, o cultivo foi incubado na
presenca de concentracdes crescentes de indolicidina (7,81 pg/mL; 15,62 pug/mL; 31,25 pg/mL,;
62,5 ug/mL;125 pg/mL) e o numero de UFCs, comparado ao grupo controle ndo tratado. A
Figura 6 mostra os resultados desta andlise. De maneira geral, observa-se um efeito dose-
dependente na acédo da indolicidina sobre o pneumococo, sendo que todas as concentragdes do
antimicrobiano foram capazes de reduzir significativamente a sobrevivéncia da bactéria. Nas
concentracdes mais altas de indolicidina (125 pg/mL e 62,5 pg/mL), ndo houve contagem de
UFCs, ou seja, a indolicidina nessas concentracgdes foi capaz de inibir totalmente o crescimento
da estirpe de D39 selvagem. O tratamento com indolicidina na concentragdo de 31,25 pg /mL
causou uma reducdo de cerca de meio Logio quando comparado com o grupo controle, um
resultado semelhante ao observado no grupo tratado com 15,62 pg/mL do peptideo. O grupo
que recebeu a menor concentracdo de indolicidina (7,81 pg/mL) tambem apresentou reducgéo

significativa na contagem de pneumococos sobreviventes.

A avaliacdo dos efeitos da indolicidina sobre pneumococos ja foi realizada por outros
grupos. Na pesquisa realizada por (JINDAL et al., 2015), observou-se a atividade
antimicrobiana de novos peptideos sintéticos derivados da indolicidina comercial contra
isolados clinicos de S. pneumoniae, neste mesmo estudo, também foram testadas diferentes

concentragdes da indolicidina sobre véarios isolados clinicos de S. pneumoniae. Como resultado,
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determinou-se a concentragdo inibitéria minima de indolicidina entre 15,62-31,25 pg/mL,
semelhante ao observado no presente estudo.

60 Kkk

UFC/mL

Controle 7,81 pg /mL 15,62 pg /mL 31,25 pg /mL 62,5 ug /mL 125 pg /mL

Concentracdo de indolicidina

FIGURA 6. Determinagéo da concentracéo da indolicidina capaz de reduzir a viabilidade de Streptococcus
pneumoniae selvagem. A estirpe D39 selvagem foi incubada na presenca de concentragBes crescentes de
indolicidina (7,81 pug/mL; 15,62 pg/mL; 31,25 pg/mL; 62,5 ug/mL;125 pg/mL). O grupo controle controle ndo
recebeu tratamento com a indolicidina foi incubado somente com solu¢do de ensaio. Esses grupos foram
plaqueados em &gar sangue e incubados (overnight) a 37 °C. As colunas representam o nimero de UFC/mL

recuperadas em cada grupo apds o tratamento. ***p<0,001, em comparagdo ao controle ndo tratado.

4.3 Comparacdo da acdo de indolicidina entre S. pneumoniae selvagem e mutante

para o gene pspA

A etapa seguinte do estudo envolveu a comparagdo dos efeitos da indolicidina em
pneumococos selvagem e mutante negativo para PSpA. Para esta andlise, as concentracdes de
indolicidina utilizadas foram de 3,90 ng/mL, 7,81 pg/mL, 15,62 pg/ mL e 31,25 pg/mL, uma
vez que valores maiores que essas concentracbes causam inibicdo total do pneumococo,
impossibilitando a comparacdo do efeito da indolicidina entre as cepas selvagem e mutante. A
Figuras 7 mostram os resultados desta analise. Novamente, a indolicidina foi capaz de reduzir
a viabilidade bacteriana em todas as doses testadas, tanto na cepa selvagem, quanto na mutante.
Pode-se observar ainda que este efeito foi mais marcante na cepa mutante: as doses mais altas
de indolicidina (31,25 pg/mL e 15,62 pg/mL) aboliram completamente o crescimento da
bactéria PspA-negativa, enquanto a cepa selvagem D39 apresentou crescimento — embora
reduzido — nas duas concentragdes citadas do peptideo. Comparando-se a sobrevivéncia das
bactérias selvagem e mutante na mesma dose de indolicidina, observa-se que o grupo mutante
foi significativamente mais sensivel a acéo da indolicidina nas concentragdes de 7,81 pg / mL,
15,62 pg/ mL e 31,25 pg/mL (Figura 7).
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Comparacdo da agdo de indolicidina entre Streptococcus pneumoniae selvagem e mutante para o gene

PspA
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FIGURA 7: Comparacéo da acéo de indolicidina entre S. pneumoniae selvagem e mutante para o gene pspA.
As estirpes D39 selvagem e mutante foram incubadas na presenca de concentragdes crescentes de indolicidina (3,9
pg/mL, 7,81 pg/mL; 15,62 pg/mL; 31,25 pg/mL). O grupo controle foi incubado somente com solucédo de ensaio.
Esses grupos foram plaqueados em agar sangue e incubados (overnight) a 37 °C. As colunas representam o nimero
de UFCs recuperadas em cada grupo apds o tratamento. Para cada grupo (selvagem/mutante) todas as
concentragdes de indolicidina causaram uma reducéo sigficativa em relacéo ao seu respectivo controle ndo tratado,
onde ****=p<0,0001. Comparando-se mutante e selvagem tratados com a mesma concentracdo de indolicidina,
*=p<0,05.

Em conjunto, os resultados sugerem que a expressdo da proteina PspA afeta
positivamente a sobrevivéncia do pneumococo ao tratamento com indolicidina, uma vez que a
cepa mutante, que nao apresenta PspA em sua superficie, mostrou-se mais susceptivel a acdo

do peptideo.

Um Estudo realizado por (JINDAL et al.,2015) utilizou ferramentas de modelagem
molecular para investigar o modo de ligacdo de trés fatores de viruléncia do S. pneumoniae:
autolisina (LytA), pneumolisina (Ply) e proteina de superficie A (PspA) a indolicidina. Os
resultados observados indicaram que a indolicidina comercial e seus analogos apresentam forte
afinidade de ligagdo com a PspA. Nossos resultados confirmam as observagdes daquele grupo,
demonstrando que a presenca da PspA na superficie do S. pneumoniae reduz a acdo da
indolicidina sobre a bactéria. Observa-se que a cepa selvagem sofre uma reducgéo na viabilidade
apos o tratamento com indolicidina, no entanto, este efeito foi mais evidente na cepa mutante,

indicando que a auséncia de PspA torna a bactéria mais sensivel a acdo da indolicidina. A cepa
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mutante foi significativamente mais sensivel ao AMP nas concentraces de 7,81, 15,62 e 31,25

pg/mL.

Assim foi verificado que a presenca de PSpA protege parcialmente a bactéria da acéo
litica da indolidicida, visto que a bactéria selvagem apresenta uma reducdo na viabilidade
apenas nas concentracfes mais altas do peptideo, enquanto a cepa mutante que ndo expressa
PspA apresentou inibicdo total do crescimento nas concentragdes de 15,62 e de 31,25 ug/mL.
Uma possivel explicacdo para este resultado é que a proteina PspA, ao interagir com a
indolicidina (conforme demonstrado por JINDAL et al, 2015) impede sua ligacdo a membrana
celular da bactéria, onde teria seu efeito litico. Assim, a presenca de PspA promoveria uma

reducdo nos efeitos liticos da indolicidina, por sequestra-la, limitando sua ligacéo ao sitio alvo.

A proteina PspA ja foi identificada como alvo de ligacdo da lactoferrina, uma outra
proteina com acéo antimicrobiana presente no leite e em secre¢ées mucosas (HAKANSSON et
al., 2001; HAMMERSCHMIDT et al., 1999). A lactoferrina apresenta acdo bacteriostatica —
pelo sequestro de ferro, impedindo a utiliza¢do deste ion metalico pelas bactérias na mucosa —
e bactericida. A acdo bactericida da lactoferrina envolve sua proteolise, com a liberacdo de
peptideos catibnicos (lactoferricinas) que se inserem na membrana celular bacteriana e causam
sua desestabilizagdo (JENSSEN; HANCOCK, 2009). A ligacdo da lactoferrina com a PSpA
estabiliza a apolactoferrina, impedindo sua protedlise e a consequente liberacdo de
lactoferricinas que causam a lise do pneumococo. Dessa forma, a presenca de PspA
correlaciona-se a um menor efeito litico da lactoferrina sobre a bactéria (HAKANSSON et al.,
2001). Estudos posteriores confirmaram a ligacdo especifica de PspA e lactoferrina e
demonstraram que a adi¢do de anticorpos anti-PspA poderia potencializar o efeito litico deste
AMP sobre a bactéria (ANDRE et al., 2015; SHAPER et al., 2004).

Com base nos resultados obtidos, é possivel inferir que a PSpA age sobre a indolicidina
de forma semelhante ao observado para a lactoferrina: através da interacdo com o AMP, a
proteina reduz sua atividade litica por impedir o acesso do peptideo ao seu alvo de acgéo, a
membrana plasmatica. E importante salientar, no entanto, que mais estudos s&o necessarios para
averiguar se a PspA na superficie becteriana interage especificamente com a indolicidina para

promover a inibicao de sua acdo litica.

4.4  Efeito da adigdo de PspA recombinante sobre a acéo litica de indolicidina
Foi analisada a acdo protetora de PspA no efeito bactericida da indolicidina sobre

pneumococo selvagem, pela adi¢do de fragmentos recombinantes de PSpA aos grupos tratados
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com indolicidina. Este ensaio teve como objetivo averiguar se moléculas livres de PspA
adicionadas a reacdo seriam capazes de interagir com a indolicidina e afetar sua ligacdo ao

pneumococo.

Foram utilizados dois fragmentos contendo a regido N-terminal completa de PspAs de
familia 1, as proteinas PspA 278 e PspA P399, avaliadas separadamente. Estas moléculas
(produzidas de forma recombinante em E. coli e purificadas) foram selecionadas por serem
candidatos vacinais previamente investigados em ensaios pré-clinicos, que apresentaram elevada
reatividade cruzada entre bactérias que expressam PspAs da familia 1 (CONVERSO et al., 2017,
GOULART etal., 2011).

A avaliacdo de duas moléculas de PspA levemente diferentes teve como objetivo investigar
se pequenas variagcoes na estrutura da PspA afetariam a sua ligacdo a indolicidina. Ja a utilizacéo
de fragmentos proteicos contendo apenas a regido N-terminal da molécula de PspA se justifica
pelo fato de que as vacinas baseadas em PspA em desenvolvimento contém principalmente esta
regido da molécula, por se tratar da por¢cdo mais imunogeénica e que inclui os dominios funcionais
de PspA (GOULART etal., 2011). Além disso, um estudo de Shaper et al (2004) identificou uma
regido no final da por¢do N-terminal de PspA, que € responsavel pela ligacdo a lactoferrina e
consequente inibicao de seu efeito litico. Essa sequéncia de 11 aminoécidos, denominada SM-1,

esta presente nas duas PspAs utilizadas neste estudo.

Analisando a Figura 8, é possivel verificar que, conforme esperado, a adi¢do das proteinas
recombinantes purificadas (PspA 278 e PspA P399) inibiram o efeito bactericida da indolicidina
sobre o pneumococo. Os grupos tratados com indolicidina mais uma das PspAs recombinantes
apresentaram sobrevida significativamente superior ao tratado com indolicidina e BSA
(placebo). Este resultado indica que o efeito das PspAs recombinantes é especifico, e ndo apenas
o0 resultado da adicdo de uma proteina exdgena a reacdo. Interessante notar que as duas PspAs
recombinantes, PspA 278 e PspA 339, apresentaram o mesmo efeito, sem diferencas entre elas.
Esse dado sugere que a pequena variagdo nas sequéncias das duas moléculas néo afetou sua

capacidade de interagir com a indolicidina.
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FIGURA 8. Efeito da adi¢do de PspA recombinante sobre a acéo litica de indolicidina. A estirpe D39
selvagem foi submetida a 5 condic¢Ges: 12 D39 selvagem somente com AS; 22 D39 selvagem+ indolicidina 15,62
pg/mL; 32 D39 selvagem+ indolicidina 15,62 pg/mL+ BSA 10 pg/mL; 4% D39 selvagem+ indolicidina 15,62
pg/mL+ PspA 278 10 pg/MI ; D39 selvagem+ indolicidina 15,62 pg/mL+ PspA P339 10 pg/mL. As colunas
correspondem ao nimero de UFC/mL recuperadas em cada grupo apoés o tratamento. ***p<0,001, em comparacéo

ao controle (tratado com indolicidina + BSA).

A reducéo no efeito litico da indolicidina na presenca de PspAs recombinantes — atestada
pelo maior nimero de bactérias viaveis nos grupos tratados com indolicidina e PspA
recombinante, em relacdo com tratado com indolicidina e BSA — pode ser resultante da
competicdo da PspA livre (proteina recombinante adicionada a reacdo) pela ligacdo a
indolicina, resultando em menos peptideo disponivel para insercdo na membrana celular da
bactéria. De fato, um resultado semelhante foi obtido em dois estudos independentes avaliando
o efeito de PspA na acdo da lactoferrina sobre o pneumococo (ANDRE et al., 2015; SHAPER
etal., 2004). Além de reforcar o papel de PspA na interacdo com a indolicidina, este dado indica
gue mesmo a PspA soluvel (ndo aderida a superficie bacteriana) é capaz de reconhecer e se
ligar ao AMP.

A ligacéo entre a PspA e a lactoferrina foi observada quando esse peptideo esta na forma
livre de ferro — Apolactoferrina, forma litica — demonstrando que a interagdo de fato interfere
com a atividade bactericida da lactoferrina (HAKANSSON et al.,2001; SHAPER et al., 2004;
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SHAPER et al., 2011). Em conformidade com estes dados, um estudo de (SENKOVICH et al.,
2007) avaliando a estrutura cristalizada de um complexo formado pelo dominio de ligagdo a
lactoferrina de PspA ligado ao lobo N da lactoferrina, demonstrou que as hélices negativas de
PspA interagem de forma especifica com a regido altamente carregada positivamente da
lactoferrina, a lactoferricina. Foi verificado ainda que esta ligacdo blogueia 0 acesso a
lactoferricina na molécula da lactoferrina, impedindo sua interagdo com a membrana bacteriana
e, consequentemente, limitando a lise da bactéria. Foi observado ainda que a interacao entre PSpA
e lactoferrina envolve interacOes eletrostaticas especificas e fortes. Os dados do presente estudo

sugerem que um mecanismo de interagdo semelhante pode ocorrer entre PspA e indolicidina.

4.5 Efeito dos anticorpos anti-PspA sobre a ac¢ao litica de indolicidina

Ap0s a verificacdo de que a adicdo de PspAs recombinantes era capaz de inibir a agdo litica
da indolicidina sobre o pneumococo, foi avaliado o potencial dos anticorpos anti-PSpA em
favorecer a acgdo litica da indolicidina sobre a bactéria. A hipdtese levantada foi de que os
anticorpos, ao se ligarem a PspA expressa na superficie da bactéria, bloqueariam sua interacdo
com a indolicidina, deixando o peptideo livre para se inserir na membrana bacteriana e causar

lise.

Como fonte de anticorpos anti-PspA, foram utilizados soros de camundongos imunizados
com fragmentos recombinantes de PspAs de familia 1, PspA245 (clado 1) e PspA 94 (clado 2).
Estes soros foram selecionados por serem capazes de reconhecer um grande nimero de isolados
de pneumococo que possuem PspAs de familia 1 (Goulart et al., 2011). Uma vez que diferentes
PspAs apresentam graus de reconhecimento cruzado variaveis, optou-se por utilizar um soro
contra PspA de clado 2 (PspA94, homdlogo a PspA expressa pela bactéria do estudo) e outro

contra PspA 245 (clado 1, heter6logo, mas ainda pertencente a mesma familia).

Para este ensaio, o isolado D39 selvagem (que expressa PspA de clado 2) foi primeiramente
incubado na presenca de soro de camundongos contendo anticorpos anti PspA 245 (cladol) ou
anti PspA 94 (clado 2) nas concentragdes finais de 1 e 5%. O grupo controle foi incubado com
soro de animais injetados apenas com adjuvante (soro salina) nas mesmas concentragdes, 1 e
5%. Em seguida, as amostras foram acrescidas de indolicidina nas concentragdes de 15,62 e

31,25 pg/mL e as bactérias sobreviventes, plaqueadas e contadas.

A Figura 9 mostra o resultado referente a adi¢ao dos soros com indolicidina a 15,62 pg/mL.
Observa-se gque a indolicidina nessa concentragdo nédo reduziu de forma significativa o0 namero

de unidade formadoras de coldnias tanto no soro anti PSpA 94 quanto no soro anti PSpA 245
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em nenhuma das concentracdes avaliadas; em todas as condicdes, o resultado foi semelhante

ao controle (bactéria tratada com indolicidina mais soro salina).

8017

UFC/mL

SALINA 1% SALINA 5% a-245 1% a-245 5% a-94 1% a-94 5%

FIGURA 9. Efeito dos anticorpos anti-PspA sobre a ac¢éo litica de indolicidina na concentracdo de 15,62
pg/mL. A estirpe D39 selvagem foi submetida a 6 condigdes: 12 D39 selvagem + soro salina 1%+ indolicidina
15,62 pg/mL; 22 D39 selvagem-+soro salina 5%+ indolicidina 15,62 pug/mL; 3% D39 selvagem+ indolicidina 15,62
pHg/mL+ soro anti PspA 245 1%; 42 D39 selvagem+ indolicidina 15,62 pg/mL+ soro anti PspA 245 5%; D39
selvagem+ indolicidina 15,62 pg/mL+ soro anti PspA 94 1%; 62 D39 selvagem+ indolicidina 15,62 pg/mL+ soro
anti PspA 94 5%. As colunas correspondem ao nimero de UFC/mL recuperadas em cada grupo apdés o tratamento.

O grupo controle recebeu o tratamento com salina 1% e 5% (um soro controle que ndo apresenta anticorpos).

Uma vez que ndo foi observada diferenca na acdo da indolicidina na concentracéo de
15,62 pg/mL com os soros adicionados (Figura 9), foi avaliada uma concentragdo maior de
indolicidina (31,25 pg/mL) com os soros anti-PSpA 94 e 245 (1% e 5%). A figura 10 Ae B
mostra o resultado desta analise. Nesta concentracdo de indolicidina, é possivel observar um
efeito dos anticorpos anti-PspA favorecendo a lise da bactéria, quando se utilizou 5% de soro.
Este efeito foi mais marcante quando foi adicionado soro anti-PspA 94 — produzido contra uma
PspA de mesmo clado daquela expressa na bactéria. Nas amostras contendo 1% de soro, embora
seja possivel observar uma tendéncia a uma reducdo no nimero de bactérias sobreviventes, a
diferenga ndo foi significativa. Esse resultado mostra a importancia da PSpA para prate¢do da
bactéria, pois ao adicionar o soro anti-PspA ocorre um blogueio da proteina de superficie do
pneumococo, e facilitando a agdo da indolicidina na eliminagdo do patdégeno. Também se
observa que o efeito mais acentuado foi obtido quando se utilizou anticorpos contra uma PspA

homdloga (do mesmo clado) aquela expressa na superficie bacteriana. Este dado reforca a
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necessidade de se investigar diversas PspAs de clados e familias distintos, a fim de determinar

as moléculas com maior potencial protetor.
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FIGURA 10 Efeito dos anticorpos anti-PspA 1% (A) E 5% (B) sobre a acao litica de indolicidina na
concentraciio de 31,25 pg/mL. A estirpe D39 selvagem foi submetida ao tratamento com indolicidina na
concentragdo de 31,25 pug/mL mais adicdo de soro contendo anticorpos anti-PSpA 245 e anti-PspA 94 nas
concentragdes de 1% (A) e 5% (B). As colunas correspondem ao nimero de UFC/mL recuperadas em cada grupo
apos o tratamento. O grupo controle recebeu o tratamento com soro salina nas mesmas concenragdes dos Soros

especificos.* p<0,05 em comparagao ao grupo controle.

A capacidade dos anticorpos anti-PspA em aumentar o efeito bactericida de um peptideo
antimicrobiano j& foi observada em estudos avaliando a acdo da lactoferrina sobre o
pneumococo (SHAPER et al., 2004; ANDRE et al., 2015). O estudo realizado por (ANDRE,
2015) testou a capacidade de anticorpos anti-PspA em aumentar a morte mediada por
lactoferrina em quatro cepas de penumococos (A66, 245,679,3JY2370) de diferentes sorotipos
que expresssam PspA dos clados 1 a 4. Naquele estudo, ap6s a incubacao da bactéria com uma

concentracdo definida de lactoferrina juntamente com adicdo de soro anti-PspA, houve um
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aumento na morte da bactéria em todas as cepas de pneumococo utilizadas. Essa reducéo foi
observada nas estirpes que o soro anti-PspA tinha o0 mesmo clado e também em estirpe que
expressam clados e familia diferentes, ou seja, 0s anticorpos anti-PspA apresentaram
capacidade em reconhecer moléculas de clados de familias diferentes. Entdo, observou-se que
mesmo a PSpA apresentando variabilidade, diferentes soros anti-PspA sdo capazes de reagir de
forma cruzada entre si, podendo assim impossibilitar a protecdo de PspA para a bactéria e
facilitar a acdo de peptideos antimicrobianos como a lactoferrina. Os dados do presente trabalho
mostram que o mesmo se aplica a indolicidina; os anticorpos favoreceram a acéo litica do AMP,
sendo o efeito maior quando se utilizou um soro de PspA homologa a da bactéria.

Os anticorpos ligados a PspA desencadeiam dois mecanismos que facilitam a acdo da
lactoferrina sobre o pneumococo: 1- Impede que a proteina de superficie A da bactéria se ligue
a apolactoferrina; 2- Permite que ocorra a protedlise da lactoferrina, liberando lactoferricina
que desestabiliza a membrana do pneumococo. A constatagdo de que anticorpos anti-PspA séo
capazes de favorecer a acdo de peptideos antimicrobianos refor¢a o potencial vacinal desta
molécula, sugerindo um possivel mecanismo que pode ser ativado pela vacinacdo, para
promover uma rapida eliminacdo do patdgeno. No caso da lactoferrina — uma proteina
prevalente nas mucosas — a a¢do dos anticorpos poderia reduzir a colonizagdo da nasofaringe
pela bactéria. Ja a indolicidina é produzida e armazenada nos neutréfilos — um fagoécito com
papel fundamental na eliminacdo de pneumococos em diferentes sitios(ANDRE et al., 2015).

A PspA é um importante fator de viruléncia em pneumococos (DARRIEUX et al.,
2015). Em um experimento animal obsevou-se que cepas de pneumococo negativas de PspA
foram eliminadas mais rapidamente do que cepas que apresentavam PspA em sua superficie
(TU et al., 1999). Observou-se que PspA induz a resposta imune protetora contra infec¢ao
causada pela bactéria. Foi observado o efeito de PSpA na viruléncia bacteriana e na ativacdo do
sistema complemento, os resultados sugerem que PspA atua na inibicdo da deposicdo de C3b
na superficie bacteriana, resultando na inibicdo da opsonofagocitose da bactéria, pela via
alternativa (REN et al., 2012; GOULART et al., 2011; MORENO et al., 2010;).

Pesquisas posteriores tambem demonstraram que a proteina de superficie A do
pneumococo dificulta a atividade do sistema complemento impedindo a fagocitose e como
consequéncia a eliminacdo da bactéria. Foi observado também que a presenca de anticorpos
anti-PspA é capaz de amplificar a deposicdo de C3b na superficie da bactéria, levando a uma
fagocitose mais eficiente no hospedeiro (REN et al., 2012; GOULART et al., 2011; MORENO
etal., 2010;).
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Um ensaio de colonizagdo experimental em humanos observou uma forte relagéo entre
a presenca de anticorpos anti-PspA e a prote¢do contra colonizagdo por pneumococo em
voluntarios (McCOOL et al., 2002). De forma semelhante, estudos pré-clinicos utilizando
camundongos demonstram que a imunizagcdo com PspA combinada com outras proteinas de
pneumococo protege contra a colonizagcdo (BRILLES et al., 2000; FERREIRA et al.,2010;
CONVERSO et al., 2017)

A elevada imunogenicidade de PspA e seu potencial protetor em diversos modelos de
infeccdo a tornam um candidato promissor a uma vacina proteica contra o pneumococo. Nesse
sentido, uma maior compreensdo dos mecanismos imunoldgicos envolvidos na protecdo
mediada por PspA consiste em uma etapa primordial no desenvolvimento de vacinas mais

seguras e eficazes.

A partir dos dados gerados neste estudo, que a proteina PspA afeta a acdo do peptideo
cationico indolicidina sobre o pneumococo, protegendo a bactéria do efeito litico deste AMP. De
forma importante, observa-se que anticorpos induzidos pela vacina¢do com PspA bloqueiam o

efeito protetor desta molécula, facilitando a eliminacao da bactéria pelo sistema imune.
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5 CONCLUSAO

- S. pneumoniae foi parcialmente resistente a acdo bactericida da indolicidina;

- A cepa mutante que ndo expressa PspA foi mais sensivel a acdo da indolicidina, quando

comparada a bactéria selvagem que possui PSpA,;

- A adicao de PspAs recombinantes inibiu a acdo bactericida da indolicidina, possivelmente

por sequestrar o peptideo, impedindo sua ligacdo & membrana celular do pneumococo;

- VariacGes na estrutura da PspA recombinante utilizada ndo afetaram sua ligacdo a

indolicidina, uma vez que PspAs de clados diferentes promoveram efeito semelhante;

- A presenga de anticorpos anti-PspA foi capaz de ampliar os efeitos liticos da indolicidina
sobre S. pneumoniae, sendo o efeito mais acentuado quando se utilizou anticorpos derivados de

molécula homdloga aquela expressa pela bactéria.

Os resultados obtidos nesse estudo abrem uma nova possibilidade de acdo da proteina
PspA, pela interacdo com indolicidina, limitando seu efeito bactericida sobre o pneumococo.
Os dados sugerem que PspA desempenha uma acdo mais ampla do que inicialmente descrito,
agindo ndo apenas sobre a lactoferrina, como também a indolicidina, ambos peptideos
catibnicos com mecanismo de ac¢do semelhante contra o pneumococo. Estes dados reforcam o
potencial de PspA como candidato vacinal, ao induzir a producdo de anticorpos capazes de
ampliar os efeitos de peptideos antimicrobianos como a indolicidina, facilitando assim a

eliminagdo do patdgeno e podendo reduzir o uso de antibioticos.
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