UNIVERSIDADE SAO FRANCISCO

Programa de P6s-Graduacdo Stricto Sensu em Ciéncias da Saude

KELVIN FELIPE GATINONI

PAPEL DA PRQTEiNA DE SUPERFICIE DE PNEUMOCOCO A
(PspA) NA ACAO DA DEFENSINA HNP-1 SOBRE Streptococcus
pneumoniae

Braganca Paulista

2022



KELVIN FELIPE GATINONI - R.A 001202015081

PAPEL DA PRQTEiNA DE SUPERFICIE DE PNEUMOCOCO A
(PspA) NA ACAO DA DEFENSINA HNP-1 SOBRE Streptococcus
pneumoniae

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pds-
graduacdo Stricto Sensu em Ciéncias da Salde da
Universidade S&o Francisco, como requisito
parcial para obtencdo do Titulo de Mestre em
Ciéncias da Saude.

Area de Concentracdo: Biologia Molecular e
Celular.

Orientador: Profa. Dra. Michelle Darrieux
Sampaio Bertoncini.

Braganca Paulista

2022



WC 217 Gatinoni, Kelvin Felipe
G234p Papel da proteina de superficie de Pneumococo A (PspA) na
acao da defensina HNP-1 sobre Streptococcus pneumoniae /
Kelvin Felipe Gatinoni. -- Braganca Paulista, 2022.
53 p.

Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Pds-Graduagéo
Stricto Sensu em Ciéncias da Salude da Universidade Sao
Francisco.

Orientacdo de: Michelle Darrieux Sampaio Bertoncini.

1. Streptococcus pneumoniae. 2. Capsula polissacaridica.
3. Sorotipo. 4. Peptideos antimicrobianos catiénicos.
5. Defensinas. 1. Bertoncini, Michelle Darrieux Sampaio.
Il. Titulo.

Sistema de Bibliotecas da Universidade S&o Francisco — USF
Ficha catalografica elaborada por: Bruna Maria Campos da Cunha / CRB-8/10204



GATINONI, Kelvin Felipe. “Papel da proteina de superficie de pneumococo A (PspA) na
acdo da defensina HNP-1 sobre Streptococcus pneumoniae”. Dissertacdo defendida e
aprovada no programa de Pos-Graduacao Stricto Sensu em Ciéncias da Saude da Universidade
Sdo Francisco em 27 de junho de 2022 pela Banca examinadora constituida pelos professores:

Profa. Dra. Michelle Darrieux Sampaio Bertoncini - Orientadora e Presidente
Universidade S&o Francisco

Profa. Dra. Tanila Wood dos Santos
Membro Externo

Prof. Dr. Thiago Rojas Converso
Universidade Sao Francisco



AGRADECIMENTOS

A Deus sempre, pela oportunidade de existir e guiar meus passos me conduzindo até aqui.

A minha mée, Elizabete, mulher guerreira e de fibra que me deu valores e principios.

A minha companheira, Rafaela, por estar presente em todos os momentos, principalmente nos
dificeis.

A minha colega de laboratorio, Bruna, fundamental para a conclusdo deste trabalho, se

apresentando prestativa em todas as situacoes.

A todos os professores do Programa Stricto Sensu em Ciéncias da Saude, em especial minha
orientadora Profa. Dra. Michelle Darrieux Sampaio Bertoncini, conhecé-los foi primordial para a

minha formacao.

A Universidade S&o Francisco por viabilizar este sonho através do apoio financeiro na forma de
bolsa BdC.



RESUMO

Introducdo: Streptococcus pneumoniae (pneumococo) é uma bactéria de grande importancia
clinica, responsavel por cerca de um milhdo de mortes anuais no mundo todo. O patégeno infecta
0 hospedeiro pelas vias aéreas superiores, onde se estabelece como colonizador assintomatico da
nasofaringe. Sob certas condi¢cbes, a bactéria ganha acesso a outros tecidos do hospedeiro,
causando doencas como otite media, pneumonia, sinusite e meningite. Um fator de viruléncia
importante do pneumococo é a proteina PspA, uma molécula exposta capaz de interagir com
diferentes componentes da resposta imune inata. Estudos do nosso grupo demonstraram que a
proteina PspA é capaz de inibir a acdo bactericida da lactoferrina e indolicidina — duas proteinas
pertencentes a classe dos peptideos antimicrobianos catidnicos (CAMPS). Estes peptideos atuam
desestabilizando a membrana plasmatica dos microrganismos, causando sua ruptura. Outro
peptideo catidnico com mecanismo de acdo semelhante € HNP-1, uma defensina presente nos
granulos de neutréfilos. O papel da proteina PSpA na acdo da HNP-1 sobre o pneumococo ainda
néo foi descrito. Objetivo: o presente estudo tem como objetivo avaliar o papel da PSpA na acgao
bactericida de HNP-1. Metodologia: inicialmente foi comparada a acdo da HNP-1 em
pneumococos selvagens e mutantes que ndo expressam PspA. Em seguida, foi realizado ensaio
bactericida na presenca de anticorpos anti-PspA. Também foi investigado o efeito protetor da
capsula, comparando-se pneumococos selvagens e mutantes sem cépsula. Resultados: observou-
se aumento na sensibilidade de pneumococo mutante que ndo expressa PSpA ao tratamento com
HNP-1, ocorrendo nimero maior de mortes. Ao adicionar PspA recombinante, houve diminuicdo
do nimero de mortes. De forma interessante, a adi¢do de anticorpos anti-PspA foi capaz de ampliar
o efeito bactericida de HNP-1. De forma semelhante, a auséncia da cépsula resultou em maior
sensibilidade a acdo do AMP, em bactérias de dois sorotipos capsulares diferentes. Para
pneumococos selvagens de sorotipos diferentes, encontramos repostas diferentes ao tratamento
com HNP-1, indicando que o contetdo capsular interfere na sensibilidade ao peptideo. Conclusao:
Em conjunto, os dados deste trabalho contribuem para esclarecer o papel de PspA e da cépsula
polissacaridica na protecdo da bactéria contra a acdo de HNP-1, mostrando que tanto PspA, como
a capsula sdo de extrema importancia para 0 pneumococo, atuando na protecdo da bactéria e na
imunidade inata do hospedeiro.

Palavras-chaves: Streptococcus pneumoniae. Vacina pneumocdcicas. Sorogrupo. Peptideos
Catidnicos Antimicrobianos. Defensinas.
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ABSTRACT

Introduction: Streptococcus pneumoniae (pneumococcus) is a bacterium of great clinical
importance, responsible for one million deaths annually worldwide. The pathogen infects the host
through the upper airways, where it establishes itself as an asymptomatic colonizer of the
nasopharynx. Under certain conditions, the bacterium gains access to other tissues of the host,
causing diseases such as otitis media, pneumonia, sinusitis and meningitis. An important virulence
factor in pneumococcus is PspA, an exposed protein capable of interacting with different
components of the innate immune response. Studies by our group have shown that PspA protein is
capable of inhibiting the bactericidal action of lactoferrin and indolicidin - two proteins belonging
to the class of cationical antimicrobial peptides — CAMPs on pneumococci. These peptides act
destabilizing the plasma membrane of microorganisms, causing their rupture. Another cationic
peptide with a similar mechanism of action is HNP-1, a defensin present in neutrophil granules.
The role of PspA in the action of HNP-1 on pneumococcus has not yet been described. Objective:
the present study aimed to evaluate the role of PspA in the bactericidal action of HNP-1.
Methodology: Initially, the action of HNP-1 on wild type pneumococci and mutants that do not
express PspA was compared. Then, a bactericidal assay was performed in the presence of anti-
PspA antibodies. The protective effect of the capsule was also investigated, comparing wild type
and capsule-negative pneumococci. Results: an increase in the sensitivity of mutant pneumococcus
that does not express PspA to treatment with HNP-1 was observed, with a greater number of deaths.
By adding recombinant PspA, there was a decrease in the number of deaths. Interestingly, the
addition of anti-PspA antibodies was able to amplify the bactericidal effect of HNP-1. Similarly,
the absence of the capsule resulted in greater sensitivity to the action of AMP in bacteria of two
different capsular serotypes. For wild pneumococci of different serotypes, we found different
responses to treatment with HNP-1, indicating that capsular content interferes with sensitivity to
the peptide. Conclusion: Taken together, the results indicate that both pspA and capsule contribute
to pneumococcal resistance against HNP-1, contributing to escape from early immune responses
within the host.

Keywords: Streptococcus pneumoniae. Pneumococcal Vaccines. Serogroup. Antimicrobial

Cationic Peptides. Defensins.
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1. INTRODUCAO
1.1 Streptococcus pneumoniae

Streptococcus pneumoniae € um patdgeno humano de suma importancia, responsavel por
causar diversas infecgdes na populacdo, como pneumonia, sinusite, otite média e meningite
(MASUDA et al., 2002). Segundo a Organizacdo Mundial da Satde (OMS), S. pneumoniae é umas
das bactérias com maior indice de mortalidade no mundo, se ndo forem diagnosticadas
precocemente nem tratadas corretamente doencas pneumococicas podem causar muitas mortes,

além de gerar enormes danos a saude publica (OMS, 2021).

Mortes por doenca pneumocdcica acometem especialmente criancas com idade inferior a 5
anos, idosos e alguns grupos de risco, como os infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana
(HIV+)(BEREZIN et al., 2002). Pneumonia € a maior causa infecciosa de morte em criangas em
todo o globo. De acordo com Organizacdo Mundial de Satde (OMS, 2021) a pneumonia matou
mais de 700 mil criangas menores de 5 anos em 2019, representando 14% de todas as mortes de
criancas menores de cinco anos. S6 na América Latina e Caribe foram quase 28 mil mortes por
ano. Enquanto a maioria das criangas saudaveis naturalmente podem combater a infecgdo com suas
defesas, criancas cujos sistemas imunolégicos estdo comprometidos tem maior risco de
desenvolver pneumonia. O sistema imunoldgico de uma crianca pode ser enfraquecido por
desnutricdo ou subnutricdo, especialmente em bebés que ndo sdo exclusivamente amamentados

com leite materno.

O pneumococo comumente coloniza a nasofaringe, e esses eventos de colonizagcdo precedem
todas as doencas causadas por este patdgeno, assim a mucosa da nasofaringe atua como um
reservatorio para a transmissao bacteriana (BOGAERT; DE GROOT; HERMANS, 2004; SIMELL
et al., 2012). Além do numero significativo de infeccBes mortais, infeccdes pneumocdcicas ndo
letais também estdo associadas a alta morbidade e custos socioecondmicos (ENGHOLM et al.,
2017).

Nos EUA, uma das causas mais frequentes causas de hospitalizacdo de criancas € a
pneumonia (LEYENAAR et al., 2016). Na pneumonia adquirida pela comunidade, os patdgenos
mais comuns identificados foram M. pneumoniae e S. pneumoniae, sendo que o Streptococcus foi

identificado apenas entre 0s pacientes ja internados, ou seja, em estado grave (YUN et al., 2022).
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A resisténcia a antimicrobianos é considerada na atualidade um dos problemas mais danosos
para a saude publica mundial. Anualmente aproximadamente 4 milhGes de pessoas adquirem
infeccdes ligadas a cuidados de saude, s6 na Europa estima-se que 37.000 individuos morrem por
infeccOes resistentes adquiridas em ambientes hospitalares. Em sua maioria (67,6%) foi provocada
por bactérias multirresistentes a antibiéticos (CDC, 2018).

Com o aumento da resisténcia dos pneumococos aos antimicrobianos, ocorre a diminuicéo
na eficdcia da terapia com antibidticos convencionais, resultando em tratamentos mais
prolongados, aumento na mortalidade e despesas financeiras com tratamento. Avalia-se que em
2050 mais de 10 milhdes de pessoas perderdo suas vidas anualmente por infec¢bes causadas por
cepas resistentes, além da economia global perder cerca de 100 trilhGes de ddlares devido a este
problema (O'NEILL, 2016).

Prevenir doencas causadas por S. pneumoniae em criangcas é uma estratégia essencial para
reduzir a mortalidade infantil. A imunizacdo contra o pneumococo é a forma mais eficaz de
prevenir potenciais doencas como a pneumonia. A alimentacdo adequada é extremamente
importante para melhorar as defesas naturais das criancas, além de ser eficaz na prevencdo da

pneumonia, comecando pelo aleitamento materno nos primeiros 6 meses de vida (OMS, 2021).

As vacinas sdo uma estratégia eficaz na prevengdo de doencas pneumocdcicas, porém sua
cobertura é limitada aos sorotipos bacterianos incluidos nas formulagdes, que representam apenas
uma fracdo dos pneumococos na populacdo, atualmente, as vacinas com maior cobertura incluem
apenas 13 dos mais de 90 sorotipos conhecidos de S. pneumoniae (KLUGMAN, 2011). A capsula
¢ um importante marcador epidemioldgico para rastreamento de infec¢des pneumocdcicas e
constitui a base das formulagdes vacinais disponiveis contra esse microrganismo. A Organizacao
mundial da Saude classifica duas vacinas pneumocaocicas conjugadas como opc¢ao disponivel em
varias partes do globo, a 10-valente (PCV10) e a 13-valente (PCV13), existe também a 7-valente
(PCV7) mas a mesma esta sendo retirada do mercado progressivamente ao longo dos anos, assim
a partir da introducdo da vacina conjugada 7-valente em 2000, seguida pela versdo 13-valente em
2010, a doenca pneumocdcica invasiva em criangas de 5 anos reduziu eficientemente em até 93%
nos Estados Unidos, no Brasil as vacinas pneumocdcicas fazem parteda rotina do

Programa Nacional de Imunizagdes (CDC, 2018).
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As vacinas pneumocdcicas aprovadas e utilizadas até os dias de hoje possuem alto impacto
na saude humana e sdo de suma importancia. Porém, este mesmo impacto induziu mudancas na
populacdo bacteriana através da adaptacdo de S. pneumoniae por pressao seletiva, levando a
substituicdo do sorotipo, 0 que somado ao constante aumento de bactérias multirresistentes elevou
este patgeno ao status de um grande problema de satde publica. E preciso desenvolver novas
vacinas capazes eliminar um amplo espectro de sorotipos, e que também sejam acessiveis a todos
0s paises. Algumas possibilidades de desenvolvimento surgem pela frente, partindo desde vacinas
baseadas em proteinas e células inteiras, passando por vacinas de mRNA e chegando nos vetores
virais, que se fizeram possiveis ao longo da pandemia da COVID-19. Portanto, € possivel esperar

uma nova geracao de vacinas pneumococicas (OLIVEIRA et al., 2021).

Os peptideos antimicrobianos catidnicos (CAMPs) surgem como opcdo ao desafio
encontrado com a resisténcia aos antibidticos, com sua combinacdo Unica de efeitos
antiinflamatdrios, antimicrobianos e imunoestimulatérios. Os CAMPs possuem sua toxicidade
diminuida e eficacia de amplo espectro, com o potencial de melhorar a terapia da sepse bacteriana,
viral e de combater o nimero crescente de bactérias resistentes aos antibioticos estabelecidos
(MARTIN et al., 2015).

1.2 Peptideos Antimicrobianos

O primeiro mecanismo de defesa inata do hospedeiro contra infec¢des invasivas por S.
pneumoniae é realizado por peptideos antimicrobianos catidnicos produzidos nas mucosas e outros
tecidos do hospedeiro (DRIJKONINGEN; ROHDE, 2014). Os CAMPs sdo um conjunto de mais
de 3000 moléculas diferentes produzidos por diversos seres vivos (WANG; LI; WANG, 2016),
em humanos e outros mamiferos. As duas principais familias de peptideos antimicrobianos sdo as
catelicidinas e as defensinas (OUELLETTE et al., 1989) (Figura 1).

De modo geral, todas as defensinas humanas possuem capacidade de atuar como
antimicrobianos, matando ou inativando uma variedade de bactérias, virus, fungos e protozoarios
(COBO; CHADEE, 2013; YEAMAN; YOUNT, 2003). Estes peptideos cationicos s&o
estabilizados por trés pontes dissulfeto, sua estrutura madura contém 29-35 aminoacidos para as
a-defensinas e 38-42 nas B-defensinas (WHITE; WIMLEY; SELSTED, 1995) (Figura 1),

constituem 30 a 50% do contetido dos granulos azurofilos de neutrofilos e sdo ativos contra uma
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série de bacteérias, fungos e virus envelopados (JENSSEN, H.; HAMILL, P.; HANCOCK, R. E.,
2006).

Os componentes dos CAMPs assim como seu nivel de expressdo, variam espacialmente entre
locais e tecidos do corpo, entre diferentes respostas imunes, além de evidéncias de que o0s niveis de
expressdo de CAMPs podem variar de individuo para individuo (JENSSEN, H.; HAMILL, P.;
HANCOCK, R. E. W., 2006; RIVAS-SANTIAGO et al., 2009).

Peptideos
Antimicrobianos

Fa m |,| IaS Defensinas Catelicidinas

]
I | |
e
SUbfamlllaS

FIGURA 1. Familia e subfamilias dos peptideos antimicrobianos. Os CAMPs s&o divididos em duas

familias: defensinas e catelicidinas e as defensinas sdo classificas em trés subfamilias: defensinas,

defensinas e defensinas.

Peptideos encontrados em leucdcitos humanos foram denominados "defensinas”, com base
na sua funcao de defesa do hospedeiro (OUELLETTE et al., 1989). As defensinas em humanos séo
classificadas em duas familias, as a-defensinas e as B-defensinas. As a-defensinas sdo produzidas
em neutrofilos e células de Paneth do intestino delgado, enquanto B-defensinas séo expressas por
células epiteliais em varios locais. Além disso, existe uma terceira familia de defensinas
encontradas em primatas ndo humanos, denominadas 6-defensinas (GANZ, 2003) (Figura 1). Ao
todo, existem seis tipos de a-defensinas descritas até 0 momento: as que tem origem em gréanulos
de neutréfilos (HNPs1-4) e aquelas encontradas em células Paneth (HD5 e HDG6), assim como
outras quatro B-defensinas (HBD1-4), que derivam de células epiteliais (MOROMIZATO et al.,
2014; REHAUME; HANCOCK, 2008) (Figura 2).
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FIGURA 2. Sequéncia de aminoacidos de duas defensinas o emparelhamento das ligacbes de
dissulfeto nas cisteinas. Tanto as a como [ defensinas apresentam um arranjo molecular relativamente
compacto, estabilizadas por trés ligacdes dissulfidicas intramoleculares. No entanto, o padrdo de formagéo
de ligacdes dissulfeto é Gnico para cada familia das defensinas. De fato, as a defensinas séo ligadas pelas
cisteinas 1-6, 2-4 e 3-5, enquanto as B-defensinas sdo conectadas pelas cisteinas 1-5, 2-4 e 3-6 Fonte: figura
adaptada de (GANZ, 2003).

1.3 HNP

As a-defensinas HNP 1-3 sdo inicialmente traduzidas em uma molécula prercursora de 94
aminoacidos (aa), distribuidos em: i) uma sequéncia sinal com 19-aa, ii) uma regido N-terminal
anionica de 45-aa e iii) uma sequéncia de 29-30-aa que correspondem ao peptideo catiénico
maduro. A sequéncia sinal € removida no reticulo endoplasmatico, a pré-proteina é
sequencialmente clivada com a remocao do fragmento amino terminal para entdo formar o peptideo
maduro (YEAMAN et al., 1998) (Figura 3). HNPs1-3 compdem um conjunto de peptideos
altamente homologos, tendo a unica diferenca em seu aminoacido terminal, NH2. Mesmo com alta
similaridade em sua conformidade, alguns estudos mostram dissemelhancas em seus efeitos
antimicrobianos e nas a¢Ges imunomoduladoras (BOWDISH; DAVIDSON; HANCOCK, 2006).

20 ‘64
PRO EPLQARADEVAAAPEQTAA*DIPEVVVSLAWDESLAPKHPGSRKNM*
) PR . - - + K
65 94
MATURE ACYCRIPACIAGERRYGTCIYQGRLWAFCC

| ‘+ i -+ ! t |
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FIGURA 3. Sequéncia de amino4cidos das defensinas proHNP-1 e HNP-1. A pro-proteina é
sequencialmente clivada de seu terminal amino para gerar o peptideo de defensina maduro HNP-1. Fonte:
figura adaptada de (VALORE; MARTIN; HARWIG; GANZ, 1996).

A sintese das a- defensinas acontece na medula dssea, nos promieldcitos, células percursoras
de neutrofilos. Na figura 4 ilustra a forma ribossémica sintetizada por um percursor chamado
preprodefensina que contém 94 aminoacidos (em rosa na imagem); em sua conversdo para
prodefensina (em roxo na imagem) é feita a remocéo da sequéncia de sinal de 19 aminoacidos N-
terminal e por uUltimo acontece um novo encurtamento proteolitico N-terminal transformando o
peptideo, assim passando a ser uma defensina madura contendo 29-30 aminoacidos (em vermelho
na imagem). Estes peptideos antimicrobianos sdo embalados em granulos primarios (azurdéfilos),
com seu amadurecimento na medula 6ssea € montado um arsenal de granulos e assim os neutréfilos
param a sintese de granulos, os mesmos séo liberados no sangue com destino aos tecidos. Durante
a fagocitose estes granulos ricos em defensina juntam aos vacuolos fagociticos nos quais geram
altas concentracdes de defensinas gerando a morte do agente agressor (Figura 4). A producdo e a
liberacdo das defensinas séo reguladas por diversos sinais: i) sinais microbianos, ii) citocinas e iii)
sinais neuroenddcrinos, atendendo a demanda especifica de cada tecido. Apds a producdo, estes
peptideos antimicrobianos sdo estocados em granulos primarios, chamados azurofilos
(COWLAND; BORREGAARD, 1999). No processo de fagocitose, os granulos primarios ricos em
defensinas se ligam aos vacuolos fagociticos, gerando altas concentracGes de defensinas, para

auxiliar na eliminagéo de microrganismos (JOINER et al., 1989).

As defensinas de neutréfilos humanos HNP 1-3 formam 30% das proteinas dos granulos
azurdéfilos microbicidas dos neutréfilos (YEAMAN et al., 1998). A diferenca do conteddo de uma
proteina para um granulo azuréfilo, se da em consequéncia do perfil das proteinas do granulo
sintetizadas no instante em que o grénulo foi formado, assim, diferentes subconjuntos de granulos
surgem, a partir da sintese de peptideos em diferentes estdgios de maturacdo da célula em
desenvolvimento (BORREGAARD et al., 1995; SORENSEN et al., 1997).
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FIGURA 4. Maturacéo das defensinas. A sintese de defensinas maduras em neutréfilos humanos (HNP-
1-3) acontece em promieldcitos e mielécitos iniciais, que sdo precursores da medula ¢ssea durante seu
estagio de diferenciacdo Fonte: figura adaptada de (GANZ, 2003).

Os transcritos para HNP-3 foram encontrados em células mais maduras do que aquelas que
sintetizam a maioria das proteinas em granulos azurdéfilos e o perfil de mMRNA de HNP-3 de fato
corresponde em quantidade superior a outras proteinas, como por exemplo a lactoferrina. HNP-3,
contudo, ndo esta presente em apenas um granulo especifico, mas em um subconjunto de granulos
azurdfilos. Outro dado importante é que a capacidade de retencdo do HNP-3 recém-sintetizado

diminui @ medida que os precursores de neutrofilos amadurecem (ARNLJOTS et al., 1998).

Além da expressdo das defensinas em granulécitos, varios epitélios também secretam estes
peptideos em suas superficies mucosas (DIAMOND; BEVINS, 1998). Células de Paneth
representam outra fonte de defensinas: o intestino delgado é revestido por vilosidades absortivas
semelhantes a dedos, intercaladas com criptas de pequenas cavidades estreitas contendo um
amontoado de células de Paneth, abastecidas com defensinas em sua parte interior. Os granulos das
células Paneth possuem altas concentracdes de pré-defensinas, formada por um segmento anidnico
unido ao fragmento maduro e tripsina. Apos a degranulacdo das células Paneth, a tripsina ativa a
defensina por clivagem, em um processo induzido pela entrada de bactérias no limen intestinal
(SALZMAN et al., 2003).

1.4 Mecanismo de a¢édo antimicrobiana das defensinas

A maioria dos antibioticos utilizados atualmente sdo substancias descobertas ha mais de 80

anos. Com a evolugdo dos patdgenos, o aumento da resisténcia a tratamentos com antibioticos
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convencionais, tornou a busca por antibi6ticos alternativos uma prioridade para o tratamento de
cepas resistentes. Desta forma, os peptideos antimicrobianos vém sendo propostos como possiveis
candidatos antimicrobianos, uma vez que sua acao é significativamente diferente dos antibiodticos
convencionais (LEWIS, 2013; OMARDIEN; BRUL; ZAAT, 2016).

Estudos da década de 1960 em lisados de células leucocitérias, definiram que estes lisados
possuiam alta atividade antimicrobiana por sua mobilidade eletroforética catodica, atraindo assim
a atencdo devido a sua abundancia e seu amplo espectro de atividade antimicrobiana (GANZ et al.,
1991). Em mamiferos, a morte ndo oxidativa de patdégenos fagocitados por células de origem
mieloide é realizada por peptideos antimicrobianos (LEHRER; GANZ; SELSTED, 1991).

As defensinas eliminam células bacterianas por permeabilizacdo da membrana celular,
seguida por acdes adicionais que resultam em progressdo irreversivel para a as células afetadas
(YEAMAN et al., 1998). A permeabilizacdo da membrana coincide com a inibicéo da sintese de
RNA, DNA e proteinas, assim diminuindo a viabilidade bacteriana, indicando que a
permeabilizacdo pelos peptideos antimicrobianos é essencial para a morte da bactéria
(LICHTENSTEIN, 1991). Os peptideos antimicrobianos catiénicos penetram na membrana
utilizando-se dos potenciais transmembrana gerados por células e campos eletrostaticos locais
(GANZ et al., 1992). O efeito litico dos peptideos ocorre em duas etapas:(i) ligacdo na superficie
da célula e (ii) permeabilizacdo da membrana. Em grande parte desestruturados em solucéo,
peptideos dobram-se ao ligar-se a membrana alvo; uma vez inserido, o peptideo perturba a funcéo
da barreira celular. A permeabilizacdo da membrana leva a um rompimento do potencial
transmembrana e dos gradientes de ions, causando vazamento de contetdo celular, resultando por
fim na morte celular (DATHE; WIEPRECHT, 1999). As defensinas em sua maioria, sdo moléculas
anfipaticas que possuem dois grupos de cadeias: i) laterais de aminoacidos carregadas
positivamente, ii) cadeias laterais de aminoacidos hidrofébicos (Figura 2). Essa formacdo permite
que eles interajam com as membranas microbianas, atuando em seus grupos principais de
fosfolipidios carregados negativamente e cadeias de acidos graxos hidrofobicos. A eletrostatica e
0 campo bioelétrico transmembrana atraem os peptideos para dentro da membrana bacteriana; a
medida que as moléculas de peptideo se acumulam, a membrana é tensionada e os peptideos agem
reduzindo a tensdo, resultando na formacdo de poros (HUANG, 2000; LOHNER et al., 1997;
SHAI, 1999). Alguns autores ndo estéo convictos de que a membrana é o Unico alvo dos CAMPs,
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ou se o peptideo atravessa a membrana e chega ao citoplasma/nucleo onde interfere com fungoes
celulares fundamentais, como a sintese de DNA e RNA (OMARDIEN; BRUL; ZAAT et al., 2016).
Em E. coli por exemplo, as defensinas atuam bloqueando a timidina, uridina, a captacdo de leucina
e também inibem a sintese de B-galactosidase periplasmatica, evidenciando outro mecanismo de
acdo inibindo a sintese de DNA, RNA e proteina (LEHRER et al., 1989).

A alta eficacia antimicrobiana da defensina atinge a membrana mediada por canal, este
mecanismo é dado como toxico a bactéria. Em geral, todos os organismos sensiveis as defensinas
possuem membrana plasmaética, enquanto os virus ndo envelopados so resistentes, assim o0s canais
se formam apenas em membranas e através de tensdes negativas que correspondem as voltagens
que as moléculas das defensinas encontrariam na membrana da célula-alvo (KAGAN et al., 1990).
Além da acdo microbicida direta foi demonstrado que os HNPs opsonizam diferentes bactérias,
promovendo seu reconhecimento e eliminagdo por fagdcitos como neutréfilos e macréfagos
teciduais (SOEHNLEIN et al., 2004).

1.5 Modulac¢ao imunolégica pelos CAMPs

Além da potente atividade antimicrobiana direta, HNP 1-3 também apresentam importantes
efeitos imunomodulatoérios. Induzem a quimiotaxia de varios tipos de células imunes, como
mondcitos, células dendriticas imaturas e linfocitos CD4+ e CD8+, promovem a fagocitose de
microrganismos patogénicos, ativam a producéo de diversas citocinas, incluindo IFN- A, IL-6 e IL-
10 de células T, bem como TNF-a e IL-1 (GANZ, 2003). A producdo de TNF-a contribui para a
maturacdo das células dendriticas, promovendo a integracdo entre as respostas imunes inatas e
adaptativas (SUAREZ-CARMONA et al., 2015). Os HNPs aumentam a expressdo de CD40 e
coestimuladores B7 pelas células B, estimulando a interacéo entre células B e T (LILLARD et al.,
2008). As propriedades imunoestimulatérias das defensinas também incluem a cicatrizacdo de
feridas e a estimulacdo da angiogénese (EASTON et al., 2009; NI'YONSAB et al., 2007).

1.6 Outros mecanismos de acdo das defensinas

A capacidade das defensinas de bloquear patdgenos virais transmissiveis sexualmente, como
HIV, HPV e virus herpes, propde que estes peptideos também podem ser interessantes candidatos

antivirais. Algumas defensinas estendem suas funcGes, podendo apresentar atividade antiviral,
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agindo nas células acometidas pelos virus. Os HNPs interagem com os receptores da superficie
celular, podendo assim, bloquear as cascatas de sinalizacdo intracelular, resultando na inibicéo da
replicacdo ou na transcricéo viral. As defensinas também podem ser candidatas a potenciais agentes
terapéuticos em doengas relacionadas com a neovascularizagdo, como a angiogénese retinal
induzida por hipdxia, observada em pacientes com diabetes, responsavel pela perda de visdo em
adultos (BUCK et al., 2006; GRIGAT et al., 2007; HUBERT et al., 2014; SUAREZ-CARMONA
etal., 2015).

1.7 Concentracéo

Em diversos animais, as maiores concentracfes de defensinas encontradas tanto nas
organelas de armazenamento de leucdcitos, como nas criptas de células de Paneth podem chegar a
mais de 10 mg/mL (GANZ, 1987). E em fluidos extracelulares, a concentracdo de HNPs é quase
indetectdvel em pessoas saudaveis, enquanto os niveis séricos de HNPs podem chegar em
concentracfes de até 100 mg/mL nos casos de sepse ou meningite bacteriana; esta resposta
exacerbada de HNPs é uma consequéncia da degranulacdo de neutrofilos (PANYUTICH et al.,
1993). As a-defensinas sdo bactericidas em concentracdes altas (mg/mL) encontradas em granulos
de neutrofilos, mas agem como imunomoduladores em concentragdes mais baixas liberadas pela
degranulacdo em locais inflamatérios (JENSSEN, H.; HAMILL, P.; HANCOCK, R. E., 2006).

As defensinas em sua maioria apresentam uma melhor atividade antimicrobiana quando estéo
em condicBes de baixa forca ibnica e com baixas concentracbes de céations divalentes. Em
condicdes ideais, a atividade antimicrobiana é vista em concentracfes tdo baixas como 1-10 pg/mL.
Altas concentracdes de sais e proteinas plasmaticas no alvo microbiano, podem inibir
competitivamente a acdo das defensinas (GANZ, 1987).

1.8 Mecanismos de resisténcia a CAMPs em pneumococos

Peptideos antimicrobianos sdo os principais protagonistas na defesa imunolégica inata contra
bactérias patogénicas. Como esperado, 0s microbios desenvolveram varias estratégias para superar
a atividade de CAMPs, que lhes permitem colonizar/invadir o hospedeiro de forma eficiente
(ASSONI et al., 2020). A resisténcia bacteriana a acdo dos peptideos esté associada a producédo de
fatores de viruléncia. Em bactérias gram-positivas, foram observadas altera¢fes na carga iénica da

superficie celular, efluxo ativo de CAMPs e a degradacdo proteolitica destes peptideos. Outra
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estratégia adotada por patdgenos pode envolver o aprisionamento destes peptideos, assim
diminuindo a quantidade de peptideos que chegam a superficie bacteriana. Alguns patdgenos
secretam proteinas que complexam os CAMPs, neutralizando sua atividade antimicrobiana
(ASSONI et al., 2020; NIZET, 2006; PANYUTICH et al., 1993; PESCHEL, 2002).

Em bactérias Gram-positivas, 0 envelope consiste na parede celular e na membrana
citoplasmatica (OMARDIEN; BRUL; ZAAT, 2016). As trés principais funcdes da parede
bacteriana sdo: organizacao da estrutura celular, protecao contra a lise devido ao turgor interno e
ancoramento de proteinas de superficie e polissacarideos (VOLLMER; BERTSCHE, 2008),
encontrar um meio de levar a aversdo dos peptideos antimicrobianos a parede bacteriana pode
garantir a sobrevivéncia destes microrganismos (COBO; CHADEE, 2013; YEAMAN; YOUNT,
2003).

Dentre os mecanismos de resisténcia a CAMPs em pneumococo, dois serdo discutidos a
seguir, a capsula e a proteina PspA.

1.9 Interferéncia da Capsula

A cépsula polissacaridica compreende um importante fator de viruléncia em pneumococos,
favorecendo a infeccdo de vérias maneiras. Louis Pasteur foi o primeiro a notar a presenca do que
hoje é reconhecido como a cépsula polissacaridica na superficie de S. pneumoniae em 1880
(AUSTRIAN, 1981a; b). Em bactérias gram-positivas, o envelope consiste na parede celular e na
membrana citoplasmatica (OMARDIEN; BRUL; ZAAT, 2016).

Existem mais de 90 tipos diferentes de capsulas polissacaridicas listadas até o0 momento, seu
papel na acdo dos CAMPs é controverso e parece ser influenciado pela natureza quimica dos
polissacarideos. Beiter e colaboradores observaram que cepas de S. pneumoniae encapsuladas, sdo
mais sensiveis a acdo de HNP 1-3 do que seus mutantes sem capsula (BEITER et al., 2008; CROSS,
1990). Esse resultado foi observado em trés de quatro sorotipos avaliados. O mecanismo proposto
envolve 0 mascaramento dos mecanismos protetores de superficie bacteriana (como a introdugéo
de cargas positivas nos acidos lipoteicdicos da membrana plasmatica) pela presenca da capsula. As
capsulas (CPSs) podem variar extensamente sua composi¢do quimica, embora a sua maioria seja
aniodnica. Essas varia¢des podem ser refletidas em diferencas na sensibilidade a agdo dos CAMPs.

Em outro estudo publicado no mesmo ano, Llobet e colaboradores constataram que cepas de
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Klebsiella pneumoniae cultivadas na presenca de polissacarideos purificados de pneumococos
apresentam maior resisténcia a acdo de HNPs, um efeito que era dependente da carga negativa da
capsula (LLOBET; TOMAS; BENGOECHEA, 2008).

Neste mecanismo, CPSs anibnicas livres podem ser mais eficazes na resisténcia aos
peptideos, pois podem sequestra-los, reduzindo assim a quantidade de CAMPs que atingem a
superficie bacteriana. Esta hipoOtese foi baseada no fato de que quase todos os peptideos
antimicrobianos sdo catidnicos, enquanto as capsulas em sua maioria sdo anidnicas, portanto,
poderia ser esperada uma interacdo eletrostatica entre eles (STRAUS; ATKISSON; GARNER,
1985).

Estudos evidenciaram que existe interferéncia entre o custo metabolico na producdo de
capsulas com a carga superficial das bactérias, assim gerando maior ou menor prevaléncia das
infeccOes bacterinas. A capsula ndo é o unico fator que determina a carga superficial da bactéria,
pois foi indicado diferentes cargas dentro do mesmo sorotipo de acordo com indicador de potencial
zeta. Tal variacdo pode se dar por diferencas fenotipicas ou genéticas dentro do sorotipo, como a
expressdo de proteinas de superficie pneumococicas varidveis que carregam carga positiva,

negativa ou ambos (L1 et al., 2013).
1.10 PspA

A proteina de superficie de pneumococo A (PspA) faz parte de um grupo de macromoléculas
biolégicas expostas na superficie bacteriana (KADIOGLU et al., 2008), seu tamanho pode variar
de 65 a 99kDa em varias cepas que se localizam nos trés dominios principais: N-terminal, alfa-
helicoidal, que possui alta concentracdo de prolinae C-terminal de ligacdo a colina (LANE et al.,
2022).

A PspA é dividida em trés familias de acordo com a sequéncia de aminoacidos,
especificamente os 100 aa's iniciais do terminal N e os 100 aa's finais do terminal C, este fato pode
interferir na resposta de anticorpos de protecdo contra Streptococcus e por esta razdo sao
considerados altamente variaveis entre as familias. Embora exista uma reatividade cruzada
consideravel de anticorpos contra diferentes familias de PSpA, a protecdo nem sempre é certa em
diferentes estirpes, um fato importante a se considerar para elaboragdo de futuras vacinas. Estas

variagdes sdo um meio de evadir a resposta imune adaptativa contra a proteina de superficie de
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pneumococo A, fornecendo além da variabilidade antigénica, também contribuem com fungdes ao
PspA que afetam sua viruléncia, fatos importantes que direcionam o desenvolvimento de novas
terapias utilizando proteinas de superficie (LANE et al., 2022; ROCHE et al., 2003; VADESILHO
etal., 2014).

Non-CBPs
| CBPs
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FIGURA 5. LigacGes e dominios da Proteina de superficie de pneumococo A (PspA) na parede
bacteriana. A imagem inserida mostra a PspA ligada & fosforilcolina (PC) na parede do acido teicdico
(WTA) e do &cido lipoteicoico (LTA) como parte da parede celular e da membrana. Fonte: figura adaptada
de (LANE et al., 2022).

PspA ja foi avaliada como candidato vacinal em diferentes modelos animais e se mostrou
protetora contra infeccdo sistémica (sozinha ou combinada a diferentes antigenos bacterianos),
capaz de reduzir a colonizacdo da nasofaringe, quando combinada com outras proteinas de
pneumococo, como PsaA e PotD (CONVERSO et al., 2020). PspA também ja foi avaliada com
sucesso em ensaios clinicos (DARRIEUX et al., 2015). O papel de PspA na viruléncia envolve a
reducdo da deposicdo do componente C3 do sistema complemento na superficie da bactéria,

limitando assim a opsonizacdo e consequente fagocitose (KADIOGLU et al., 2008).

Estudos do nosso grupo demonstraram que 0 pneumococo é parcialmente resistente a acao
de outros peptideos antimicrobianos como a lactoferrina e indolicidina. Essa resisténcia foi
atribuida & presenca de PspA, que impede a ligacdo dos peptideos a membrana bacteriana (ANDRE
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et al., 2015), portanto, estes dados sugerem que o PspA tem a capacidade de prevenir a acdo
bactericida de peptideos catibnicos contra pneumococos, possivelmente ligando-se a essas
moléculas através de seus sitios ativos. Este mecanismo de interacdo foi demonstrado para
lactoferrina (SENKOVICH et al., 2007). No entanto, os efeitos desta proteina na acdo das
defensinas ainda ndo foram caracterizados. Dessa forma, o presente estudo visa elucidar o papel de
PspA na acdo bactericida dos HNP 1-3 sobre o pneumococo. O efeito de variagdes na composicao
da capsula polissacaridica também sera investigado. Em conjunto, os resultados deste estudo irdo
contribuir para a elucidagdo dos mecanismos utilizados pelo pneumococo para evadir a agéo
antimicrobiana dos CAMPs. Considerando-se o potencial vacinal da proteina PspA, os dados deste
trabalho também deverdo auxiliar no desenvolvimento de vacinas pneumocdcicas mais seguras e

com ampla cobertura protetora.
2 OBJETIVOS
2.10bjetivo Geral

O presente trabalho tem como objetivo avaliar a influéncia da proteina PSpA na acgéo

bactericida de HNP-1 sobre S. pneumoniae.
2.2 Objetivos Especificos

o Comparar a acdo da HNP-1 em pneumococos selvagem e mutantes que nao expressam
PspA ou capsula;

o Avaliar os efeitos da adicdo de PspA recombinante na acdo da HNP-1 sobre
pPNeumococos;

o Investigar o papel de anticorpos anti-PspA na morte de pneumococos na presenca de
HNP-1.

3MATERIAIS E METODOS
3.1 Aspectos Eticos

Os ensaios utilizando soro de animais imunizados com a proteina PSpA recombinante
formam realizados ap6s aprovacdo pelo comité de ética em pesquisa envolvendo animais de
laboratério da USF (CEUA, protocolo 001.06.2019 Anexo ). Foi utilizado soro de animais

mantido a -20 °C, que haviam sido imunizados com rPspA 245 (fragmento contendo a porgéo N-
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terminal de uma proteina PspA de familia 1, clado 1) ou injetados com adjuvante (AIOH)s em

solucdo salina (grupo controle).

3.2 HNP

O presente projeto foi realizado com a utilizagdo de HNP-1 comercial da marca ANASPEC
(codigo AS-60743), que foi diluido em &cido acético + bovine serum albumin (BSA) e congelada
a -30°C. No momento do uso, 0 HNP-1 foi diluido em solucdo tampéo fosfato de sédio 10 mM
pH= 7,6 estéril.

3.3 Cultivo bacteriano

A tabela 1 sumariza os isolados de pneumococo que foram utilizados neste estudo. As
bactérias utilizadas neste experimento sdo isolados modelos para diversos estudos in vivo e vitro,
e pertencem ao banco de isolados bacterianos do laboratorio de Microbiologia Molecular e Clinica
da USF foram mantidas em estoques congelados a -80°C. Na noite anterior a cada experimento,
foram semeados em placa agar sangue 20 pul do estoque congelado da cepa de pneumococo, e a

placa foi incubada overnight a 37 °C em jarra de anaerobiose.

No dia seguinte, foi observado um crescimento bacteriano na placa de agar sangue. Com
auxilio de um swab estéril com ponta de rayon, os pneumococos foram transferidos para 4-8 mL
para meio liquido Todd Hewett contendo 0,5 % de extrato de levedura (THY), iniciando a uma
densidade optica (D.O.600nm) = 0,1 a 0,15. As bactérias foram cultivadas a 37°C até D.O.e00nm €ntre
0,3 - 0,4 (aproximadamente 10" UFC/mL).

TABELA 01. Isolados de pneumococo utilizados neste estudo.

ISOLADO Clado Sorotipo Origem Observagoes
PspA
D39 2 2 UAB -

TIGR 4 3 4 UAB -
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JY53 2 UAB Mutante isogénico de D39

que nédo expressa PSpA

AM 1000 2 LU Mutante isogénico de D39

que ndo expressa capsula

HR 1001 3 LU Mutante isogénico de TIGR

gue ndo expressa capsula

UAB - Universidade do Alabama, gentilmente cedida pelo Dr David Briles

LU — Lund University, gentilmente cedida pelo Dr Anders Hakansson

3.4 Preparo da suspensao bacteriana para ensaio bactericida

Assim que os cultivos atingiram a D.O.s0onm desejada, 3 mL do cultivo foram transferidos
para microtubos estéreis e as bactérias foram centrifugadas a 5.000 rpm por 5 minutos a 20°C. O
sobrenadante foi descartado e as bactérias foram lavadas com igual volume de tampdo fosfato de
sodio a 10 mM pH=7,6 estéril. O ajuste catidnico foi usado conforme protocolo descrito por
(SANCHEZ-GOMEZ et al., 2008; YIN et al., 2012) de forma a obter niveis idnicos semelhantes
aos encontrados em tecidos humanos. Ap6s nova centrifugacdo, as bactérias foram ressuspendidas

em 2 mL de tampao fosfato de sédio e submetidas ao tratamento com os peptideos.
3.5 Ensaio de morte bacteriana por a¢do do HNP-1

Foi avaliada a sensibilidade de S. pneumoniae D39 frente a concentracfes decrescentes de
HNP-1, sendo: 25 pg/mL e 12,5 pg/mL, 6,25 pg/mL e 3 pg/mL. Estas concentracdes foram
selecionadas com base em ensaios preliminares realizados no laboratério de Microbiologia
Molecular e Clinica da USF e literatura (BEITER et al., 2008).

O peptideo HNP-1 foi diluido nas diferentes concentracdes em volume final de 50 pl por
tubo. Em seguida, 50 ul de suspensao bacteriana foram adicionados a cada tubo. Aos tubos controle

foram adicionados 50 pl de solugdo tampé&o fosfato de sodio e 50 pl de bactéria.
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As amostras foram incubadas a 37 °C durante 1 hora. Ao término da incubag&o, as amostras
foram submetidas a diluicéo seriada, plagueadas em agar sangue e incubadas a 37 °C durante 16-

20 h. O numero de bactérias sobreviventes ao tratamento foi calculado para cada grupo.
3.6 Efeito da cdpsula sobre a acdo bactericida do HNP-1

A fim de avaliar a contribuicdo da cépsula polissacaridica na acédo bactericida do HNP-1
sobre 0s pneumococos, cepas bacterianas selvagem e mutantes isogénicos que ndo expressam
capsula foram submetidas ao tratamento com HNP-1 conforme descrito no item 3.5 e 0 nUmero de

bactérias sobreviventes foi comparado nos dois grupos.
3.7 Efeito da PspA na a¢éo bactericida de HNP-1 sobre o pneumococo

A fim de avaliar a contribuicdo da proteina de superficie PspA na acéo bactericida dos HNP-
1 sobre os pneumococos, cepas bacterianas selvagem e mutante isogénico que nao expressa a
proteina (JY53) foram submetidas ao tratamento com HNP-1 conforme descrito no item 3.5 e 0

namero de bactérias sobreviventes foi comparado nos dois grupos.
3.8 Efeito da adicéo de PspA recombinante na acdo bactericida de HNP-1

A fim de avaliar o efeito da adi¢cdo de PspA recombinante na acdo bactericida de HNP-1
sobre pneumococos selvagens, a bactéria D39 foi cultivada conforme descrito nos itens 3.3 3 3.4.
Em seguida, foram adicionados 25 pg/mL de HNP-I e 20 pL (correspondendo a 10 pg) de PspA
recombinante (rPspA 94) a suspensdo bacteriana, e o volume final foi completado para 100 pl com
tampdo fosfato. A proteina rPspA94 corresponde a porcdo N-terminal de uma PspA de clado 2
(familia 1) (GOULART et al., 2011). O grupo controle foi incubado com 10 pg de BSA (albumina
bovina sérica, do inglés, bovine serum albumin) e 25 pg/mL de HNP-I. O nimero de bactérias
sobreviventes foi mensurado em cada grupo apds plagueamento e cultivo durante 16 h.

3.9 Efeito dos anticorpos Anti-PspA na acdo bactericida do HNP-1 sobre o pneumococo

A fim de determinar a capacidade dos anticorpos anti-PspA em bloguear uma possivel a¢do
protetora contra os efeitos do HNP-1 em pneumococos selvagens, a bactéria D39 foi cultivada
conforme descrito nos itens 3.3 e 3.4. Em seguida, as bactérias foram tratadas com 25 pg/mL de

HNP-1 mais 10% de soro anti-PspA 245.0 grupo controle foi tratado com HNP-1 e soro de animais
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injetados com adjuvante em solugdo salina. O nimero de bactérias sobreviventes foi mensurado

em cada grupo apos plaqueamento e cultivo durante 16 h.
3.10  Analise estatistica

Todos os experimentos foram realizados em quadruplicatas e repetidos duas vezes. Para
avaliacdo da acdo da HNP-1 sobre as cepas de pneumococos selvagens e mutantes, foi utilizado o
teste Anova com pos teste de Dunnet. As diferencas na sobrevivéncia entre bactérias tratadas com
proteina recombinante e proteina controle ou com soro controle e anti-PspA foram analisadas por
teste t de Student. A significancia estatistica foi calculada com base em valores de p<0,05. Todos
os graficos foram produzidos utilizando o programa GraphPad Prism 8.

4. RESULTADOS
4.1 Efeito da PspA na acéo bactericida do HNP-1 sobre o pneumococo

Inicialmente foi comparada a agdo de HNP-1 sobre S. pneumoniae selvagem e seu mutante
negativo para a expressao da proteina PspA. Para isso, as duas bactérias foram tratadas com
concentracdes crescentes de HNP-1 (Figura 6). A taxa de morte foi determinada como
porcentagem de reducdo na viabilidade das bactérias, em relacdo ao grupo controle incubado
apenas com solugédo tampé&o. Observou-se que na menor dose, de 3 pg/mL, houve apenas uma
pequena reducdo (na significativa) na viabilidade da estirpe mutante, enquanto a selvagem se
mostrou resistente nessa dosagem. Na bactéria selvagem, se observou uma acdo dose
dependente do HNP-1, iniciando inibicdo em 6 pg/mL, mostrando uma inibicdo equivalente
para as duas cepas. O tratamento com HNP-1 a partir de 12,5 pg/mL ja induziu uma reducao
significativa do nimero de bactérias viaveis em relacdo ao controle ndo tratado, para as
bactérias selvagens e mutante PspA-negativo. No entanto, observa-se um efeito mais acentuado

do peptideo sobre a cepa mutante, nas concentracdes de 6,25 pg/mL e 12,5 pug/mL.
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FIGURA 6. Efeito da PspA na acio bactericida do HNP-1. A estirpe D39 selvagem e seu mutante
negativo para proteina de superficie de pneumococo A (PspA), JY53, foram tratados com concentragdes
crescentes de HNP-1, de 3 pug/mL, 6,25 pg/mL, 12,5 pg/mL e 25 pg/mL e plaqueados. A redugéo percentual
da sobrevivéncia bacteriana é mostrada para cada grupo e concentracdo em comparagdo com o controle ndo

tratado. *p<0,05 comparando-se bactéria selvagem e mutante em cada concentragdo de HNP-1.

4.2 Efeito da adicdo de PspA recombinante na acdo bactericida do HNP-1 sobre o

pneumococo

Para avaliar se o efeito da adi¢cédo de PSpA recombinante poderia interferir na acdo bactericida
de HNP-1 sobre pneumococos selvagens, as bactérias foram tratadas com 25 pg/mL de HNP-I mais
10 pg de PrpA recombinante (rPspA 94). A proteina rPspA 94 corresponde a porcao N-terminal
de uma PspA de clado 2 (familia 1). A contagem bacteriana indicou que, para o grupo tratado com
HNP-1 contendo a adicdo de PspA recombinante, a sobrevivéncia foi maior quando comparada a

proteina controle (BSA) (Figura 7).
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FIGURA 7. Efeito da adigdo de PspA recombinante na acdo bactericida do HNP-1 sobre o
pneumococo. A estirpe D39 selvagem foi tratada com HNP-1 25 pg/mL mais 10 pg de rPspA94 ou 10 ug
de proteina controle (BSA, control), e plaqueados. O numero de bactérias sobreviventes ao tratamento é
mostrado para cada grupo. Os grupos foram comparados usando o teste t de Student. *p<0,05 em relagéo
ao grupo controle.

4.3 Efeito dos anticorpos Anti-PspA na ac¢éo bactericida do HNP-1 sobre o pneumococo

A fim de avaliar efeito dos anticorpos Anti-PspA na acdo bactericida do HNP-1 sobre o
pneumococo, foram realizados testes com dois grupos tratados com HNP-1 em uma concentracao
de 12,5 ug/mL, um na presenca de 10% de soro de camundongos imunizados com PspA 245 (clado
1, familia 1) e outro com soro controle (animais injetados apenas com o adjuvante). A contagem
bacteriana indicou que, para o grupo tratado com HNP-1 contendo a adi¢do de soro anti-PspA a
viabilidade bacteriana foi menor quando comparada ao soro controle que ndo continha anticorpos
(Figura 8).
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FIGURA 8. Efeito dos anticorpos Anti-PspA na agdo bactericida do HNP-1 sobre o pneumaococo. Foi
adicionado a estirpe D39 selvagem 10 pl de soro anti-PspA245 ou 10 pl de soro controle (de animais
injetados com adjuvante em salina) e, ap6s 15 min, os dois grupos foram tratados com HNP-1 a 12,5 pug/mL
e plaqueados. O nimero de bactérias sobreviventes ao tratamento € mostrado para cada grupo. *p<0,05 em
relacdo ao grupo controle.

4.4 Efeito da cdpsula sobre a acdo bactericida do HNP-1 sobre o pneumococo

Em seguida, foi avaliado o efeito da presenca da cépsula polissacaridica na acdo de HNP-1
sobre pneumococos. Para este ensaio, foram comparadas duas cepas diferentes de pneumococo,
D39 sorotipo 2 e TIGR sorotipo 4 e seus mutantes isogénicos ndo encapsulados correspondentes.
A taxa de morte foi determinada apds 1 hora de incubacdo a 37 °C. O grupo controle foi incubado
apenas com solucdo tampao e usado como referéncia para determinar a porcentagem de morte. O
resultado indicou que, para AM 1000, o tratamento com HNP-1 a partir de 6,25 pg/mL ja conseguiu
uma reducao significativa do nimero de bactérias viaveis em relacdo ao controle (Figura 9). Para
12,5 pg/mL e 25 pg/mL a reducéo foi ainda maior, atingindo 100%; j& em sua versdo selvagem
houve uma progressdo na taxa de mortalidade se iniciando em 6,25 pg/mL, passando por 12,5
pug/mL e chegando em 25 pg/mL. A taxa de morte pelo peptideo se mostrou dependente da dose.
Este resultado indica que, para bactéria D39, a presenca da capsula contribui para protecéo contra
a acdo de HNP-1,

Em seguida, foi avaliada a cepa TIGR4, que produz capsula de sorotipo 4 e seu mutante sem

capsula, HR1001. Conforme se observa na Figura 10, as cepas selvagem e mutante apresentaram



33

resultados equivalentes para as concentragdes de 12,5 e 25 ug/ml de HNP-1. Na concentragéo de
6,25 ug/ml de HNP-1, observa-se uma maior resisténcia da cepa selvagem em relacdo a mutante
sem capsula. Esse dado sugere que, na presenca de baixas concentracfes de HNP-1, a cepa
selvagem apresentou maior resisténcia ao AMP, porém o efeito ndo se manteve em concentragdes

mais elevadas do peptideo.
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FIGURA 9. Efeito da capsula na resisténcia de pneumococos ao HNP-1. A estirpe D39 selvagem e seu
mutante negativo para capsula AM 1000 foram tratados com concentragdes crescentes de HNP-1 a 3 pg/mL,
6,25 pg/mL, 12,55 pg/mL e 25 pg/mL e plagueado. A reducdo percentual da sobrevivéncia bacteriana é
mostrada para cada grupo e concentracdo em relacdo ao controle ndo tratado. *p<0,05 comparando-se a

cepa selvagem e a mutante em cada concentracdo de HNP-1.
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FIGURA 10. Efeito da capsula na resisténcia de pneumococos ao HNP-1. A estirpe TIGR4 selvagem e
seu mutante negativo para capsula HR 1001 foram tratados com concentragfes crescentes de HNP-1 a 3
pug/mL, 6,25 pg/mL, 12,55 pg/mL e 25 pg/mL e plagueados. A reducdo percentual da sobrevivéncia

bacteriana é mostrada para cada grupo e concentracdo em relacdo ao controle nao tratado.

Nesse caso, a cepa selvagem apresentou uma maior sensibilidade ao peptideo quando

comparada a cepa D39, mesmo nas menores concentragdes de HNP-1.

Apbs encontrar resultados distintos para diferentes sorotipos capsulares, a fim de testar a
relacdo da mudanca do contetdo capsular com a resisténcia bactericida ao HNP-1, as cepas
selvagens D39 (sorotipo 2) e TIGR4 (sorotipo 4) foram comparadas quanto a resisténcia ao AMP
(Figura 11). A cepa D39 foi mais resistente do que TIGR4 a todas as doses avaliadas de HNP-I.
TIGR4 teve reducgéo de quase 80% com as doses mais baixas do AMP, de 3 pg/mL e 6,25 pg/mL,
atingindo a totalidade em 12,5 pg/mL.



35

D39 X TIGR
150
Il 7GR 4
c D39
o
5 1004 -
S *
©
(0]
]
L 50 -
L T
o b o
X
T
0- T T T T
N AN N
& & & \@\
Q\\;» (o\)q 6@ %Qq
N v a° v

Q» S n Q»

> ] R’ >
g Q>

N N

FIGURA 11. Efeito de diferentes capsulas na resisténcia de pneumococos ao HNP-1. Duas estirpes
selvagens D39 e TIGR4 foram tratadas com concentragdes crescentes de HNP-1 a 3 pug/mL, 6,25 pg/mL,
12,55 pg/mL e 25 pg/mL e plagueado. A reducéo percentual da sobrevivéncia bacteriana € mostrado para

cada grupo e concentracdo. *p<0,05 em comparacdo com o controle.

Em resumo, os resultados indicam que a auséncia de capsula resultou em maior
susceptibilidade a acdo do HNP-1 no mutante de D39, AM1000 (Figura 9), mas ndo na mutante de
TIGR4, HR1001 (Figura 10). Comparando-se a resisténcia a agdo de HNP-1 sobre as duas cepas
selvagens, observa-se que a bactéria TIGR4 é mais sensivel a morte por HNP do que a cepa D39

(Figura 11).

5. DISCUSSAO
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Neste trabalho, foi investigada a contribuicéo da proteina de superficie de pneumococo A para
a resisténcia ou suscetibilidade do S. pneumoniae contra a acao bactericida do HNP-1, um peptideo
catidnico da familia das defensinas. Mesmo com a existéncia de antibioticos e de vacinas, a
infecgdo pneumocdcica ainda continua sendo uma importante causa de morbidade e mortalidade,
especialmente entre grupos de alto risco (LOPEZ, 2006; SCHMIDT-IOANAS; LODE, 2006). O
surgimento de resisténcia a antibioticos e limitacGes da vacina a base de polissacarideos atualmente
disponivel, levou a uma busca por novas vias terapéuticas, incluindo a identificacdo de antigenos
proteicos de reacdo cruzada conservados em sorotipos capsulares para preparagdo de vacinas
(OGUNNIYI et al., 2007; TAI, 2006). A PspA é a potencial candidata a vacina mais intensamente
estudada. Sua acdo envolve a inibicdo da ativacdo e deposicdo de proteinas do sistema
complemento na superficie do pneumococo e inibicdo da depuracdo do pneumococo do sangue
(REN et al., 2004).

Estudos anteriores sugerem que a proteina PspA interfere na acdo de outros peptideos
antimicrobianos. Shaper et. al demonstrou que PspA bloqueia a morte de pneumococos pela ligagdo
a ALF, fato apoiado por estudos do nosso grupo posteriormente Milani mostrou que PSpA também
inibe a acdo da indolicidina sobre o pneumococo. Corroborando estes dados, o presente estudo
sugere que PspA também protege a bactéria da acdo defensina HNP-1 (ANDRE et al., 2015;
MILANI, 2019; SHAPER et al., 2004).

Hakansson et. al demonstrou que PspA, possui um sitio de ligacao de lactoferrina localizadona
parte C-terminal do dominio a-helicoidal (HAKANSSON et al., 2001). Posteriormente, foi
publicada a estrutura cristalizada do complexo formado pelo dominio de ligagdo a lactoferrina em
PspA e o lobo N da lactoferrina humana (dominio lactoferricina), indicando que a acéo da PspA,
indicando que a acao protetora de PspA contra o0 AMP envolve a ligacao especifica entre as duas
moléculas. Neste mecanismo, a ligacdo de PspA blogueia o acesso do peptideo a membrana

plasmatica da bactéria, prevenindo sua acdo bactericida (SENKOVICH et al., 2007).

No presente estudo, a adi¢do de um fragmento recombinante contendo a por¢do N-terminal
de PspA resgatou o pneumococo da agéo bactericida de HNP-1, promovendo maior viabilidade
bacteriana em relagcdo a BSA. Este resultado apoia a hipotese de que a regido N-terminal de PspA

é capaz de se ligar, além de outros peptideos e também a HNP-1. Também reforca a premissa de
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que aregido N-terminal de PspA é a responsavel pela ligacdo da proteina ao AMP, e que a molécula
de PspA soltuvel (ndo aderida a bactéria) é capaz de interferir na acdo do HNP-1 sobre o

pneumococo.

Trabalhos anteriores ja haviam demonstrado que a PSpA ndo precisa necessariamente estar
ligada a superficie pneumocdcica para exercer seu efeito protetor contra peptideos antimicrobianos;
naquele estudo fragmentos sollveis de PspA foram capazes de inibir o efeito bactericida da
apolactoferrina (ALF) competindo com moléculas de PspA na superficie bacteriana. (ANDRE et

al., 2015; SHAPER et al., 2004). O efeito foi observado em pneumococos de diversos sorotipos.

Outro fato a ser considerado, esta ligado a concentragdo molar de PspA necessaria ao
blogqueio da atividade da ALF; os niveis da proteina de superficie A necessarios para impedir a
morte por apolactoferrina (ALF) sdo menores do que a concentracdo de ALF, indicando que uma

molécula de PspA pode se ligar e inibir mais de uma molécula de ALF (SHAPER et al., 2004).

Estudo posterior sugeriu, através de ensaios in silico que a energia de ligacao negativa indica
a ligacdo favoravel de peptideos derivados da indolicidina com a PspA Este dado reforca o
potencial de PspA para interagir ndo apenas com lactoferrina, mas também com outros peptideos
catibnicos, sugerindo um possivel mecanismo amplo de protecdo contra AMPs mediado por PspA.
(JINDAL et al., 2015). No entanto, estudos avaliando a afinidade da PspA com o peptideo HNP-1

serdo necessarios para determinar se essa ligacdo também ocorre com a defensina.

A especificidade da acdo de PspA foi confirmada em diferentes estudos. Shaper et al. avaliou
os efeitos das proteinas PspA, PspC e PcpA na acédo da lactoferrina sobre pneumococos, € mostrou
que apenas PspA afeta a acdo do peptideo sobre a bactéria (SHAPER et al., 2004). Outras proteinas
de superficie do pneumococo, LytA e PgdA, também foram avaliadas quanto a seu efeito na acdo
bactericida das defensinas; estas proteinas nao tiveram efeito na morte de TIGR4 encapsulado pelo
CAMP (BEITER et al., 2008).

O mecanismo sugerido para protecdo dada por PspA contra os efeitos bactericidas da
lactoferrina envolvem a inibicéo da clivagem de peptideos bacterianos, impedindo que os CAMPs
perturbem a membrana do pneumococo e levem a morte bacteriana (SHAPER et al., 2004). Os

resultados deste estudo sugerem gue este efeito possivelmente se estende também para HNP-1.
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Uma vez confirmada o papel protetor de PspA contra a agdo de HNP-I, foi avaliada a
influéncia de anticorpos anti-PSpA neste mecanismo. Soro de animais imunizados com PspA
aumentou a acdo bactericida de HNP-1 sobre o pneumococo. Este resultado indica que
provavelmente o anticorpo anti-PspA se liga a PspA, e que esta ligagdo impede a proteina de
bloquear a acdo bactericida do HNP-1, tornando a bactéria mais sensivel ao AMP. Este dado
sugere, ainda, um possivel mecanismo protetor conferido por vacinas baseadas em PspA. Adicéo
de um efeito semelhante dos anticorpos anti-PspA ja foi mostrado por autores para outros peptideos
bacterianos (ANDRE et al., 2015; SHAPER et al., 2004). Foi demonstrado que o anticorpo para
PspA pode aumentar a morte de pneumococos por ALF, sugerindo fortemente que o anticorpo para
PspA tem a capacidade de proteger o organismo contra a colonizacdo pneumocoécica e

possivelmente também contra a infeccdo (SHAPER et al., 2004).

Trabalhos anteriores do nosso grupo testaram a capacidade dos anticorpos anti-PspA em
aumentar a taxa de morte mediada por ALF. Foi investigado em quatro cepas de pneumococos de
diferentes sorotipos, expressando PspAs de clados 1 a 4. Os resultados indicaram que a maioria
dos anti-PspA foram capazes de aumentar a morte pneumocécica por ALF em bactérias que
expressam PspA de outros clados e familias (ANDRE et al., 2015; SHAPER et al, 2004),
mostrando que anticorpos se ligam a PspA levando sua inibicdo, possivelmente blogqueando os
sitios de interacdo entre essas duas proteinas.

Estes dados somados aos encontrados em nossos resultados, reforcam a hipotese de que a
ligacdo dos anticorpos com a proteina de superficie de Pneumocco A, deixam o caminho livre para

0s CAMPS matarem S. pneumoniae.

O papel protetor de anticorpos anti-PspA foi demonstrado in vivo por ensaios de colonizacéo
experimental em camundongos e voluntarios (MCCOOL et al., 2002). Nestes ensaios, a
colonizacdo nasal com pneumococos induziu a producdo de anticorpos anti-PspA (entre outros)
que foram protetores contra recolonizagdo. A vacinacdo experimental com fragmentos
recombinantes contendo a regido N-terminal de PspA foi protetora contra 0 pneumococo, sendo
capaz de reduzir as contagens bacterianas na nasofaringe, evidenciando a funcdo protetora dos

anticorpos para PspA neste modelo. Foi demonstrado ainda que os anticorpos pré-existentes para
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PspA localizado em mucosas podem impedir o transporte da bactéria através das mucosas.
(MCCOOL et al., 2002).

O presente estudo também avaliou a influéncia da capsula polissacaridica na acdo de HNP-I
sobre pneumococo. Foram avaliados dois isolados de sorotipos 2 (D39) e 4 (TIGR4) e seus
mutantes isogénicos que nao produzem cépsula. A bactéria D39 foi mais resistente a acdo do AMP
do que seu mutante sem capsula. No entanto, a bactéria TIGR4 apresentou a mesma sensibilidade
a acao de HNP-1 do que sua mutante ndo encapsulada. Este resultado sugere que o papel da capsula
na acdo de HNP-I varia conforme o sorotipo capsular. No entanto, outros fatores podem contribuir
para 0 efeito protetor. Quando comparadas as duas cepas encapsuladas, TIGR4 foi
significativamente mais sensivel ao AMP do que D39. Embora esse dado sugira que diferentes
capsulas afetam a acdo de HNP-I de diferentes formas, novos estudos usando diferentes sorotipos
sd0 necessarios para confirmar esse efeito. Resultados apresentados por outros autores indicam que
a cepa de pneumococo D39 apresenta elevada resisténcia a acdo bactericida de HNP-1 quando
comparada a TIGR4 (BEITER et al., 2008).

Essa variacao na resisténcia de diferentes pneumococos a acdo de peptideos antimicrobianos
pode ser causada por varia¢fes na estrutura da capsula ou por outros componentes bacterianos que
afetam a acdo do CAMP.

Sabe-se que a carga superficial das bactérias pode interferir na atracdo ou repulsdo dos
CAMPs, contribuindo com o aumento ou diminuicdo da taxa de morte. Li et. al utilizou um grupo
de cepas construidas em laboratorio que compartilham a base genética do TIGR4, mas se diferem
no polissacarideo da capsula. Eles avaliaram se a capsula seria determinante para a carga superficial
destas cepas. O resultado mostrou que a maioria dos polissacarideos capsulares (85,8%) com
estrutura quimica conhecida carregam cargas liquidas negativas. Ainda foi testado através de uma
modificacdo experimental se a quantidade de capsula produzida influencia na carga superficial
dentro de um sorotipo. Uma variante TIGR4 que produz uma capsula tipo 19F foi cultivada em
meio glicose, pois este monossacarideo reduz a producdo de capsulas. As bactérias cultivadas em
glicose apresentaram carga maior que a sua estirpe selvagem. Estes dados resultam na hipotese de
que cargas superficiais negativas estdo associadas com maior sobrevivéncia de morte ndo-opsonica

por neutréfilos humanos, indicando que a carga superficial negativa favorece a infec¢do por
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pneumococos (Li et al., 2013). Resultado semelhante foi recentemente observado em estudo do
nosso grupo avaliando a influéncia da capsula na acdo da indolicidina (WAZ, 2022). A cepa D39
foi mais resistente a acdo do AMP do gue sua mutante negativa para capsula, enquanto em TIGR4,
a cepa selvagem foi mais sensivel do que a mutante. Ainda de forma semelhante, diferentes
sorotipos capsulares apresentaram resisténcia variavel ao AMP, que se correlacionou
negativamente com sua carga superficial (potencial zeta). Estes resultados sugerem que a capsula

é um determinante importante da sensibilidade de pneumococos aos AMP.

No entanto, é improvavel que a cépsula seja o Unico fator determinante para a carga
superficial da bactéria. Outros fatores do hospedeiro que se ligam a superficie da célula
pneumocdcica, como IgA, lactoferrina e fator H também podem influenciar na carga e modular a
interacdo com neutrdfilos in vivo (Li et al., 2013). Outro fator que pode modificar a carga é a
variagio genética entre cepas e alteragdes na membrana (KIM; WEISER, 1998; KOVACS et al.,
2006). Um exemplo é o aumentando da carga positiva da membrana por D-alanilacdo de &cidos
lipoteicoicos, catalisada pelo operon DLT (WARTHA et al.,, 2007), diminuindo assim a
suscetibilidade de CAMPs. Inversamente, a remocao de proteinas de ligacdo a colina, como LytA,
aumenta a suscetibilidade pneumocécica a CAMPs (SWIATLO et al., 2002). O pneumococo
também pode alterar sua expressao génica durante a exposicdo a CAMPSs e aumentar assim sua
resisténcia (MAJCHRZYKIEWICZ JOANNA; KUIPERS OSCAR; BIILSMA JETTA, 2010).
Portanto, tanto o sorotipo quanto o historico genético associados, desempenham papéis
fundamentais e podem determinar a suscetibilidade dos pneumococos aos peptideos
antimicrobianos. A fim de investigar essa relacdo, outros autores analisaram mutantes para DLT
(D-alanilagéo) encapsulados (TIGR4) e ndo encapsulados (TIGR4R). Eles concluiram que a
delecdo de DLT ndo aumentou a sensibilidade ao HNP1-3 na TIGR4 encapsulada. Contudo,
inativando DLT na TIGR4R néo encapsulado, houve um aumento acentuado na sensibilidade ao
HNP1-3. Assim, a modificacdo na carga de superficie pela inibi¢do de D-alanina sensibiliza cepas
nédo encapsuladas ao HNP1-3, gerando um efeito bactericida maior das defensinas (BEITER et al.,
2008). Os dados acima analisados em conjunto, sugerem que a inser¢do de carga superficial

positiva (via D-alanilagdo) pode levar a resisténcia as defensinas.

Outro mecanismo de resisténcia evidenciado por outros autores se baseia na capacidade dos

CAMPs de liberar CPS da superficie bacteriana que, consequentemente, aumenta a resisténcia a
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estes peptideos. Para comprovar tal mecanismo foi utilizado K. pneumoniae, S. pneumoniae e P.
aeruginosa. Os resultados demonstraram que, mesmo na auséncia de CAMPSs, as trés cepas
liberaram CPS para o meio, mas a quantidade de CPS foi superior ap6s incubacao dos patdégenos
com polimixina B ou HNP-1 (LLOBET-BROSSA; TOMAS; BENGOECHEA, 2009). Estes dados
juntos apontam que os CAMPs liberam CPS da superficie dos patdgenos, se ligando aos peptideos,
reduzindo assim sua atividade bactericida. Estes resultados encontrados nos ajudam a compreender

a reduzida taxa de morte mostrada em nosso experimento em doses menores de HNP-1.

Resultados encontrados em literatura demonstram que os CPSs aumentaram a resisténcia ao
HNP-1 em trés espécies bacterianas em pelo menos 5 vezes, chegando ser necessario doses de 50
png/mL de HNP-1 para iniciar o efeito bactericida. Um fato importante a ser considerado é se em
organismos Vvivos haveria CPS livre o suficiente para neutralizar a acdo bactericida dos CAMPs.
Embora seja dificil estimar o nimero de bactérias nos pulmd@es de pacientes infectados com
Klebsiella, Streptococcus ou Pseudomonas, a leitura das diretrizes clinicas indica que em pacientes
diagnosticados com pneumonia podem ser encontrados pelo menos 10* UFC por mL de lavado
broncoalveolar. De acordo com os dados levantados por autores, é provavel que 10* UFC liberem
CPS suficiente para obter protecdo contra CAMPs. Outra circunstancia importante a ser
considerado in vivo, é se haveria liberacdo de defensinas suficiente para estimular a liberacdo CPS
da superficie bacteriana. Foi relatado que neutrofilos apds sua ativacdo podem liberar pelo menos
1 pg/mL de HNP-1. indicando que in vivo haveria CAMP suficiente para liberar uma quantidade
significativa de CPS (GANZ, 1987; LLOBET-BROSSA; TOMAS; BENGOECHEA, 2009).

Outros autores concluiram que as alfa-defensinas possuem efeito bactericida contra
pneumococos em geral, contudo, a capsula ao invés de proteger a bactéria se mostra mais
susceptivel, levando ao aumento de mortes por defensinas. Foi testado a atividade das defensinas
na cepa S. pneumoniae TIGR4 encapsulada, 0 HNP 1-3 comercial com 3,75 pg/mL matou 90% do
inoculo de TIGR4, enquanto a cepa TIGR4R nédo encapsulada foi menos sensivel. O teste foi
reproduzido e o resultado confirmado para outros sorotipos Apds comparar a taxa de morte,
concluem que cepas de pneumococos que expressam polissacarideos capsulares sdo mortas mais

facilmente por HNP1-3 do que seus derivados ndo encapsulados (BEITER et al., 2008).
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Outros autores concluem que a inibicdo da atividade antibacteriana pelas defensinas de
neutrofilos humanos parece ser dependente da cepa (BEITER et al., 2008; ERICKSEN; WU; LU,
LEHRER, 2005; TURNER et al., 1998), deste modo, avaliamos a contribui¢do de variagdes na
capsula polissacaridica neste mecanismo, comparando-se dois sorotipos capsulares diferentes, 2 e
4,

Ja foi demonstrado que os HNPs opsonizam varias cepas bacterianas diferentes, o que pode
levar ao aumento da fagocitose (FLEISCHMANN; SELSTED; LEHRER, 1985). Foi testado
proteinas HNP1-3 recombinantes purificados de células polimorfonucleares (PMNs) humanos,
resultados mostrar que estas proteinas foram capazes de aumentar a fagocitose de S. aureus por
macrofagos humanos. Outros autores concluem que a atividade dos HNPs, pode ser relacionado a
um efeito nos macrofagos e ndo nas bactérias. Resultados indicam que os HNPs fazem a ativacao
direta dos macrdéfagos e a rapida mobilizacdo intracelular, sugerindo a ligacdo de HNPs a um
receptor nos macréfagos. Ao atingir o local da infeccdo, os PMNs liberam HNP1-3 de seus
granulos primarios, estes se acumulam no tecido e ativam macréfagos adjacentes (KHINE et al.,
2006; SOEHNLEIN et al., 2008). Deste modo, podemos sugerir que para resultados in vitro
algumas bactérias podem se mostrar mais resistentes ao efeito bactericida das proteinas bacterianas,
indicando a necessidade de uma acdo adjunta aos macrofagos para atingir os invasores.

A composi¢do e os niveis de CAMPs podem mudar de individuo para individuo e entre
diferentes locais dentro de hospedeiros humanos. Outros trabalhos evidenciaram que existe uma
variacdo natural nos niveis de CAMPs em humanos e assim concluiram que niveis baixos de
CAMPs estdo associados ao aumento do risco de doencas infecciosas (BURTON; STEEL, 2009;
RIVAS-SANTIAGO; SERRANO CARMEN; ENCISO-MORENO, 2009), se mostrando incapaz
de proteger o organismo do invasor, assim indicando a razao de doses mais baixas de nosso estudo

se mostrarem ineficazes em D39.
6. CONCLUSAO

PspA protege a bactéria da acdo de HNP-I, uma vez que mutantes negativos para a proteina

sdo amis sensiveis ao AMP;

A adicgéo de PspA recombinante ampliou o efeito protetor do pneumococo ao HNP-1.
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A presenca de anticorpos anti-PspA foi capaz de ampliar os efeitos liticos do HNP-1 sobre

S. pneumoniae.

Mutantes ndo encapsulados derivados da cepa D39 (sorotipo 2), foram mais sensiveis a

acdo de HNP-I, enquanto TIGR4 apresentou sensibilidade semelhante a mutante sem cépsula

A cepa TIGR4 foi mais sensivel a acdo de HNP-I do que a cepa D39.
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