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RESUMO

Streptococcus pneumoniae é uma bactéria Gram-positiva, causa lider de infe¢bes do trato
respiratorio, especialmente pneumonia, com significante morbidade e mortalidade
mundialmente. Entre os fatores de viruléncia do pneumococo, estdo a capsula polissacaridica
(CPS), responsavel pela protecdo contra fagocitose, e a Proteina de superficie de pneumococo
A (PspA) — uma proteina exposta capaz de interagir com diferentes moléculas da imunidade
inata. Estudos do nosso grupo mostraram que PspA é capaz de inibir a agdo bactericida da
lactoferrina e indolicidina — dois peptideos antimicrobianos (AMPSs). Os AMPs participam do
sistema imune inato, promovendo a morte bacteriana principalmente via interagdes de
membrana. Outro AMP catiénico com ac¢do similar é o LL-37, uma catelicidina com efeitos
bactericidas contra varios patdgenos. Pneumococos apresentam resisténcia variada ao LL-37;
porém, o papel da PspA e da capsula na acdo bactericida de LL-37 ndo foi caracterizado. O
presente trabalho busca investigar as contribuices da PSpA e da CPS para a a¢do litica de LL-
37 sobre o Streptococcus pneumoniae. Um ensaio bactericida in vitro foi projetado para avaliar
a resisténcia de pneumococos ao LL-37, comparando-se cepas do tipo selvagem e mutantes que
ndo produzem PspA ou capsula. Efeitos da PspA e da CPS na ac¢do litica do LL-37 foram
investigados utilizando fragmentos de PspA recombinante, polissacarideos purificados e
anticorpos anti-PspA e anticapsula. Pneumococos mutantes para o gene PspA foram mais
sensiveis a acdo de LL-37 do que a cepa selvagem. A adigdo de rPspA resgatou a bactéria dos
efeitos do AMP, enquanto a opsonizacdo com anticorpos anti-PspA favoreceu a acdo de LL-
37, causando a morte da bactéria. Os efeitos da CPS sobre a a¢do de LL-37 foram dependentes
do sorotipo capsular; para bactérias de sorotipo 2, a auséncia de capsula favoreceu a acao
bactericida de LL-37, enquanto a capsula de tipo 4 teve menor impacto na acdo do AMP. Os
resultados do presente estudo indicam que PspA protege pneumococos da acdo de LL-37,
enquanto os efeitos da cépsula sdo dependentes do sorotipo. Estes dados fornecem um
importante mecanismo de defesa do hospedeiro contra o pneumococo. Além disso, a capacidade
dos anticorpos induzidos pela vacinacdo de interferir com LL-37 ird corroborar o
desenvolvimento de estratégias futuras para profilaxia de doencas pneumocdcicas.

Palavras-chave: Céapsula externa. Catelicidinas. Proteinas de membrana. Streptococcus
pneumoniae.
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ABSTRACT

Streptococcus pneumoniae is a Gram-positive bacterium, the leading cause of respiratory tract
infections, especially pneumonia, with significant morbidity and mortality worldwide. Among
the virulence factors of pneumococcus are the polysaccharide capsule (CPS), responsible for
protection against phagocytosis, and pneumococcal surface protein A (PSpA) — an exposed
protein capable of interacting with different receptors of innate immunity. Studies from our
group shown that PspA is capable of inhibiting the bactericidal action of lactoferrin and
indolicidin — two antimicrobial peptides (AMPs). AMPs participate in the innate immune
system, promoting bacterial death mainly via membrane interactions. Another cationic AMP
with similar action is LL-37, a cathelicidin with bactericidal effects against various pathogens.
Pneumococci showed varying resistance to LL-37; however, the role of PspA and the capsule
in the bactericidal action of LL-37 has not been characterized. The present work seeks to
investigate the contributions of PspA and CPS to the lytic action of LL-37 on Streptococcus
pneumoniae. An in vitro bactericidal assay was designed to assess the resistance of
pneumococci to LL-37, comparing wild-type and mutant strains that did not produce PspA or
capsule. The effects of PspA and CPS on the lytic action of LL-37 were investigated using
recombinant PspA fragments, purified polysaccharides, and anti-PspA and anti-capsule
antibodies. Mutant pneumococci for the PspA gene were more sensitive to the action of LL-37
than the wild-type strain. The addition of rPspA rescued the bacteria from the effects of AMP,
while the opsonization with an anti-PspA antibodies favored the action of LL-37, causing the
death of the bacteria. The effects of CPS on LL-37 action were dependent on the capsular
serotype; for serotype 2 bacteria, the absence of a capsule favored the bactericidal action of LL-
37, while a type 4 capsule had a lesser impact on the action of AMP. The results of the present
study indicate that PspA protects pneumococci from the action of LL-37, while the capsule's
effects depend on the serotype. These data provide an essential host defense mechanism against
pneumococcus. Furthermore, the ability of vaccine-induced interference with LL-37 will
support the development of future strategies for the prevention of pneumococcal disease.
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