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RESUMO

Streptococcus pneumoniae (pneumococo) é um patdgeno responsavel por elevada mortalidade.
Coloniza o trato respiratorio superior de forma assintomatica e pode, sob certas circunstancias,
invadir os demais tecidos causando diversas doengas como otite média, pneumonia, meningite
e sepse. Dentre os principais fatores de viruléncia bacterianos deste patdgeno destacam-se a
proteina de superficie de pneumococo A (PspA) e a capsula polissacaridica (CPS) que atuam
reduzindo a deposicdo de proteinas do Sistema Complemento e acdo de peptideos
antimicrobianos (AMP) sobre a bactéria. Um importante AMP humano é HNP-I, uma alfa-
defensina de neutrofilos que apresenta agdo antimicrobiana e imunomoduladora. Sabe-se que o
pneumococo é parcialmente resistente a acdo das alfa-defensinas, no entanto, os mecanismos
responsaveis pela resisténcia a esta familia de AMPs ndo estdo completamente esclarecidos.
Este projeto tem como objetivo avaliar o papel da proteina PspA e da capsula polissacaridica
na acdo do HNP-1 sobre o pneumococo. Bactérias selvagem e mutantes que ndo produzem
capsula foram tratados com HNP-1 e a sobrevivéncia foi calculada em relacdo ao controle nao
tratado. Em seguida, as bactérias foram tratadas com HNP-1 na presenca ou auséncia de
anticorpos anti-PspA e PspA recombinante. As bactérias selvagens e mutantes apresentaram
resisténcia variavel ao HNP-1, dependendo do sorotipo capsular. A adi¢do de anticorpos anti-
PspA favoreceu a agdo bactericida de HNP-1, enquanto PSpA recombinante resgatou a bactéria
dos efeitos do AMP. Em conjunto, os dados deste trabalho indicam eu a cépsula a proteina
PspA protegem o pneumococo contra a agdo do HNP-1, um importante mecanismo de defesa
gue pode ser explorado para combater este patdgeno.
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ABSTRACT

Streptococcus pneumoniae (pneumococcus) is a pathogen responsible for high mortality. It
colonizes the upper respiratory tract asymptomatically and can, under certain circumstances,
invade other tissues, causing various diseases such as otitis media, pneumonia, meningitis, and
sepsis. Among the main bacterial virulence factors of this pathogen, the pneumococcal surface
protein A (PspA) and the polysaccharide capsule (CPS) stand out, which act by reducing the
deposition of Complement System proteins and the action of antimicrobial peptides (AMP) on
the bacterial. An important human AMP is HNP-1, a neutrophil alpha-defensin that has
antimicrobial and immunomodulatory action. It is known that pneumococcus is partially
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resistant to the action of alpha-defensins, however, the mechanisms responsible for resistance
to this family of AMPs are not completely understood. This project aims to evaluate the role of
the PspA protein and the polysaccharide capsule in the action of HNP-1 on pneumococcus.
Wild-type and non-capsule-producing mutant bacteria were treated with HNP-1 and survival
was calculated relative to untreated control. Then, the bacteria were treated with HNP-1 in the
presence or absence of anti-PspA and recombinant PspA antibodies. Wild and mutant bacteria
showed variable resistance to HNP-1, depending on the capsular serotype. The addition of anti-
PspA antibodies favored the bactericidal action of HNP-1, while recombinant PSpA rescued the
bacteria from the effects of AMP. Together, the data from this work indicate that the PspA
protein capsule protects pneumococcus against the action of HNP-1, an important defense
mechanism that can be exploited to combat this pathogen.

Keywords: Pneumococcus, AMPs, HNP, defensin, PspA.
INTRODUCAO

Streptococcus pnemoniae

Streptococcus pneumoniae (pneumococo) € um dos patdgenos com maior indice de
mortalidade do mundo, principal agente etiologico em infecgdes respiratorias adquiridas na
comunidade, causador de doencas como sinusite, bronquite, pneumonia e meningite.
(BEITER, 2008) E caracterizado como diplococo, anaerébio facultativo, Gram-positivo,
encapsulado, a-hemolitico e catalase-negativo. Apresenta superficie bacteriana constituida por
membrana plasmatica rica em moléculas de &cido lipoteicoico, pela parede celular
polissacaridica com associagdo de &cido teicoico e pela capsula polissacaridica, importante
fator de viruléncia. (FROES, 2019)

As vacinas pneumocaocicas atuais sdo baseadas em polissacarideos capsulares altamente
imunogénicos, isolados ou combinados a proteinas carreadoras, e sdo considerados uma
estratégia eficaz. No entanto, tais vacinas ndo possuem cobertura vacinal completa pois
contemplam apenas uma pequena fracdo dos pneumococos da populacéo, frente a mais de 90
sorotipos descritos para S. pneumoniae. Além disso, sabe-se 0 pneumococo desenvolveu
resisténcia a determinados antibioticos e medicamentos comuns para tratamento respiratorio e
que vacinas conjugadas tém elevado custo de producdo, que resulta na falta de acessibilidade
em paises subdesenvolvidos. (FROES, 2019) Com isso, 0s peptideos antimicrobianos (AMPS),
moléculas produzidas pela imunidade inata do hospedeiro como mecanismo inicial de defesa,
surgem como alternativa para combater essa bactéria. (GATINONI, 2021)

Peptideos Antimicrobianos

Os peptideos antimicrobianos catidnicos (CAMPS) sdo pequenas proteinas produzidos
nas mucosas e outros tecidos de um hospedeiro que esta sob infeccdo de microrganismos
patogénicos como o Streptococcus pneumoniae. As duas principais familias de peptideos
antimicrobianos produzidas por mamiferos sdo as catelicidinas e as defensinas. As defensinas,
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em sua maioria, sao moléculas pequenas, anfipaticas e capazes de eliminar células bacterianas
por permeabilizagdo da membrana. S&o classificadas de acordo com a estrutura e o
emparelhamento da cisteina em a-defensinas, com seis tipos, ¢ B-defensinas, com 4 tipos e 6-
defensinas. As a-defensinas denominadas HNPs1-4 séo originadas em granulos de neutrofilos
¢ as HD5 ¢ HD6 em células de Paneth. Ja as B-defensinas, nomeadas HBDs1-4, tém sua
origem em ceélulas epiteliais. (BEITER, 2008)

O papel das defensinas na eliminacdo de bactérias ocorre pela sua ligagdo a membrana
plasmaética, seguido de permeabilizacdo, em razdo do seu carater anfipatico combinado com a
sua carga positiva (catidnico). Com isso, o potencial transmembrana e o gradiente de ions sdo
rompidos e ocorre 0 extravasamento do conteudo celular, causando a morte do microrganismo.
(WAZ, 2020) Além de atuarem como antimicrobianos, as defensinas também apresentam
efeitos imunomodulatérios como inducdo da quimiotaxia e promoc¢do da fagocitose de
microrganismos patogénicos. (GATINONI, 2021)

HNPs

As HNPs sdo divididas em seis subtipos, dentre as quais HNP-1, HNP-2, HNP-3 e
HNP4 sdo encontradas em granulos primarios dos neutréfilos, chamados de azuréfilos. Na
fagocitose, os azurdfilos se ligam a vaclolos fagociticos, aumentando dessa forma a
concentracdo de defensinas para facilitar a eliminacéo do patdgeno. (GATINONI, 2021)

HNP-1, -2 e -3 possuem sequéncias de aminoacidos extremamente semelhantes entre si,
a diferenca se da apenas no primeiro aminoacido de cada cadeia. HNP-1 possui alanina,
enquanto a HNP-3 possui aspartato, contudo, ambas apresentam uma sequéncia de 30
aminoacidos. (GATINONI, 2021)

Peptideos catibnicos e 0 pneumococo

Estudos do nosso grupo demonstraram que 0 pneumococo € parcialmente resistente a
acdo da lactoferrina e da indolicidina, duas moléculas com acdo antimicrobiana. Essa
resisténcia foi atribuida a presencga da proteina de superficie de pneumococo A (PspA), que
impede a ligacdo dos peptideos @ membrana bacteriana. Uma vez que estes peptideos possuem
mecanismos de acdo semelhantes a HNP-1, o presente projeto tem como objetivo determinar
se 0 potencial protetor de PSpA contra a acdo de AMPs inclui as HNPs. (WAZ, 2020)

Proteina de superficie PspA

A proteina de superficie de pneumococo A (PspA) encontra-se na parede celular
bacteriana e apresenta quatro dominios principais em sua estrutura, o0 dominio N-terminal, uma
regido rica em prolina, um dominio de ligacao a colina, responsavel pela fixacdo da proteina a
parede e, por fim, a regido C-terminal. O dominio N-terminal se projeta para fora da capsula
polissacaridica, apresenta carga negativa e grande quantidade de formacGes alfa-hélice e € o
fragmento mais imunogénico da PspA, regido utilizada nas vacinas pneumocaocicas e também
neste trabalho. (FROES, 2019)
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A proteina PspA atua reduzindo a deposicdo de proteinas produzidas pelo Sistema
Complemento na superficie bacteriana que promovem o0 seu reconhecimento e em seguida, sua
eliminacdo por fagdcitos. A infecgdo por pneumococos induz a producdo de anticorpos anti-
PspA, o que indica que esta proteina é sintetizada durante a enfermidade. (FROES, 2019)

Com isso, este estudo tem o objetivo de avaliar a sensibilidade do Streptococcus
pneumoniae ao peptideo HNP-1 usando as cepas selvagens D39, sorotipo capsular 2, e TIGR4,
sorotipo capsular 4. Além disso, investigar o papel da capsula polissacaridica e da proteina de
superficie de pneumococo A (PspA) como fatores protetivos, a partir de cepas mutantes para
capsula e cepas mutantes para o gene PspA. Usando a cepa selvagem encapsulada D39,
pretende-se também verificar os efeitos da adicdo de polissacarideos e de anticorpos
anticapsulares nos ensaios com o peptideo.

METODOLOGIA
Preparo do HNP-1

O peptideo HNP-1 0,1mg comercial da marca ANASPEC (codigo AS-60743) foi
ressuspendido em uma solucéo tampéo 0,1% BSA (Albumina de Soro Bovino) e 0,01% &cido
acetico e armazenado em freezer -20°C.

Isolados de penumococo

Os isolados de S. pneumoniae utilizados neste estudo foram a cepa D39, clado PspA 2,
sorotipo capsular 2, a cepa TIGR4, clado PspA 3, sorotipo capsular 4, e a cepa JY53, mutante
isogénico de D39 que ndo expressa PspA, cedidos gentilmente pelo Dr. David Briles da
Universidade do Alabama (UAB). Além dessas, as cepas AM1000, clado PspA 2, mutante
isogénico de D39 para capsula e HR1001, clado PspA 4, mutante isogénico de TIGR4 para
capsula, cedidas gentilmente pelo Dr. Anders Hakansson da Lud University (LU), também
foram utilizadas.

Cultivo bacteriano

No dia anterior ao experimento foram semeados 20 pl do estoque bacteriano congelado
em placas de &gar sangue, pela técnica de esgotamento em estrias e spread-plate
(espalhamento), e incubados overnight a 37°C, sem agitacdo, em jarra de anaerobiose.

No dia do experimento foi observado o crescimento bacteriano nas placas e auséncia de
contaminacdo. O cultivo bacteriano foi transferido, com auxilio de um swab, para 5 ml de meio
liquido Todd Hewitt contendo 0,5 % de extrato de levedura (THY, pH=4), com densidade
optica (D.O.) ajustada entre 0,1 e 0,2 a 600nm e cultivado em estufa a 37°C, sem agitar, por
aproximadamente 2 horas até alcancar D.O. de 0,3 a 0,4.

Apdbs o crescimento, dois eppendorf contendo 1,5ml do cultivo foram centrifugados a
5000 rpm por 5 minutos, o sobrenadante foi descartado e foi realizada lavagem destes com
1,5ml de tampédo fosfato de sédio estéril (1L0mM, pH=7,4). A bactéria foi centrifugada
novamente e ressuspendida com a mesma quantidade de tampéo fosfato de sodio.


http://ensaios.usf.edu.br/

http://ensaios.usf.edu.br

Montagem dos tubos
Efeito da PspA na acgdo litica de HNPs

Para a diluicdo em diferentes concentracdes do HNP-1, foram montados 8 tubos com
concentragdes em ordem crescente, sendo que os tubos 1 e 2 eram tubos controle.

Os tubos controles receberam fosfato de sodio e solu¢do tampao de BSA e acido acético
em quantidades iguais. Nos tubos 3 a 6 foram adicionados o dobro de volume apenas de
tampéo fosfato de sodio, e nos tubos 7 e 8 foi adicionado o0 HNP-1.

Inicialmente, foram transferidos metade do volume do tubo 7 para o tubo 5,
homogeneizando suavemente com a pipeta, em seguida, foi transferido o mesmo volume do
tubo 5 para o tubo 3, homogeneizando novamente. Entdo, na ultima homogeneizacdo essa
quantidade foi descartada do tubo 3, resultando em tubos com concentragdes de 25, 12,5 e 6,25
pug/ml de HNP. Este procedimento foi repetido nos tubos de numeros pares (do 8 ao 4), exceto
controle. Por fim, foram adicionados em todos os tubos bactéria lavada e ressuspendida em
tampdo fosfato de sodio, inclusive nos tubos controle.

Os cultivos foram incubados a 37 °C durante 1 hora, sem agitacdo. Ao término da
incubacdo, foram submetidos a diluicdo seriada, em uma microplaca de diluicdo com solugédo
salina PBS esteéril (1x, pH=7,4) em todos 0s pocos.

Efeito dos anticorpos Anti-PspA na acgdo litica do HNP-1

Para avaliar a capacidade dos anticorpos anti-PspA de bloguearem uma possivel acao
protetora da proteina contra os efeitos do HNP 1 em pneumococos selvagens, foi realizada uma
etapa de pré-incubacdo em estufa 37°C, sem agitacdo, por 15 minutos com os anticorpos.

O soro anti-PspA utilizado foi obtido do tratamento de camundongos, aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa com Utilizagdo de Animais, da Universidade Sao Francisco, sob
0 protocolo n® V2.005.05.2022. (Anexo 1) Estes animais foram imunizados com dois
fragmentos recombinantes de PspAs da familia 1, a proteina PspA 94 (clado 2) homologa a
PspA expressa pela bactéria em estudo, e a proteina PspA 245 (clado 1), heter6loga, porém da
mesma familia. (FROES, 2019)

O pneumococo centrifugado foi ressuspendido em tampdo fosfato de sodio e foi
submetido a esta pré-incubacéo em trés tubos A, B e C, que continham tampéo fosfato, solugédo
salina (soro controle) e soro anti-PspA, respectivamente. Em seguida, foram montados 8 tubos,
sendo que os dois primeiros eram tubos controle. Os tubos 1 e 2 receberam 50ul de tampé&o
fosfato e os tubos de 3 a 8 receberam a mesma quantidade de solugdo de HNP-1 com
concentracdo de 25ug/ml. Em seguida, foram adicionados aos tubos 1 a 4 50ul da solucéo pré-
incubada do tubo A, aos tubos 5 e 6 50ul da solugdo do tubo B e aos tubos 7 e 8, 50ul da
solugéo do tubo C.

Os cultivos foram incubados a 37 °C durante 1 hora, sem agitacdo. Ao término da
incubacdo, foram submetidos a dilui¢do seriada, em uma microplaca de diluicdo com solucéo
salina PBS estéril (1x, pH=7,4) em todos 0s pogos.

Efeito da adicéo de PspA recombinante na acéo litica do HNP-1

Para 0 ensaio de analise do efeito da adicdo da proteina recombinante na acdo
bactericida dos HNPs sobre o pneumococo, foram utilizados dois fragmentos do polissacarideo
de familia 1, a proteina PspA 278 e a PspA P339, ambas produzidas pela tecnologia
recombinante em Escherichia coli e purificadas. (FROES, 2019) Estes fragmentos
correspondem apenas a regido N-terminal da PspA, conhecida por ser a por¢cdo mais
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imunogénica da proteina. (GOULART, 2011)

Foram preparados 8 tubos eppendorf, 2 tubos para cada combinacdo, sendo 1 e 2 os
tubos controle, que receberam apenas 70ul de tampéo fosfato. Os tubos de 3 a 8 receberam a
mesma quantidade de solucdo de HNP-1 em cada, com concentracdo de 50pug/ml. Entéo, foram
adicionados aos tubos 3 e 4 mais 20ul de tampéo fosfato, aos tubos 5 e 6 20ul de BSA
(Albumina Sérica Bovina a 5ug) e aos tubos 7 e 8 20ul de rPspA. Por fim, foram adicionados
em todos os tubos 30ul de bactéria lavada e ressuspendida em tampdo fosfato de sodio,
inclusive nos tubos controle, totalizando 100pl por tubo.

Os cultivos foram incubados a 37 °C durante 1 hora, sem agitacdo. Ao término da
incubacdo, foram submetidos a diluicdo seriada, em uma microplaca de diluicdo com solucéo
salina PBS estéril (1x, pH=7,4) em todos 0s pogos.

Plagueamento e Contagem

As amostras diluidas foram pipetadas em placas de agar sangue, identificadas com o
numero referente ao tubo e enumerada com as concentracdes 2 a 5, conforme a figura a seguir.
As placas foram incubadas overnight a 37 °C, sem agitagdo, em jarra de anaerobiose, para
posterior contagem de unidades formadoras de colénia (UFC).

FIGURA 1 - Esquema de placa agar sangue dividida em duas partes e identificada com a numeracdo da
concentracdo pipetada. (Fonte: préprio autor)

RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os experimentos foram realizados em duplicatas e repetidos duas vezes. Para
avaliacdo da acdo da HNP 1 sobre as cepas de pneumococos selvagens e mutantes, foi utilizado
o Test Anova, com poés teste de Dunnet e significancia estatistica de p<0,05. Todos 0s gréficos
foram produzidos utilizando o programa GraphPad Prism 8.

Ensaio 1 - Efeito da PspA na acao litica de HNPs

Inicialmente foi comparada a agdo de HNP-1 sobre S. pneumoniae selvagem e seu
mutante negativo para a expressdo da proteina PspA. Para isso, as duas bactérias foram tratadas
com concentracdes crescentes de HNP-1 (Figura 2). A taxa de morte foi determinada como
porcentagem de reducdo na viabilidade das bactérias, em relacdo ao grupo controle incubado
apenas com solucao tampao.

Observou-se que na menor dose, de 3 pg/mL, houve apenas uma pequena redugédo (na
significativa) na viabilidade da estirpe mutante, enquanto a selvagem se mostrou resistente
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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 reducéo 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 pg/mL.
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FIGURA 2. Efeito da PspA na acdo bactericida do HNP-1. A estirpe D39 selvagem e seu mutante negativo
para proteina de superficie de pneumococo A (PspA), JY53, foram tratados com concentracfes crescentes de
HNP-1, de 3 pg/mL, 6,25 pg/mL, 12,5 pg/mL e 25 pg/mL e plaqueados. A reducdo percentual da sobrevivéncia
bacteriana é mostrada para cada grupo e concentracdo em comparacdo com o controle ndo tratado. *p<0,05
comparando-se bactéria selvagem e mutante em cada concentracdo de HNP-1.

Ensaio 2 - Efeito dos anticorpos Anti-PspA na acéao litica do HNP-1

A fim de avaliar efeito dos anticorpos Anti-PspA na acéo bactericida do HNP-1 sobre o
pneumococo, foram realizados testes com dois grupos tratados com HNP-1 em uma
concentracdo de 12,5 pg/mL, um na presenca de 10% de soro de camundongos imunizados
com PspA 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 adicdo de soro anti-PspA,
a viabilidade bacteriana foi menor quando comparada ao soro controle que ndo continha
anticorpos (Figura 3).
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FIGURA 3. Efeito dos anticorpos Anti-PspA na acdo bactericida do HNP-1 sobre o pneumococo. Foi
adicionado a estirpe D39 selvagem 10 pl de soro anti-PspA245 ou 10 pl de soro controle (de animais injetados
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com adjuvante em salina) e, apds 15 min, os dois grupos foram tratados com HNP-1 a 12,5 pg/mL e plaqueados.
O namero de bactérias sobreviventes ao tratamento ¢ mostrado para cada grupo. *p<0,05 em relagdo ao grupo
controle.

Ensaio 3 - Efeito da adi¢ao de PspA recombinante na acéo litica do HNP-1

Para avaliar se o efeito da adicdo de PspA recombinante poderia interferir na agdo
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
porcdo N-terminal de uma PspA de clado 2 (familia 1). A contagem bacteriana indicou que,
para o grupo tratado com HNP-1 contendo a adi¢do de PspA recombinante, a sobrevivéncia foi
maior quando comparada a proteina controle (BSA) (Figura 3).
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FIGURA 4. Efeito da adi¢do de PspA recombinante na acio bactericida do HNP-1 sobre o pneumococo. A
estirpe D39 selvagem foi tratada com HNP-1 25 pg/mL mais 10 ug de rPspA94 ou 10 pg de proteina controle
(BSA, control), e plaqueados. O nimero de bactérias sobreviventes ao tratamento é mostrado para cada grupo. Os
grupos foram comparados usando o teste t de Student. *p<0,05 em relagdo ao grupo controle.

Ensaio 4 - Efeito da capsula sobre a a¢ao bactericida do HNP-1 sobre o pneumococo

Em seguida, foi avaliado o efeito da presenca da capsula 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 ap6s 1 hora de incubacdo a 37 °C. O grupo
controle foi incubado apenas com solucdo tampéo e usado como referéncia para determinar a
porcentagem de morte.

O resultado indicou que, para AM1001, o tratamento com HNP-1 a partir de 6,25 pg/mL
ja conseguiu uma reducdo significativa do nimero de bactérias vidveis em relacdo ao controle
(Figura 5). Para 12,5 pug/mL e 25 pg/mL a reducdo foi ainda maior, atingindo 100%; ja em sua
versdo selvagem houve uma progressdo na taxa de mortalidade se iniciando em 6,25 pg/mL,
passando por 12,5 pg/mL e chegando em 25 pug/mL. A taxa de morte pelo peptideo se mostrou
dependente da dose. Este resultado indica que, para bactéria D39, a presenca da cépsula
contribui para protecao contra a agdo de HNP-1,

Em seguida, foi avaliada a cepa TIGR4, que produz capsula de sorotipo 4 e seu mutante
sem cépsula, HR1001. Conforme se observa na Figura 6, as cepas selvagem e mutante
apresentaram resultados equivalentes.


http://ensaios.usf.edu.br/

http://ensaios.usf.edu.br

D39 X AM1000

1509

Il p3o

AM1000

4*

1004

50

% CFU reduction
—

& & & S
\ \ \ \
, ) . ) . ) . )
o N \/b'ﬂ' \/,\/'L‘ Q/,\/”l'
& gz’ K N
> >

FIGURA 5. Efeito da capsula na resisténcia de pneumococos ao HNP-1. A estirpe D39 selvagem e seu
mutante negativo para capsula AM10001 foram tratados com concentragOes crescentes de HNP-1 a 3 pug/mL, 6,25
pg/mL, 12,55 pg/mL e 25 pg/mL e plaqueado. A redugdo percentual da sobrevivéncia bacteriana é mostrada para
cada grupo e concentragdo em relacdo ao controle ndo tratado. *p<0,05 comparando-se a cepa selvagem e a
mutante em cada concentragdo de HNP-1.
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FIGURA 5. Efeito da capsula na resisténcia de pneumococos ac HNP-1. A estirpe TIGR4 selvagem e seu
mutante negativo para capsula HR1001 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 plaqueados. A reducdo percentual da sobrevivéncia bacteriana é mostrada para
cada grupo e concentragdo em relagdo ao controle n&o tratado.

Nesse caso, a cepa selvagem apresentou uma maior sensibilidade ao peptideo quando
comparada a cepa D39, mesmo nas menores concentracoes de HNP-1.
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FIGURA 7. 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 pg/mL, 6,25 pg/mL, 12,55 pg/mL e 25
pg/mL e plagueado. A reducdo percentual da sobrevivéncia bacteriana é apresentada para cada grupo e
concentracdo. *p<0,05 em comparagdo com o controle.

Apds encontrar resultados distintos para diferentes sorotipos capsulares, a fim de testar a
relacdo da mudanca do conteddo 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 7). A cepa D39 foi mais resistente do que a TIGR4 para todas as doses avaliadas
de HNP-I1, onde a segunda teve reducdo de quase 80% com as doses mais baixas do AMP, de 3
png/mL e 6,25 pg/mL, atingindo a totalidade em 12,5 pg/mL e 25 pg/mL.

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 5), mas ndo na mutante
de TIGR4, HR1001 (Figura 6). Comparando-se a resisténcia a acdo 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 7).

Estudos anteriores sugerem que ha interferéncia da PspA na acdo de outros peptideos
antimicrobianos semelhantes ao HNP. Por exemplo, Frées (2019) mostrou que a PSpA é capaz
de inibir a agdo bactericida da indolicidina sobre o pneumeucoco.

Neste estudo, foi possivel observar que a adicdo dos fragmentos de PspA recombinante
livre, contendo a porcdo N-terminal da proteina, resgatou o pneumococo da acdo litica do
HNP-1, resultando em maior sobrevivéncia em relacdo a proteina controle BSA. Este resultado
apoia a hipotese de que a regido N-terminal é a porcdo da PspA responsavel pela ligacdo da
proteina a peptideos antimicrobianos, inclusive ao HNP, e que a adi¢do da proteina soltvel, ou
seja, ndo aderida a bactéria, é capaz de interferir na acdo do peptideo sobre o pneumococo.
(FROES, 2019)

Em relagdo ao ensaio com adicdo de soro de animais imunizados com PspA, foi
observado que a presenca de anticorpos anti-PspA impede a acdo do HNP-1 sobre o
pneumococo, tornando-o mais sensivel ao peptideo. Isto indica que provavelmente o anticorpo
anti-PspA se liga a proteina de superficie impossibilitando sua protecdo contra a defensina,
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reforgando a hipo6tese da PspA como fator protetivo para a bactéria contra a agdo de peptideos,
como sugerido por Gatinoni (2021).

O presente estudo também avaliou a influéncia da cépsula polissacaridica na acéo de
HNP-I sobre pneumococo e verificou-se que a bactéria selvagem D39 apresenta maior
resisténcia a acdo do AMP quando comparada a sua mutante sem capsula, AM1000. Por sua
vez, a bactéria TIGR4 apresentou a mesma sensibilidade a acdo de HNP-I do que a HR1001,
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 o efeito
protetor.

Quando comparadas as duas cepas encapsuladas, TIGR4 e D39, nota-se que a primeira
foi significativamente mais sensivel ao AMP do que a segunda, sugerindo que diferentes
capsulas podem afetar a acdo de HNP-I de diferentes formas. Os estudos realizados por Waz
(2020) apresentaram uma possivel relacdo entre a carga da superficie bacteriana com o tipo de
resposta a acdo litica dos peptideos antimicrobianos. Segundo os dados, a cepa D39 apresenta-
se altamente eletronegativa, enquanto a cepa TIGR4 apresenta o potencial proximo a
neutralidade, sendo dessa maneira mais sensivel a lise do peptideo, visto que os peptideos
atuam se ligando e desestabilizando a membrana plasmatica por causa do seu carater catidnico
e anfipatico. (WAZ, 2020)

CONCLUSAO

E possivel afirmar que a PspA protege a bactéria da acdo de HNP-1, uma vez que
mutantes negativos para a proteina s8o mais sensiveis a0 AMP. A adicdo de PspA
recombinante aumentou o efeito protetor do pneumococo ao HNP-1, bem como a presenca de
anticorpos anti-PspA possibilitou a acdo do HNP-1 sobre S. pneumoniae, devido a sua ligacao
com a proteina, impedindo esta de exercer sua a¢do protetiva.

A cepa selvagem TIGR4 foi mais sensivel a acdo de HNP-1 do que a cepa D39,
sugerindo que a sensibilidade esta relacionada ao sorotipo capsular e suas caracteristicas.
Mutantes ndo encapsulados derivados da cepa D39 (sorotipo 2), foram mais sensiveis a acéo
de HNP-1 do que a cepa selvagem, enquanto a TIGR4 apresentou sensibilidade semelhante a
sua mutante sem capsula.

Com base no que foi apresentado, pode-se concluir que a proteina de superficie de
pneumococo A (PspA) é um importante fator protetivo presente na bactéria que atua
impedindo a ligacdo de peptideos antimicrobianos. Esses dados reforcam o potencial da PspA
como candidato vacinal, devido a sua capacidade de induzir a produgdo de anticorpos que
ampliam os efeitos de AMPs, como 0 HNP-1, e facilitam a eliminagdo do patogeno.
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