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RESUMO

Mycobacterium tuberculosigMtb), o principal causador da tuberculose (TB), continua a
representar um grave problema de saude publicgeipaimente em paises de baixa e média
renda. Estima-se que um terco da populacdo mumditdja infectada pelo Mtb, com
aproximadamente oito milhées de casos novos e quassmilhdes de mortes anualmente por
TB. Apoés a infeccdo pelo Mtb, a resposta imune mes@ha papel preponderante para
impedir o inicio da doenca infecciosa, a TB, bermaade seu curso. Assim, 0s oxidantes
(espécies reativas do oxigénio/nitrogénio [EROs/ERRNyjerados ndburst oxidativo de
células fagociticas como, os neutroéfilos, sdo esasnpara uma efetiva resposta ao patégeno.
O uso indiscriminado de suplementagcdo antioxidaatealmente muito comum entre a
populacédo, ou o0 uso terapéutico durante o trataraaniTB, poderia comprometer a resposta
imune frente as micobactérjgsortanto, predispondo a uma maior susceptibilicaaléVtb
e/ou TB. Neste contexto, o objetivo deste estudo foiestigarex vivo a influéncia do
antioxidante sintético da classe dos nitréxidog-tdidroxi-2,2",6,6"-tetrametilpiperidina-1-
oxil (Tempol), sobre a resposta microbicida de s contraM. tuberculosis Neutroéfilos
humanos foram isolados por gradiente de densidguit de sangue total de voluntarios
saudaveis. Para avaliatbarst oxidativo na auséncia ou presenca do Teniotuberculosis
H37Ra (ATCC 35177) foi incubado a 37 °C com neut®fa multiplicidades de infec¢des
(MOI) variando de 1 a 100. A liberagdo de aniongesoxido (Q") pelos neutréfilos foi
avaliada através do ensaio de reducdo do citocron® ensaio de quimioluminescéncia
amplificada com o Luminol foi utilizado para avalEROS/ERNs total e com Isoluminol para
extracelular. Complementarmente, o ensai&illiag foi realizado para verificar a capacidade
microbicida total dos neutrdfilos tratados ou n@mncTempol. Neste teste, foi adotado o
protocolo "dois passos”, em que, Mtb foi incubadmmeutréfilos (por 10, 30 e 90 min a 37
°C) e, através de uma centrifugacao diferenciad 4@, 5 min) e lise dos neutréfilos com
H,O pH 11, as micobactérias intracelular e extraaelfdram quantificadas e os resultados
reportados em Unidades Formadoras de Colonia (URPHS uma incubacdo das
micobactérias por 21 dias a 37 °C. Através dest®@olo, as taxas de fagocitosg) e morte
intracelular Ky) do Mtb foram calculadas. Paralelamente foi adalia possivel atividade
toxica do Tempol sobre neutréfilos, tendo sido okesdo que Tempol a uma concentracao de
500 pM nédo foi citotéxico. O burst oxidativo dos neutréfilos contra Mtb foi
significativamente diminuido na presenca do Tem@él0 M, p < 0,05) para todos os
oxidantes avaliados. Esta concentracdo também dpiazc de diminuir a capacidade
microbicida dos neutréfilos, em que o nimero de WE®/A. tuberculosisno grupo tratado
com Tempol foi significativamente maior que no grugntrole p < 0,05). Curiosamente,
Tempol diminuiu oKk dos neutrofilos, mas néo teve nenhum efeito sabseuK,. Este
estudo fornece informacgdes sobre a influéncia tiexadantes sobre a resposta imune contra
o M. tuberculosis de modo que as implicacfes clinicas para a pgéeep tratamento da
tuberculose deve levar em conta estes achados.

Palavras-chave: Tuberculosévlycobacterium tuberculosis NADPH oxidase, estresse
oxidativo, Tempol, NET.



ABSTRACT

Mycobacterium tuberculosigvitb), the main cause of tuberculosis (TB), rersas a serious
public health problem, chiefly in low- to middleemme countries. It is estimated that about
onethird of the world's populatiohas latent TB, with about eight million new cases a
roughly three million deaths each year from TB. Tingate immune responsallowing Mtb
infection plays a crucial role in preventing thesenof active TB, as well as its course. Thus,
phagocytes-derived reactive oxygen/nitrogen spe@€3S/RNS)during the oxidative burst
(e.g., generated by neutrophils) are essential to arctefée response to the pathogen. The
indiscriminate use of antioxidant supplements,entlty very common among the population,
or their use as adjuvant therapy during TB treatimmuld compromise the immune response
to Mtb accordingly potentially increasing the hestisceptibility to Mtb/TB. In this context,
the aim of this study was to investigate thevivoeffect of the cyclic nitroxide tempol (4-
hydroxy-2,2,6,6-tetra-methyl-1-piperidinyloxy), amtioxidant with superoxide dismutase
mimetic properties, on the microbicide responseneiitrophils againsiM. tuberculosis
Human neutrophils were isolated from venous blobtealthy volunteers by Ficoll density
gradient centrifugation. To assess the oxidativestoim the absence or presence of Tempol,
M. tuberculosidH37Ra (ATCC 35177) was incubated at 37 ° C withtraphils atmultiplicity

of infection (MOI) ranging from 1 to 100. ROS generatiorn,(J0by neutrophils was evaluated
by using the cytochromereduction assay. The total and extracellular R@gvdetermined
using the luminol- and Isoluminol-amplified chemmiinescence assay. Complementarily, the
killing assay was performed to check the total pharide capacity of neutrophils treated or
not with Tempol. In this test, the "two-step” prodd was adopted in which, Mtb was
incubated with neutrophils (for 10, 30, and 90 @37 °C) and, by differential centrifugation
(100 x g 5 min) and lysis of neutrophils with® pH 11, the intracellular and extracellular
mycobacteria were incubated for 21 days at 37 1€, anycobacteria were quantified and
results the ensuing reported as number of Colonynibg Units (CFU). Through this
protocol, were calculated the phagocytos(s) (and intracellular killing K«) rates forM.
tuberculosis The possible toxic activity of Tempol was evaaghion neutrophils and, was
observed that 500N tempolwas not cytotoxic. The oxidative burst of neutrdplagainst
Mtb was significantly decreased in the presencés0f M Tempol, for all evaluated oxidants
(p < 0.05). Treatment of neutrophils with 450Aurempol decreased thetal microbicidal
activity against. tuberculosissince colony-forming units of these mycobacterithe treated group
were significantly higher than those for the untieelagroup § < 0.05). Strikingly, Tempol (450
HM) decreased thie of neutrophils, but had no effect on thigjr This study provides insights
of the influence of antioxidants on the immune oese toM. tuberculosis so that clinical
implications for the prevention and treatment of §iiduld take into account these findings.

Keywords:TuberculosisMycobacterium tuberculosiNADPH oxidase, oxidative stress,

Tempol, Neutrophil extracellular traps.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Representacéo esquematica dos diferentsistemas NOX encontrados em humanos..............18

Figura 2. Representagdo esquematica da formacdo dasspécies reativas do oxigénio/nitrogénio

(EROS/ERNS) €M fAGOCITOS. 1. iiieiiitiiiiieiitieee s e e sttt e e e ettt e e s ettt e e e s s steeeeesassaeessntbaeaeessbbaeeeesastbaeeeesasseneessnns 19
Figura 3. Ativagcao e montagem do complexo NADPH odtase em fagOcCitos.........cccccovvveeeeiievvccenneneeeeee 20
Figura 4. Modelo esquematico da formacao de NET............uuiiiiiieeiiiiiiiiiiiiiee e e eesce e e e e e e nrnranee e 23

Figura 5. Representacdo esquematica do sutil limiar entre oug é fisioldgico e patoldégico no corpo
humano como uma consequéncia do balango redox nagolucdo das espécies reativas do oxigénio (EROs)
T oo [T aTTo I (= R AN L) TP PPP PR 24
Figura 6. Estruturas quimicas do Tempol, onde se deaca o elétron desemparelhado centrado no oxigénio
(o TR T ) TSSO 25
Figura 7. Representacdo esquematica da formacdo dasspécies reativas do oxigénio/nitrogénio
(EROs/ERNS) em fagécitos e possiveis acdes do Tehgmbre estes oXidantes.............oocvvvvvcemeeceereeeeinnns 29
Figura 8. Representacdo esquematica da formacdo dasspécies reativas do oxigénio/nitrogénio
(EROs/ERNs) em fagdcitos e seus possiveis mecanisminalizadores durante a resposta microbicida..30
Figura 9. Estimativa por pais para os novos casos de Tuberogle para cada 100.000 pessoas............... 0..4
Figura 10. Possiveis desfechos da acéo de neuti@difrente a patOgeNO0S. .......uvvvvieeeeeeiues o csvvvnreeeeeeeeens 43
Figura 11. Interacdo entre macréfagos e neutréfilogurante a formacgéo de armadilhas extracelulares po

estes fagdécitos em resposta dbycobacterium tuberculosis ou contra outras micobactérias................cue.. 45

Figura 12. Valores de nmols de @ /10° neutréfilos/3 horas produzidos por neutréfilos nasdiferentes
(odo] g To [TotoT=TSR ) d o= 10 1T o] c= U S 54
Figura 13. Avaliacéo doburst oxidativo dos neutréfilos, reportados em unidadeelativa de luz (URL) nas
diferentes coONAIGOES EXPEIMENTAIS. ... ...ttt e ettt ee e e e ee et e beeeea e e e e e e e e nnnraeeeeaaaaaaaans 5.5
Figura 14. Possiveis acdes do Tempol sobre as egggaeativas do oxigénio/nitrogénio (EROS/ERNS)
(o =T = To Eo TRl oTo 1 = o (o 11 (o T PP 62
Figura 15. Representacdo esquematica dos possiveigdantes afetados pela acdo do Tempol...............63
Figura 16. Numero de unidade formadora de col6nialJFC) de Mycobacterium tuberculosis, na presenca

ou auséncia do Tempol (450), apis 90 Min. de INCUDAGAD..........c.oeiiiceeeemrciniieieeee e e e e e e ee e e 65



Figura 17. Avaliacdo da capacidade microbicida doseutrofilos contra Mycobacterium tuberculosis nos
tempos de 10, 30 e 90 min. de incubacéo, tratadas 180 COM TEMPOL.......cceeeeiiiiiiiiiiiiie e ceeee e 65
Figura 18. Avaliacdo da capacidade microbicida doseutréfilos contra Mycobacterium tuberculosis em

E= Yo F= L \Y 1T (o 1= oo o) 1 SRR 67
Figura 19. Comparacdo da atividade microbicida dosneutréfilos humanos contra Mycobacterium
tuberculosis (Mtb) nos diferentes tempos avaliados, na presenga auséncia do Tempol........................ 68.
Figura 20. Taxas de fagocitoseK(,) e Killing (Ky) dos neutréfilos frente aoMycobacterium tuberculosis nos
grupos ndo tratados, tratados com Tempol 0U COM DRl........uuiiiiiiiiii e 69
Figura 21. Representacdo esquematica dos possiverecanismos sinalizadores desempenhados por
espécies reativas do oxigénio/nitrogénio (EROs/ERNdurante a resposta microbicida e 0s possiveis aly
Lo (o TN =70 0T o o] TS PPP R 74
Figura 22. Representacdo esquematica das espécieativas do oxigénio/nitrogénio (EROs/ERNSs) afetadas
pelo Tempol durante a sinalizacdo desempenhada pestes oxidantes durante a resposta microbicida.z75
Figura 23. Possiveis mecanismos sinalizadores afdta pela acdo do Tempol sobre as espécies reatidas
oxigénio/nitrogénio (EROsS/ERNs) em fagécitos duraet a resposta microbicida ou em outras situacfes
221 0] (o T o 1= SRR 76

Figura 24. Avaliacdo da viabilidade dos neutrofile (EM 96)........cueieiiiiiiiiieiiie e 77



LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

AhpC - Alkylhydroperoxidase reductase subunit C

ATCC - American Type Culture Collection

ATP - Adenosine Triphosphattifosfato de adenosina

BAAR - Bacilos alcool-acido resistentes

BSA - Bovine serum albumjralbumina do soro bovino

cfDNA - cell-free DNA DNA livre de células

CFP-10 Culture filtrate protein 10

CFU -colony-forming unitunidades formadoras de col6nias

CRS3 -Complement receptor type 3

DNA - Deoxyribonucleic acidacido desoxirribonucleico

DPI - Diphenyleneiodonium chloride

Duox - Dual oxidase

EETs -Eosinophils extracellular trapsarmadilhas extracelulares de eosindfilos
ERNSs - Espécies reativas do nitrogénio

ERO1 -Oxidoreductin 1

EROs - Espécies reativas do oxigénio

ESAT-6 -Early secretory antigenic target 6

ETs —Extracellular traps armadilhas extracelulares

FC - Fator corda

fMLP - N-formil-metionil-leucil-fenilalanina

HIV - Human Immunodeficiency Virugirus da imunodeficiéncia humana
hROS -highly reactive oxygen specjespécies altamente reativas do oxigénio
Hsp72 -heat shock proteiii2, proteina de choque térmico 72

IL - Interleukin Interleucina

INFy - Interferongamma Interferon gama

iNOS -Inducible nitric oxide synthas©xido nitrico sintetase induzida

KatG - Catalase-peroxidase G

MAPK - Mitogen-activated protein kinasgsroteina cinase ativada por mitbgenos
MCETs -Mast cells extracellular trapsarmadilhas extracelulares de mastocitos
MDR-TB - Multidrug-resistant tuberculosjg B resistente a multiplas drogas

MLJ - Meio Lowenstein Jensen



METs: Macrophages extracellular traps

MOI - Multiplicidade de infeccéo

MPO - Mieloperoxidase

Mtb - Mycobacterium tuberculosis

MTOR -mammalian target of rapamygialvo da rapamicina nos mamiferos

MTT - 3-(4,5-dimethylthiazolyl-2)-2,5-diphenyltetzolium bromide

NADPH - Nicotinamide adenine dinucleotide phosphdeotinamida adenina dinucleotideo
fosfato reduzido

NADPH oxidase -Nicotinamide adenine dinucleotide phosphatelase complexComplexo
Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxidase

NETSs -Neutrophils extracellular trapsarmadilhas extracelulares de neutrofilos

NF«B - nuclear factor-kappaB, fator nucleds

NOX2 - NADPH oxidase isoform, isoforma da NADPH dase

Nox - Catalytic subunit of NADPH oxidases, subuxig@atalitica das NADPH oxidases
OD - Optical density, densidade Optica

PAD4 - Peptidylarginine deiminase 4

pH - potencial hidrogenidnico

PAMPs - Pathogen-associated molecular patternsydépadmoleculares associados ao
patdgeno

PBS -Phosphate Buffered Salineampao fosfato-salino

Phox- Phagocyte oidase

PKC -Protein kinase C

PMA - Ester phorbol 12-myristate 13-acetate

PRRs ‘Pattern recognition receptorseceptores de reconhecimento dos padrdes
RPMI - Roswell Park Memorial Institute

SNPs -Single nucleotide polymorphismolimorfismo de nucleotideo Unico

SOD -Superoxide dismutas8uperoxido dismutase

TB - Tuberculose

TG - Tapsigargina

TLRs -Toll-like receptors

TNF- o - Tumor necrosis factat; Fator de necrosi tumoral

UAF - unidades arbitrarias de fluorescéncia

UFC - Unidade formadora de Colonia

XDR-TB - Extensively drug-resistant TBB extensivamente resistente as drogas



O, - Oxigénio molecular
O, - Anion superéxido
H,O, - Perdxido de hidrogénio
HO’ - Radical hidroxila
HOCI - Acido hipocloroso
OCI - Anion hipoclorito
'A40,- Oxigénio singlete
*NO - Oxido nitrico
ONOO - Peroxinitrito

e - elétron

Ca'? — fon Célcio

Mg*? — fon Magnésio

Zn** - fon Zinco

Fe - Ferro

Fe** - fon Fe

Fe*- fon Fe

CaCl, - Cloreto de Célcio
MgCl, - Cloreto de Magnésio
NaCl - Cloreto de Sadio
KCI — Cloreto de Potassio
H,O - Agua

M® - Macréfago



SUMARIO

1. INTRODUGAO.......coouiiiiee ittt st eae et ete e e ste e eaesrennens 13
2. REVISAO DE LITERATURA.......oviieitteiectmee e eeee et ste e e 15
2.1. Oxidantes: historico, origem e importancissaade e nas doengas...........cccccvvvee. 15....
2.2. ANOXIABNTES. .....eeiiiiiiiiiii et e s e e s s e e e e annees 24

2.3. Dependéncia do complexo NADPH oxidase paraoandcdo das armadilhas

EXITACEIUIAIES. ... e 26
2.4.Mycobacterium tuberculoses a Tuberculose (TB).........coevvuvivveeimmmmmreeeeeiiee e 38
3. OBIETIVOS . ..ttt e ee e 46
4. CASUISTICAE METODOLOGIA........coiieeeee e e eeeeee e, 47
4.1. REAJENTES € SOIVENTES. .....utittii ittt e e e e e et e e et e eeeneeesseebnan e e e as 47
4.2. Cultivo doMycobacterium tuberculoses preparo do estimulo...............evvveeiiceen. 48
4.3. Obtengao dOS NEULIOTIlOS. .....coi it e 48
4.4. Mensuracéo da atividade do sistema NOX2 doBaféos............ccccceeevviiiiineneenn 49
4.5. Teste de capacidade microbicida dos neutsdfibmtraMl. tuberculosis........................ 51
4.6. Determinacao de viabilidade celular e ensaitodicidade do Tempol...........cccccevvveeeee 52
4.7. ANAIISES A0S AUOS. ......oiiiiiiiiieiiteeeee e 52
5. RESULTADOS E DISCUSSAO.......c.oiue e mmmmm e st eeseeeieste e ane s 53
6. CONCLUSOES.......utiiiiiiiiiiitiit ittt e, 78
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........cooiititimeeeeseeee e 79
8. APENDICE A.....oomiiiiiiiiitiete it emem sttt 98

9. ANEXO A e ————— 100



13

1. INTRODUCAO

As doencas infecciosas continuam a ser uma dasigmis causas de morbidade e
mortalidade no mundo (CHANDRA, 2010; WHO, 2012).n@po forma de defesa do
organismo, a resposta imune inata a varias infacigie como fator primordial a liberacédo de
oxidantes por fagocitos, denominados espécievasatio oxigénio/nitrogénio (EROS/ERNS).
Este evento, catalisado pelo complexo NADPH oxidasEorma NOX2) é referido como
burst respiratério ouburst oxidativo, e sua diminuicdo ou auséncia tem siskoeiada a
prognosticos desfavoraveis durante o curso deetifes doencas infecciosas (BROWN et al.,
2009; MARTINEZ & ANDRIANTSITOHAINA, 2009; ALFADDA & SALLAM, 2012).
Diferentes estudos tém estabelecido a ligacdo arfslenacéo de oxidantes e a efetividade na
defesa do hospedeiro contrakycobacterium tuberculosiggente causador da Tuberculose
(TB) (MACMICKING et al., 1997; BOGDAN et al., 200GINGH et al., 2008).

O aumento na formacdo de ERO/ERN em humanos estéciado a fatores
ambientais, tais como, os danos quimicos induzpmkla metabolizacdo de farmacos ou
quando da exposi¢cédo a fontes de radiagéo, ou,,antEores que induzem o aumento da
necessidade energética, com sobrecarga da fungéaddea respiratéria mitocondrial, o que
ocorre, com uma carga excessiva de exercicio®$iglBUARATINI et al., 2006; NATHAN
& CUNNINGHAM-BUSSEL, 2013).

Controle do ciclo celular (SUZUKI et al., 1999; AP et al., 2002; DARWICHE et
al., 2007), sinalizacdo bioquimica (DUDA et al. 020 STORZ, 2006; D’AUTREAUX &
TOLEDANO, 2007; HANCOCK, 2009), diferenciacdo celu(SARDINA et al., 2010) e,
apoptose (SUZUKI et al., 1999; Le BRAS et al., 200B/ et al., 2010) séo alguns exemplos
de mecanismos nos quais 0s oxidantes participastiedgue, em ideais concentragdes. Por
outro lado, doencgas crbnico-degenerativas e evepi@®logicos tém suas géneses
metabolicas implicadas como um resultado de quandoantidade de ERO/ERN excede a
capacidade de defesa antioxidante do organismohamado “estresse oxidativo”, causando
danos a importantes macromoléculas como, as pasteds carboidratos, os lipideos, 0 RNA
e, 0 DNA (STORZ, 2006). Esta disrup¢do na homeestadox pode ter como consequéncia
as, complicacdes vasculares no diabetes (TIWARI.e2013), alteracdes cardiovasculares
(YOSHIDA, 1996; LEE et al., 2005; LONN et al., 200600K et al., 2007), cancer
(OMENN et al., 1996; MANDA et al., 2009), doengasurodegenerativas (STORZ, 2006;
GRODSTEIN et al.,, 2007; ZHOU et al.,, 2007; JOMOVA a&., 2010), infertilidade
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(SHARMA & AGARWAL, 1996) e, as doencas infamatériaFERREIRA &
MATSUBARA, 1997; TSUHAKO et al., 2010).

Diante disto, torna-se cada vez mais comum o0 wesaeuplementos que contém
compostos com atividade antioxidante, em parteifizsios por suas propriedades
terapéuticas (MEAGHER & RADER, 2001; LEE et al.030LONN et al., 2005; COOK et
al., 2007; BRAMBILLA et al., 2008; TSUHAKO et ak010). Durante a TB ativa, que requer
alta rigorosidade na adeséo e um prolongado usenédgcamentos constantes em uma das
linhas de farmacos anti-TB, tém sido relatado epiepdes, intenso estresse oxidativo, isto,
proveniente de tal terapia. Como forma de resobsta reacdo adversa aos medicamentos
constantes na terapia da TB, estudos tém repodadtlidade do uso de suplementos
antioxidantes (como o resveratrol) por parte deiepées durante o tratamento da TB,
justificados pela restauracdo dos niveis de garati(BUTOV et al., 2013). Contudo, a
preocupacgao cada vez mais crescente por partepldapao quanto ao uso de suplementos
antioxidantes e, a necessidade terapéutica desdalpode conduzir a um novo problema de
saude publica, uma vez que a alteracdo no balangmedabolismo entre a formacdo de
ERO/ERN e as defesas enddgenas de sua regulatéaeke€ionada ao aparecimento de
efeitos indesejados, especialmente a predisposigsdinfeccbes por patégenos, quando ha
reducdo de EROs (HERCBERG et al., 2007; SCHROEGKHEL et al., 2007).

Uma vez que o equilibrio redox do organismo é seo para a defesa contra
patdgenos e & manutencgéo da satde (D’AUTREAUX & EDANO, 2007), o conhecimento
das possiveis interferéncias dos antioxidantegsp@osta a microrganismos € de fundamental
importancia na prevengcdo de um possivel uso indig@do ou em condi¢des criticas de

susceptibilidade a infeccdes.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Oxidantes: histérico, origem e importancissaade e nas doencas

Viver com o risco de estabelecimento de um quatdroestresse oxidativo é uma
condicdo que organismos vivos tém de correr, deaslaliferentes rotas metabdlicas de
producdo de ERO/ERN, bem como as adaptaces damdamenergéticas mais eficientes
gue acabam por produzir espécies oxidantes ema&x(ABIDREYEV et al., 2005; REGOLI
et al., 2013). Dentre estas, os radicais livresesj@cies quimicas que apresentam elétrons
desemparelhados, sendo reativas em variados glepsndendo do seu potencial de 6xido-
reducdo (FERREIRA & MATSUBARA, 1997).

Fontes exdgenas, como radiacdo ultravioleta e gamatabolismo de farmacos séo
responsaveis pela formagdo de espécies oxidantesrgemismo. Por outo lado, um
consideravel numero de fontes enddgenas sao gasadertais espécies, como a cadeia de
transporte de elétrons mitocondrial; os sistemagveéticos NADPH oxidase; flavoenzimas
(ERO1); xantina oxidase; 6xido nitrico sintetaggpdxigenases; ciclooxigenases; complexo
do citocromo k5o, entre outros (NATHAN & CUNNINGHAM-BUSSEL, 2013QApesar
desta producdo enddgena, o organismo possui sstelmadetoxificacdo, mantendo o
equilibrio funcional de forma dinamica. Os sisteraasioxidantes das enzimas superoxido
dismutases, catalase, glutationa-peroxidase easelkisd0 0s principais responsaveis por este
equilibrio. Compostos de baixa massa molecular,occorascorbato, piruvata;cetoglutarato,
acido Urico e oxaloacetato também participam dauteagdo do equilibrio redox celular
(NATHAN & CUNNINGHAM-BUSSEL, 2013).

Apoés o reconhecimento da importancia da formagémdicais livres em organismos
vivos, tendo como génese metabdlica os processox envolvendo as biomoléculas, uma
enorme quantidade de estudos buscou explorar os fabitivos e negativos destas espécies
reativas, bem como uma melhor compreensdo daag@its quantitativas que as envolve. O
primeiro artigo cientifico a respeito foi publicaqmwr volta de 1945 (ALFADDA &
SALLAM, 2012), e abriu caminho para que, nos anostgriores, tanto 0s processos
benéficos quanto os deletérios advindos da produgBdERO/ERN comecassem a ser
desvendados pelo acumulo de evidéncias cientificas, relacbes dos compostos oxidantes,
especialmente dos radicais livres, com alguns peasepatoldgicos e doengcas comecaram a
ser cogitadas (BALISH et al., 2005
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A controvérsia quanto as atividades biologicas dpsdantes sdo fruto da
complexidade que envolve o balanco dos processos @ organismo. Assim, a sutileza do
limiar entre o que é fisiologico e 0 que passar pamlogico dependem de complexos fatores
e, a dualidade dos oxidantes é destacada (SCHROREBIEL et al., 2007; BARTOSZ,
2009).

O possivel papel benéfico de oxidantes sobretensssimunolégico e a acao frente a
patogenos € pleiotropico, patdogeno-especifico &@eerso, tanto em estudosvitro quanto
em realtosn vivo. Em processos infecciosos e/ou inflamatorios,calygdo de ERO/ERN é
um processo vital na defesa do organismo, e s igiando o fagoécito recebe estimulos para
0 englobamento do microrganismo, originando umaeséle alteracdes metabdlicas
coordenadas, as quais geram um aumento abruptorndoimoo de oxigénio. Este processo,
denominadaburst respiratério ouburst oxidativo, ndo utiliza o ®@para a sintese de ATP
através da respiracdo mitocondrial. Através de amptexo enzimatico (0 NOX Figura
1), o G, é transformado em anions superoxide Qbs quais podem sofrer dismutacéo
espontanea ou enzimatica da superoxido dismut&@B)(Syerando peroxido de hidrogénio
(H20,). Partindo do KO,, através da acado da enzima mieloperoxidase (M&#0)formados
oxidantes mais reativos como o radical hidroxil®{acido hipocloroso (HOCI) e oxigénio
singlete tAg 0O,), também denominadas espécies altamente reativaxigénio (do inglés
highly reactive oxygen specjeBROS). Ainda, com ativagdo de oOxido nitrico daee

induzida {NOS), o 6xido nitrico (*\NO) reage rapidamente cosh, ©riginando peroxinitrito

(ONOO), um potente antimicrobiano. O processo de formalgites oxidantes em fagdécitos
€ resumido n&ig. 2. abaixo.

Estes compostos, por apresentarem grande reavidath macromoléculas, sao
potencialmente capazes de matar corpos estranhasgaaismo (MOHAMMADI et al.,
2013). Oburst respiratorio € o evento central da fagocitosee Eseécanismo microbicida
oxidante dos fagocitos € mediado por um complexngtico, associado a sua membrana
citoplasmatica e & membrana dos granulos espegifidtamado NADPH (nicotinamida
adenina dinucleotideo reduzido) oxidase, hoje reaémada sistema NOX2 (BROWN &
GRIENDLING, 2009). Em células ndo estimuladas, stepha NOX2 estd dormente e
dissociado, com componentes presentes tanto nsotitpuanto na membrana de granulos
secretorios, podendo ser rapidamente ativado quasdagocitos sdo expostos a estimulos
adequados. A ativacdo dmrst respiratério envolve profundas mudancas de loagdia e

atividades de diferentes componentes deste complezimético (SEGAL, 2008).
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O termo ‘burst respiratério” ou burst oxidativo”, &€ assim referido devido a intensa
producao de @ através do complexo NADPH oxidase, em neutr6fidDPH oxidases sao
complexos multiproteicos e compreendem uma fardgi@&nzimas ligadas a membrana que
geram @~ em ambos os compartimentos, extracelulares oaciltrlares. A muito tempo os
fagdcitos sao conhecidos por expressar grandegsidades de NADPH oxidase que residem
na membrana plasmatica ou nas membranas fagossamassvalores intermédiarios ou
baixos deste complexo ocorrem na maioria, se natméos os tipos de mamiferos, de células
e tecidos. O complexo NADPH oxidase de fagocito®X\2) consiste de um componente
transmembranar, associado a membrana de fagécitde éagossomos durante a fagocitose,
0 citocromo ksg referido como o terminal do transporte de elé&rdiormado por uma
subunidade maior, a gp¥%* (subunidade transmembranar, também conhecida bo2),

e uma menor, a p?¥*e de outros componentes “phox” solliveis encongramocitoplasma
(P47 pad"™* e p6P"™) de fagdcitos em repouso, além de uma guanosioafatase
(GTPase, Racl ou Rac2). A subunidade §p58foi encontrado por ter varios homélogos em
complexos NADPH oxidase nédo fagociticos (outras NE€Rfresso em outras células que néo
fagocitos, Fig. 1). Juntamente com gp¥* estes homoélogos foram reunidas na familia
NOX, compreendendo NOX1, NOX2 (= gﬁ@‘ﬁ, NOX3, NOX4, NOX5, e também DUOX
(dual-oxidase) 1 e 2 (Todos os diferentes sisteM@X sdo mostrados ngkig. 1). Os
complexos NADPH oxidase néo fagociticos diferireenNOX-2 (complexo fagocitico) na
estrutura molecular, localizacdo subcelular e farigaquimica (STOIBER et al., 2015).

O complexo NADPH oxidase pode se apresentar emedifes estados (em repouso,
“primados”, ativo ou inativoFig. 3). Em fagécitos ndo estimulados, o complexo NADPH
oxidase esta dormente e dissociado em componergssnpes no citosol (pA'?* p67"* e
p40P", e na forma de complexo quando na membrana dewas secretérias e granulos
especificos (gpdi™ e p22"*, onde se associam a uma flavoproteffig.(3). Moléculas
sinalizadoras e outros agentes sédo capazes derindubpntagem das subunidades e posterior
ativacdo, incluindo as citocinas proé-inflamatériascrorganismos e derivados microbianos
(LPS, fMLP, entre outros), agonistas de receptdodslike (TLR), e agentes quimicos, tais
como o PMA e, bem como sera descrito na sequéesies agentes sdo em grande parte 0s
mesmos daqueles responséaveis pela inducao de EJs¢EPara o complexo ser funcional, é
requerido a fosforilacdo de subunidades das paxejoor exemplo, p4?" por MAPK, e a
translocacdo dos componentes citosdlicos {4 p4aF"™ p67"* e Rac) até as membranas,

ligando se posteriormente aos sitios do citocrosag deste modo, levando a montagem do
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complexo, que passa a ser funcional. A regido ticramo lgsg corresponde ao sitio de
ligacdo de FAD e NADPH. As vias de regulacdo datagem do complexo NADPH oxidase
variam dependendo dos estimulos moleculares ewldyvicomo exemplos, em neutrofilos,
PMA é um potente indutor do complexo por atuartdismbre a proteina quinase C, ao passo
que o fMLP requer a prévia ativacdo de vias conBKRAKT/mTOR (STOIBER et al.,
2015).

Uma vez montado e ativado, o complexo NADPH oxidesalisa a oxidacdo do
NADPH, gerando NADP+ H" + €. Os elétrons desprendidos s&o transportados atoivé
gradiente de potencial de reducdo gerado, e trahssepara o FAD e, em seguida, para o
aceptor final, o oxigénio molecular {Qsendo assim, formando os anions superoxido) (O
Isto permite uma posterior cascata de geracao wlesodROs Fig. 2), que continua com a
rapida conversdo de,Dem HO,, quer espontaneamente ou catalisada pela superéxid
dismutase (SOD). O processo pode entdo procedeme¢do de acido hipocloroso (HOCI)
pela acdo de MPO sobre g®4. HOCI é capaz, por sua vez, de voltar a reagir odhO,
para gerar'O, A disponibilidade de metais de transicdo (por ngple, o Ferro)
especificamente pode permitir que ¢4 entre na reacdo de Fenton, formando o altamente
reativo radical hidroxila (H{. Outras reaccdes podem seguir sob determinaduaticées,
tais como a producéo de 6xido nitrico (NO) pHOS, e isto pode implicar novamente em
reaccdes consecutivas, por exemplo, do NO cerpata formar peroxinitrito (STOIBER et
al., 2015).

Figura 1. Representagdo esquematica dos diferentesstemas NOX encontrados em
humanos.
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Figura 2. Representacdo esqueméatica da formacdo daspécies reativas do oxigénio/nitrogénio
(EROs/ERNSs) em fagdcitos.
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Legenda: NAD(P)H nicotinamida adenina dinucleotideo redozidEROS/ERNs: espécies reativas do
oxigénio/nitrogénio; iINOS: o6xido nitrico sintetase induzida; MPO: mielapgédase; SOD: superéxido
dismutase; hROS: espécies altamente reativas dgémigi fighly reactive oxygen specjesO,”: anion
superéxido; ONOO peroxinitrito; HOCI: &cido hipocloroso; OClanion hipoclorito;'O,: oxigénio singlete;
*NO: 6xido nitrico; HOe: radical hidroxila; #,: peroxido de hidrogénio. Pela acdo da MPO fagmxitsao
formadas as hROS.

A principio, durante dourst oxidativo dos fagécitos, o O é formado através do complexo NADPH oxidase
(sistema NOX-2). A seguir, ele sofre acdo da SQDdismutagdo esponténea, gerando,0,Hque pode entrar
na via de Fenton e gerar HO- e/ou sofrer acdo d@ E@erar OC| HO«, ou’O,. Ainda, 0 Q" pode interagir

com o *NO para gerar ONOCO

Observacéo: Neste esquema de representacdo esgaerdapresento uma extremamente simplificadao visa
geral, portanto, as reagdes quimicas/interacbeestdo balanceadas.

Fonte: Autor
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Figura 3. Ativacéo e montagem do complexo NADPH odase em fagdcitos

Stimulus

Legenda: Os componentes funcionais conhecidos ¥desl na ativacdo sdo apresentados: o citocrbesg

que consiste nas subunidades §i¥e p22"*% os componentes citossélicos, PBY p40P"™ pa?"* e o Rac2
GTPase em complexo com a proteina reguladora @Gibidor de dissociacdo GDP). Em condic8es de rapous
(na auséncia de estimulo dos neutréfilos), os coemes estdo separados, g% p22"* associados a
membrana e, p87% p40P"™ pa?"*e o Rac2, dissolvidos no citoplasma (parte supelofigura). Apds a
estimulacdo adequada dos neutréfilos humanos &aninservado na figura, de cima para baixo), ocorre a
fosforilacdo de alguns componentes (por exemﬁlﬁ, [f% levando a ativagdo do complexo e traslocacdo dos
componentes citoplasmaticos (P87 p40P"™ pa?"*e o Rac2) até a membrana, onde ocorre & montagem d
complexo NADPH oxidase (como observado na figuraismabaixo), deesa forma, tornando-o funcionah par
que ocorra a transferéncia de elétrons por gradigmtpotencial de reducéo até o FAD que, subsezmuente,
para o aceptor final, o oxigénio moleculap)®@endo assim, formado os anions superéxigo)(O

Fonte: Bokoch & Diebold (2002).
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A importancia do sistema enzimatico NOX-2 é clanar@eevidenciada em pacientes
portadores de Doenca Granulomatosa Cronica (DQf®), devido a mutagbes autossomicas
ou ligadas ao cromossomo X, em genes que codifgara as sub-unidades do complexo

NADPH oxidase, tais pacientes ndo possuem capacikagroduzir quantidades normais de

O,"" pelos fagdcitos, estando, entdo, sujeitos a infscgé@correntes durante toda a vida
(SEGAL, 2008; BUSTAMANTE et a., 2011).

Contudo, embora oxidantes tomem parte em impogaptecessos bioldgicos, o
excesso deles podem provocar sérios danos as sd@lda tecidos. Como exemplos, 0s
anions superéxidos @), formados através do sistema NOX 2 fagociticaesgntam
decomposicéo enzimatica (via SOB). 2.) na velocidade de aproximadamente 5 XNIG
sec! em pH 7. Atualmente, é bem conhecido o papel fim®cancer, na génese de doencas
inflamatérias, cardiovasculares e neurodegenesta@esar do £ apenas nao ser capaz de
danificar o DNA de forma direta (BATTIN et al., 200 O radical hidroxila (HQ apresenta
decomposicdo espontanea, em torno dé 4€gundos, restringindo sua localizacdo nas
proximidades onde séo formados os anions supe®ig,. Este radical é altamente reativo
e pode causar intenso dano intracelular, tendadgrpotencial para oxidar lipidios, proteinas
e acidos nucleicos (BENZIE et al., 2000; SETSUKINARI., 2003; RAC et al., 2015).

Representando o primeiro estado excitado do estaddamental do oxigénio
molecular, 0O, pode reagir com todos as macromoléculas bilégalés) de alta reatividade
com compostos de baixo peso molecular, tais compogrtidis de aminoacidos. O tempo
entre sua formacdo e decomposicdo (espontanea) yarilr dentro de 1D segundos
(RIBEIRO et al., 2005). O oxigénio singleto é caesado um importante agente
antimicrobiano gerado por fagécitos (RAGAS et 2013). Por outro lado, ¥, pode causar
danos a importantes bimoléculas, através de reagdescas ou transferindo energia a elas.
Assim, proteinas, acidos nucléicos (DNA e RNA)pmdios s&o alvos db0,, tendo como
consequéncia a formacao de endoperoxidos, hidmoipgesiou dioxetanos, com consequente
dano oxidativo a estas macromoléculas, o que pegidtar no aparecimento de doencas, tais
como alteracdes dermatoldgicas, danos oxidativdgyado e porfiria eritropoiética (KON et
al., 2004; BRIVIBA et al., 2007). Além disso.'@, pode reagir com atomos de nitrogénio ou
enxofre presente em aminoacidos, formando 1,2-thows, ou reagindo com aminoacidos

fendlicos, gerando hidroperoxidienona (RONSEINIe806).
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Os usos de alguns antibidticos bactericidas tant@éémsido apontados como grandes
fontes de radicais livres, em parte, por seus ro8sambos, ou para ativarem algumas vias
metabolicas, os quais, em alguns casos, sao comdideum efeito indesejavel de seus usos.
Porém em outras situacfes, podem ter desejavéissefeforcadores da acdo antimicrobiana,
talvez explicando a possivel controvérsia de sisgipel acdo antimicrobiana (FANG et al.,
2004; CHANDEL & BUDINGER, 2013; KALGHATGI et al.,®.3; MORONES-RAMIREZ
et al., 2013). Refor¢cando este paradigma, adiciaogslsubjacentes mecanismos microbicidas
dos oxidantes durante a reposta imune a patégeruesitemente, Keren et al. (2013); Liu &
Imlay (2013) demonstraram que as ac6es antimianabia vitro de alguns antibiéticos nédo
sdo dependentes dos oxidantes, contrariando présindos, em que se supunham que a acao
de tais antimicrobianos dava-se pela inducdo dadgo@io destas espécies reativas (DWYER
et al., 2009; BRYNILDSEN et al., 2013).

Adicionalmente aos mecanismos microbicidas ja eomns dos fagocitos
polimorfonucleares, recentemente surgiram relatoBteratura de que os oxidantes que séo
gerados por NOX2 (BRINKMANN et al., 2004; RADIC &APLAN, 2013), especialmente
H,O, advindo da dismutacdo de, D estdo de diferentes modos relacionados ao
desprendimento intracelular de cromatina descomdengnuclear e, em alguns casos,
mitocondrial ou uma mistura de ambas) para o esgagmcelular, via citoesqueleto,
complexada com granulos proteicos com acdo anvimema (provenientes dos granulos
azurofilos [elastase e mieloperoxidase], espedfidactoferrina] e terciarios [catepsina e
gelatinase]). Este complexo cromatina-granulos mbé&mn conhecida como armadilha
extracelular, que em neutréfilos € denominada deaditha extracelular de neutréfilos (do
inglésNeutrophil Extracellular Trap$NETS], Figura 4.). Esta estrutura € mais bem estudada
em neutréfilos, embora eosindfilos (Armadilhas Bs&lular de Eosindfilos, EETS),
mastocitos (Armadilnas Extracelular da MastocitddCETS) e mondcitos/macrofagos
(Armadilhas Extracelular de Macréfagos/mondcitog;Td) também estejam aptas a executar
tal mecanismo (GOLDMANN & MEDINA, 2013). Este me¢smo parece ser também uma
forma de morte celular programada, diferente dosamemos classicos de apoptose e
necrose, sendo referido conNETose, em que a participacdo do*€aeptidylarginine
deiminased4 (PAD4) e elastase sao essenciais para a forntec&ETS e posterior NETose
(BRINKMANN et al., 2004 LI et al., 2010; PALMER et al., 2012).

O papel da mieloperoxidase (MPQO) também é prepanteema formacdo de NET
(METZLER et al.,, 2010), onde a acdo desta enzinmesébO, com producdo de HOCI
incrementa o desprendimento da armadilha extraselalém da participacdo ativa desta
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enzima na descondensacao da cromatina (PALMER, @0412). A ativacdo de NET também
€ possivel por outros mecanismos, néo se limitaghesta forma, ao envolvimento de NOX2
(FUCHS et al., 2007; YOUSEFI et al., 2009).

A formacdo de NET parece responder especificamantgiferentes estimulos
patégeno/quimico-especificos e, a robustez desjgosta, também varia com o tipo de
fagocito em questdo, sendo que, a formacao desttasueas, tem sido identificada como uma
forma de defesesa em vertebrados, ndo se resttimgpenas aos humanos (BIANCHI et al.,
2009; GABRIEL et al., 2010; PILSCZEK et al., 2000JNEAU et al., 2011; YOUNG et al.,
2011; PALMER et al.,, 2012; GOLDMANN & MEDINA, 2013STEPHAN et al., 2015;
STOIBER et al., 2015). Recentemente, um mecanisimias foi também descrito em
Crassostrea gigagostra) como forma de defesa (POIRIER et al., p0Q4lesprendimento de
NETs foi recentemente dividido em duas fases: ragira, ndo requer glicose exdégena e uma
glicolise satisfatoria e, estendesse, até a desosagdo de cromatina; a segunda fase, é
dependente de glicose exdgena e de uma intenséisglidalvez por requerer transporte ativo
desta estrtura ao longo do citoesqueleto para euséxt para 0 espaco extracelular
(RODRIGUEZ-ESPINOSA et al., 2015).

MADFH (= -0

Figura 4. Modelo esquemético da
formacao de NET. O neutréfilo, sob os
diferentes estimulos, libera oxidantes
pela acao de NADPH oxidase (NOX2).
Os oxidantes formados guiam a
translocacdo de elastase e MPO
presentes nos granulos (1). Os granulos
secretérios se movem ao ndcleo,
simultaneamente a  ruptura do
envoltorio nuclear, (2) cujos contetdos
se misturam ao fluido celular,
concomitante a acédo de elastase e MPO,
onde elas auxiliam na descondensacédo
da cromatina (3). Apés descondensacéao
da cromatina (também facilitado pela
PAD-4 e C4?), aNET formada por fitas

de DNA impregnadas de proteinas com
acdo antimicrobiana e proteases de
granulos especificos do fagoécito é
liberada para o espago extracelular
através da interagdo com componentes
do citoesqueleto (4).

Adaptado de:
< http://www.mpg.de/4285697/NETs_immune_systenetfilbrder=LT&page=5&research_topic=BM>. Acesso
em: 22 Out. 2013.
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2.2. Antioxidantes

Uma vez em que o efeito dual dos oxidantes podeearin vivo, isto dependente de
suas concentragdeisig. 5., naturalmente, organismos vivos dispdem de sedeahe controle
do balanco redox. Dentre estes, a glutationa eeazoma Q tém importantes papéis em
humanos. Os antioxidantes ganharam a atencdo dde spilblica quando cientistas
comecaram a entender os danos a saude causadogdamtes, especialmente os radicalares,
em estagios iniciais de condicbes como ateros@gro&ncer, perda de visdo, e outras
condi¢des crbnicas. Assim, historicamente, o usanti@xidantes, seja para fins estéticos ou
terapéuticos, tem sido cientificamente justificgw apresentarem propriedades no controle
do excesso dos oxidantes que podem gerar danasia EAUTTERIDGE et al., 1994). E,
hoje, cada vez mais comum o0 uso de antioxidanggsecelmente entre os praticantes de
atividades fisicas intensas e de individuos quecdms tratamentos rejuvenescedores
(BRAMBILLA et al., 2008). Diante das premissas dméficios com o uso desta classe de
compostos, as industrias alimenticias e de supl@®enomecaram a explorar estas
propriedades para fins drarketing, o que vem rendendo milhdes de délaraalamente a
elas com a venda de suplementos antioxidantes (H¥/ disponivel em:

http://www.hsph.harvard.edu/nutritionsource/antitaxits/).

Figura 5. Representacao esquematica do sutil limiar entre oug é fisiol6gico e patolégico no corpo
humano como uma consequéncia do balanco redox nagoiucédo das espécies reativas do oxigénio
(EROs) e nitrogénio (ERNS).
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Fonte: Autor
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Antioxidantes  sintéticos, como alupurinol, desfammina, propanolol,
aminoesteroides, além das classicas vitaminas C a&eBuam o0 estresse oxidativo, dessa
forma prevenindo ou atenuando os sintomas de akywuoadi¢cdes patoldgicas, como as
cardiopatias induzidas por radicais livres, e podemutilizados para diferentes finalidades e
adquiridos como forma de medicacéo ou suplemeM&AGHER & RADER, 2001; SHITE
et al., 2001). Contudo, na década de 90, surginawidds com relacdo aos possiveis efeitos
pré-oxidantes das vitaminas (CARR & FREI, 1999). dderdo com Podmore et al. (1998),
dependente da concentracdo, a vitamina C podeempaesim efeito pro-oxidante, trazendo
sérias consequéncias ao balanco redox celulavamde, por exemplo, a oxidacdo de bases
do DNA (JENNER et al., 1998).

Recentemente, iniciaram-se pesquisas com antideslagintéticos da classe dos
nitroxidos. Dentre eles, o 4-Hidroxi-2,2",6,6"-tatretilpiperidina-1-oxil (Tempoligura 6.)
€ um mimético da enzima SOD. Tempol é considerad@romissor prototipo, apresentando
desejaveis caracteristicas fisico-quimicas, combam coeficiente de particdo tanto em
compartimentos hidrofobicos quanto em hidrofilicas)plo espectro de interagdo com o0s
diferentes oxidantes produzidos no organismo, cdpde de interromper a cadeia de reacoes
redox e de atuar de maneira reciclavel na célidte Eomposto paramagnético é considerado
potente quanto a sua atividade protetora ao daiatiyo induzido por alguns estados
patolégicos, especialmente nos quais ha envolvimedé processos inflamatorios
(CUZZOCREA et al.,, 2000; SAMUNI & BARENHOLZ, 200RUGUSTO et al., 2008;
TSUHAKO et al., 2010; WILCOX, 2010).

Figura 6. Estruturas quimicas do Tempol, onde se déaca o elétron desemparelhado centrado no
oxigénio (Fig. 6. a.).

a b.
OH H
CH, CH,
CH, N CH, N
o OH

Fonte: Autor (ACD/Labs. Version 6.0).
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A oxidacao de proteinas e outras macromoléculdédioas sdo um sério problema e
estdo relacionadas ao desenvolvimento de algumascds (Exemplo, catarata e doencas
cardiacas). Como uma funcdo de grande importaresandpenhada pelo Tempol, estaveis
nitréxidos, como o Tempol, tém sido apontados catimos candidatos a contencdo dos
danos oxidativos a proteinas e outras macromolk&cplar reagir bem com compostos de
baixo peso molecular, com taxas de segunda ordetfte 10° M s*. Alguns estudos tém
mostrado os efeitosn vivo do Tempol e possiveis aplicagdes clinicas dest@®xido
(CUSCELA et al., 1996; SOULE et al., 2007; AUGUS&al., 2008; WILCOX, 2010).

2.3. Dependéncia do complexo NADPH oxidase paraoandcdo das armadilhas

extracelulares (ETs) e formacédo destas estrutunaggposta abl. tuberculosis

Como descrito por Brinkmann et al. (2004), além fdgocitose, a producdo de
EROs/ERNs, de proteinas/péptidos antimicrobianoslegranulacdo, fagoécitos liberam
armadilhas extracelulares (ETs), denominadas atn@adiextracelulares dos neutrofilos
(NETSs, do inglésieutrophil extracellular trapsem neutréfilos. As armadilhas extracelulares
sado uma descoberta recente (2004) e, os aspectesutaces que governam a estrutura e
funcionalidade delas, estdo cada vez mais sendmlagkis e um crescente numero de
publicacbes reportam conflitantes dados sobre pscass moleculares adjacentes a sua
formacdo, desprendimento para o espaco extracekilgrossivel acdo antimicrobiana
(KOCKRITZ-BLICKWEDE et al., 2010; BRINKMANN & ZYCHLIUNSKY, 2012;
GOLDMANN & MEDINA, 2013; RADIC & KAPLAN, 2013).

As armadilhas extracelulares tém sido implicadas captura de diversos
microrganismos no espaco extracelular, tais comgsybactérias, fungos e parasitas e além
de responder a estes estimulos/microrganismosgtamglcapaz de responder a estimulos tais
como particulas ou derivados microbianos (por exemlpopolissacarido [LPS] ou N-
formil-metionil-leucil-fenilalanina [fMLP], beta gicanos da parede fungica), Hepoxilin A3
(DOUDA et al., 2015), a interleucinas (Exemplo [),-8bras amildides (AZEVEDO et al.,
2012) ou a agentes quimicos como o0 oxigénio simgied forbol-12-miristato-13-acetato
(PMA, um elementaipstreamde NOX-2) que age diretamente sobre a via de BK@ndo a
montagem do complexo NOX-2 e consequente formagdoxialantes (NISHINAKA et al.,
2011; BYRD et al., 2013; GOLDMANN & MEDINA, 2013; ADIC & KAPLAN, 2013;
STOIBER et al., 2015).
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A retencdo de microrganismos no espaco extracehtlavés das ETs, pode propiciar
uma resolugdo do foco infeccioso a nivel localtagdo-se assim a disseminagéo do foco
infeccioso. Embora este seja um assunto controBrBUSEEF, 2012), em alguns casos as
armadilhas extracelulares podem matar patogenassigalmente devido ao sua variada
constituicdo, com a marcante presenca de histmoahécidas como um dos mais potentes
antimicrobianos ja descobertos, MILLER et al., 19RPARSEGHIAN & LUHRS, 2006;
KAWASAKI & IWAMURO, 2008; POIRIER et al., 2014) eedproteinas com atividade
antimicrobiana, como a lactoferrina, MPO, a praeibactericida e indutora de
permeabilidade (BPI, do inglésactericidal permeability-increasing protgincatepsina G e
lisozima.

Dentre as cepas dil. tuberculosis a cepa avirulenta (H37Ra) € uma linhagem
micobacteriana derivada da tradicional cepa H37ad& de um paciente com TB em 1905, a
qual também originou a cepa virulenta H37Rv (STEENK& GARDNER, 1946; ZHENG
et al., 2008). Esta cepa apresenta caracteristarae a perda de viruléncia vivo, menor
capacidade de sobrevivéncia em condi¢cdes anaesobicalentro de macrofagos, reduzida
capacidade de disrupcionar fagossomos e caramasishorfologicas distintas, como a perda
da formacéo do fator corda (um fator de virulémwd/. tuberculosiy (ZHENG et al., 2008).

N&o h& dados na literatura para a formacao de &isaca cepa nado virulenta db
tuberculosigH37Ra). Ramos et al. (2009) mostraram que NEdGS@@nadas em resposta ao
M. tuberculosis(H37Rv) e aoM. canettii e, que as armadilhas geradas em resposta as
micobactérias, foram posteriormente capazes der iniataria monocytogengsomprovando
gue NETs sao incapazes de mafartuberculosisdevido a caracteristicas da micobactéria e
ndo devido a natureza da sua constituicdo (queérmom@NA [na forma de histonas] e
proteinas com acao antimicrobiana), que a micobactaduz. Assim, embora o DNA
(histonas sé@o potentes antimicrobianos) tenha sggmrtado como o principal agente
antimicrobiano das ETs (HALVERSON et al., 2015¢&tas armadilhas tenham sido descritas
como capazes de matar alguns microrganismos (BRINKNI et al., 2004; URBAN et al.,
2006), estas armadilhas extracelulares ndo saaesuke matar oM. tuberculosis apenas
captura-lo.

Neste mesmo estudo, Ramos et al. (2009) sugeriuamncqmo os experimentos foram
realizados com as micobactérias ndo-opsonizadagripoestar havendo o reconhecimento
direto de estruturas (PAMPs) das micobactériasvédralo TLR-2/4 dos fagocitos. Estes
PAMPs foram sugeridas por Ramos et al. (2009) pssigelmente ser algum componente da

parede celular micobacteriana, tais como o lipoagabanano (LAM), lipomananas (LM),
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fosfatidilinositol manosideos (PIM2, PIM6) ou adjpoteina de 19-kDa. Contudo, como sera
ainda aqui sera observado, a lipoproteina de 19tkBasido descartada como um possivel
indutor de ETs (BRAIAN et al., 2013).

Segundo Hosseinzadeh et al. (2012), Tempol a umeeotracdo de 2000Mu foi
usada para a inibicdo drst oxidativo e de NETs contr@andida albicansAlém disso, o
efeito da Vitamina-C e de flavondides tem sido iogdos na diminuicdo destas armadilhas
extracelulares, segundo tais autores, pelas pdautés antioxidantes como urscavenger
de EROs/ERNs (KIRCHNER et al., 2013; MOHAMMED et, &013), apesar dos também
possiveis efeitos de flavonodides sobre mediadgueseamdo complexo NADPH oxidase ja
terem sido descritos (CIZ et al., 2012).

Embora o Tempol possa interferir na resposta innaméra patégenos por diminuir a
formacdo de oxidantegrif). 7., isto seja uma situacdo indesejavel, por outdp,ledha
situacdes em que realmente torna-se desejavelirenldzaurst oxidativo por neutrdfilos,
devido ao pleiotropismo deste evento, que condwaras desfechos bioquimicos, como
exemplo, na participacdo destas células em eveowmstas cardiovasculares. Além disso,
uma vez que dourst oxidativo gera diferentes oxidantes sinalizadgasa a formacao de
armadilhas extracelulares, bem como outros mecasismicrobicidas, além dos proprios
oxidantes que sdo microbiciddsd. 8., o uso de Tempol durante a resposta microbicida o
durante a ativagcdo de fagdcitos por estimulos n@mhbianos que gerem estas armadilhas,
poderia atenuar os danos causados pelo estresdatioxi ou por estas armadilhas
extracelulares, cuja formacdo excessiva ou pres@ocke ter sérias consequéncias ao
hospedeiro e tém sido implicadas em eventos patol®gcomo a trombose, doencas
autoimunes (Exemplo, ldpus eritematoso sistémicdpencas pulmonares, eventos
inflamatorios intensos (Exemplo, artrite e gotadjuiga em que o urato tem sido implicado
como um indutor de NETSs, o que agrava o caso]neasq COOPER et al., 2013; RADIC &
KAPLAN, 2013; ZAWROTNIAK et al., 2013; ITAGAKI et lg 2015; GRABCANOVIC-
MUSIJA et al., 2015; YILDIZ et al., 2015).

As possiveis vias de ativacdo de ETs sdo deperdenitgipalmente do estimulo
(STOIBER et al., 2015) e, diferentes vias e comptw@®etém sido demonstradas em fagocitos
humanos, tais como as envolvendo o receptor kal-W/complexo NADPH oxidase,
PAD4/Cd? (necessita da mobilizac&o intra e extracelulaesalcio), 6xido nitrico (NO),
Raf-MEK-ERK/autofagia (neste caso, ativacdo de RIC PMA eupstreamda via Raf-
MEK-ERK), “high mobility group box 1’ pentraxina 3, e a via que envolve os alvos da

rapamicina nos mamiferosnfTOR-related pathway$’ Estas vias de sinalizag&o intracelular
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pode ou ndo requerer a prévia ativacdo do comNexoPH oxidase (HAKKIM et al., 2011;
REMIJSEN et al., 2011; MCINTURFF et al., 2012; GRAY al., 2013; KESHARI et al.,
2013).

Figura 7. Representacdo esquematica da formacdo dasspécies reativas do oxigénio/nitrogénio
(EROs/ERNS) em fagécitos e possiveis acdes do Tehgmbre estes oxidantes.
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Como mostrado na figura, Tempol pode apresentarvasia gama de atividade (multifuncional), atuasalore

os oxidantes:OH, ONOQO, NO, O,", H,O,, bem como sobre as enzimd&0S e MPO, responsaveis pela
formacao de potentes oxidantes. Além disso, esteido pode aceitar o proveniente do metal reduzido {Be
na reacdo de Fenton, portanto, evitando a formdgadO+/ HO por inibir esta rota. (SOULE et al., 2007).
Observacdo: Neste esquema de representacdo esigaerdpresento uma extremamente simplificadaovisa
geral, portanto, as reagdes quimicas/interacbeestdo balanceadas.

Fonte: Autor
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Figura 8. Representacdo esquematica da formacdo dasspécies reativas do oxigénio/nitrogénio
(EROs/ERNSs) em fagdcitos e seus possiveis mecanismimalizadores durante a resposta microbicida.
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superéxido; ONOQO peroxinitrito; HOCI: &cido hipocloroso; OClanion hipoclorito;'O,: oxigénio singlete;
*NO: 6xido nitrico; HOe: radical hidroxila; iD,: peréxido de hidrogénio. Pela acdo da MPO fagmitsdo
formadas as hROS; NETs: armadilhas extracelulanalgréfilos Neutrophils extracellular traps METSs:
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Como mostrado na figura, os oxidantes apresentampapel diversificado na sinalizagdo celular para
importantes eventos bioquimicos. Neste contextoypbé poderia comprometer tais mecanismos, atraeés d
acdo antioxidante ou inibindo as enzimBl®©S e MPO, responsaveis pela formacdo de poteridames,
portanto reduzindo a resposta microbicida. Alérsalisomo alguns oxidantes tomam parte na formag&sTd

e na ativacdo de enzimas com acao antimicrobiampdl pode apresentar um efeito ainda mais nosalek a
resposta de fagoécitos a patdgenos.

Observacdo: Neste esquema de representacdo esgaerdpresento uma extremamente simplificadaovisa
geral, portanto, as reacdes quimicas/interacdesstao balanceadas.

Fonte: Autor
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Como aqui ja mencionado, tem sido descrito em g@grapdrte da literatura a
necessidade dos oxidantes gerados através do canipDPH oxidase para a formacgéo de
ETs (FUCHS et al., 2007; BIANCHI et al., 2009; NIBIAKA et al., 2011; RADA et al.,
2013; ROHM et al., 2014; STOIBER et al., 2015) eRstxidantes tomam parte na sinalizacdo
para a translocacdo de elastase/MPO, bem como qudras eventos que auxiliam na
formacao destas armadilnas (PAPAYANNOPOULOS et2410). Na maioria dos casos, a
formacdo de NETs tem sido reportada como dependknterévia ativacdo do complexo
NADPH oxidase e, consequente formacdo de anionsr&igos, que da origem a outros
oxidantes (para induzir NETs, principalmeft€, H,O,, HOCI e'0,) que sdo implicados na
translocacdo de MPO e elastase de granulos prisndadaitoplasma até o nacleo da célula,
facilitando a descondensacéo da cromatina e pastermacao da estrutura conhecida como
armadilha extracelular (este processo € auxiliamdPAD-4,Fig. 4). Além disso, Bianchi et
al. (2009) conseguiram por terapia génica, reciist funcionalidade do complexo NADPH
oxidase em fagdcitos de pacientes com DGC e, d@sten, promover a formagdo de NETs
na defesa contraspergillus nidulangcausador da aspergilose invasiva).

Entretanto, recentemente, um novo mecanismo pemaracao de NET foi proposto,

o qual, ndo envolve a dependéncia pelo complexo RADxidase (PILSCZEK et al., 2010).
Através deste mecanismo, as NETs sao formadas sposta adstaphylococcus aurewde
forma muita rapida, de cinco (5) até 10 min, emtraste com os tempos de até 3 horas
qguando envolve o complexo NADPH oxidase, a formagaoais pontual, o que permite a
formacao de vesiculas e, o desprendimento das N&Tso destas intactas vesiculas para o
espaco extracelular, onde elas sdo rompidas, tider&ETs 14, ocorrendo a ja reportada
capacidade destas armadilhas de capturar na anadddp) e de matarKilling) S. aureus

Tal mecanismo é considerado um processo que nA@ltexacdes bruscas ao citoplasma e
nacleo celular, portanto, ndo conduzindo a NETose¢anismo que contrasta com os até
entdo descritos que, devido ao padrao de ruptwiaarue demanda citoplasmatica (interagéo
com citoesqueleto), conduz a morte celular (reeeddmo NETose). No mesmo estudo, o
Panton—Valentine leukocidinuma toxina produzida po®B. aureusque provoca lise de
leucécitos, foi demonstrado como um potente inddéoNETs. Um mecanismo alternativo na
resposta de fagoécitos através do despreendimerEdslem resposta @. albicanstambém

foi descrito (BYRD et al., 2013).

Demonstrando a complexidade que governa a form@gsi@rmadilhas extracelulares
e as consequencias bioldgicas destas estrutukago e, levando-se em conta, a importancia

de estudos passados que hoje através de um linlestudos atuais trazem a tona todas as
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faces das ETs, recentes estudos retratam a imgikcdestas estrturas em promover trombose
e/ou doencas cardiacas, seja implicado a um pmcedsccioso/inflamatorio ou néo
(DELBOSC et al., 2011; RADIC & KAPLAN, 2013). Worgt al. (2013) observaram que
embora ETs representem uma forma de defesa ddntizberculosiso link com o estudo de
Converse et al. (1996) pode indicar que uma regspmsicerbada destas estrturas contra as
micobactérias pode resultar em trombose vascutsinf mais uma vez é aqui destacado o
fato de que, se por um lado o Tempol pode enfrageecesposta immune contra patdogenos,
por outro lado, este antixidante pode contribumaa diminuicdo da formacdo das ETs em
situacbes em que 0 excesso destas estruturas pegsssentar um risco a saude,
principalmente naquelas condi¢cdes que envolveneadds pulmonares (MEDINA, 2009;
CHENG & PALANIYAR, 2013).

Neste mesmo sentido, embora um mecanismo packearance de ETs pareca
envolver as proteinas surfactantes A, B e D (SBAB e SP-D; SP: do inglés surfactant
protein), de modo que para eliminar ETs elas sanli;go DNA das ETs e facilitam a
fagocitose destas estruturas por macrofagos ahespldenha sido descrito no pulméo
(CHENG & PALANIYAR, 2013; ZAWROTNIAK et al., 2013)prévios trabalhos tem
reportado que ETs formadas em grandes proporc@es qglando a producdo supera a
capacidade depurativa destas estruturas, estesexces ETs no tecido pulmonar pode
dificultar a respiracdo através de obstrucfes smasendo, elevar as taxas de mortalidade
associadas a algumas condi¢fes clinicas, princgraémem pacientes com doenca pulmonar
obstrutiva crénica (DPOC) ou em pacientes com $éraistica (FC) infectados com
Pseudomonas aeruginos@YOUNG et al., 2011; CHENG & PALANIYAR, 2013;
GRABCANOVIC-MUSIJA et al., 2015; MARCOS et al., 201 No estudo de Marcos et al.
(2015), os niveis dectll-free DNA” (cfDNA), neste caso, provenientes das NETsam
relacionados com o grau de obstrucdo do fluxo aprdmonar. A presenca em grandes
quantidades de armadilhas extracelulares de edemddmbém é um sério problema no
curso da asma neutrofilica (grande quantidade ddrdfidos e eosindfilos no escarro)
(CHENG & PALANIYAR, 2013).

Além disso, recentemente R6hm et al. (2014) dememash que o complexo NADPH
oxidase estd implicado na geragdo de oxidantes nseqaentemente na ativacdo de
NETs/NETose especificamente no pulméo, durante eurponia causada pakspergillus
fumigatus de modo que a pneumonia foi observada tanto emurd@ongos tipo/selvagem e
nos camundongos deficientes para o complexo NADRébee (p47[phox-/-]), ao passo que

a formacéo de NETs e consequente NETose nao fernama nos camundongos p47(phox-/-
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). O autor conclui que o complexo NADPH oxidasesgeacialin vivo para a formacgédo de
NETSs e resolugéo do foco infeccioso a nivel loaamentando a resposta microbicida contra
o fungo. Ainda, foi demonstrado por Rohm et al.1@®0que o complexo NADPH oxidase
aumenta também o numero de neutrofilos que entramagoptose, além da ja referida
NETose, dois processos bem distintos a que a pgmulde neutrofilos pode submeter-se por
uma modulagéo dual orientada pelo complexo NADPktlase, mas de qualquer forma,
ambos contribuindo para o clearanceddpergillus fumigatus

Cabe aqui ser mencionado que, como sera postenterdescutido neste estudo, para
a relacdo entre carga microbiana (multiplicidadendeccao, MOI) e intensidade dmrst
oxidativo e, como também observado por Repasy.ef24113), o nimero de micobacterias
intracelulares presentes em fagdécitos, tais comomosocitos e neutréfilos, tem sido
implicados na patogénese da tuberculose, uma \&zgganto maior a carga bacilar, maior a
resposta inflamatdria local, evidenciado pelo namée fagécitos que entram em morte
celular, pelo proceso de necrose, apoptose e, a@enmwnstrado mais recentemente, em
NETose. Reforcando que, quanto maior a MOI, maiantensidade da resposta \barst
oxidativo a um determinado estimulo-patdégeno efiped, isto pode ser o evento sinalizador
para as diferentes formas de morte celular, conserghdo por Repasy et al.,, (2013),
incluindo a NETose.

O desprendimento das NETs tem sido descrito comaewento coordenado e néao
regidos por padrdes estocasticos, assim, dada pleddade da intrincada rede que envolve
0 sistema imune, a regulacdo reciproca entre iradeidnata/adaptativa, bem como a
regulacdo, as vezes oposta, entre as células Thlgligerem que a ativacao/inibicdo de NET
ultrapassa limites da imunadade inata. Como exemphoincremento do padrao de resposta
Th2, por hora definido como antagonista ao padtéb flente a alguns patégenos (inclusive
M. tuberculosi} pelo incremento de IL-7 tem sido reportado comofator inibidor doburst
oxidativo (assim como a inibicdo também por IL449le IL-10), podendo isto desta forma
também inibir o desprendimento de NETS, por um misozo de retroalimentacdo (FRY &
MACKALL, 2002; PILETTE et al., 2002).

O crosstalk entre mondcitos e neutrofilos durante a respostenune ao M.
tuberculosisenvolvendo NETs tem sido bem estudado. Braiar. eR@13 observaram que
neutrofilos estimulados com Mih vitro produzem NETs que se liganmhaat shock protein
72 (Hsp72). Assim, quando macrofagosdfMsao cultivados com neutroéfilos previamente
estimulados poM. tuberculosisneutrofilos sdo capazes de transferir o Hsp7& ,é&qum sinal

ligado a NET, para os M, isto € capaz de recrutar e estimular tais célummbém
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reforcando a liberacdo de citocinas (IL-6, IB-1L-10 e TNF-a) por elas. Esta interacao,
durante o inicio da imunidade inata, provavelmeatgsempenha um importante papel, nao
apenas na imunomodulacéo da respostsl.amberculosigpor M® adjacentes, mas tambéem
durante a inflamacé&o cronica que ocamre@ivo na TB, sendo importante para a regulacdo da
autoimunidade. Persson et al. (2008) demonstranaenngutrofilos quando fagocitam.
tuberculosisliberam Hsp 72, mediando uma pro-inflamatoria aatdo de Mb. Ou seja,
capacidade de neutréfilos estimularemMao desprenderem NETs em respostaMao
tuberculosis € ao menos em parte, devido ao desprendimentocoiante de Hsp 72.

Adicionalmente, Hsp72 é uma proteina com alta ddaiké como chaperona e como
citocina, portanto funcionando como um forte fgioy-inflamatorio, estimulando mondcitos
via receptores TLR 2 e 4, que ativa a via do fAB«kB, resultando no despreendimento de
TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-12 e NO. TNFe aumenta a geracdo de oxidantes e o0 aumenta o
Killing das micobactérias (BRAIAN et al., 2013).

Outra evidéncia apontada por Braian et al. (2018)e8 a formacdo das armadilhas
extracelulares (ETs) precede a ETOse, eles provatmmexperimentalmente ao levar em
conta o estudo de Persson et al. (2009), que deroorssimportancia de uma lipoproteina de
19-kDa emM. tuberculosigara induzir apoptose em neutréfilos, portantadventuberculosis
mutantes, falho para esta lipoproteina (IspA—/Qptose ndo ocorre, assim Braian e
colaboradores demonstraram gie tuberculosis (IspA—/-) induz NETs em neutrofilos
normalmente, evidenciando que neste caso, apopéosé necessaria para a formacao de ETs
e, que, quando apoptose esta associada a formestas eéstruturas, ela ocorre posteriormente
as suas formacgoes.

A descoberta de NETs é um evento recente no camBotbgia e Medicina, assim,
variados mecanismos e efeitos experimentados o ¢tarmano e reportados antes de 2004,
hoje podem ser experimentalmente ligados de algiamaa a NETs, ndo se restringindo
apenas ao sistema de defesa do organismo (EL HAEHZ). Por exemplo, o papel de NET
pode também ser evidenciado em prévios trabalhes,j& reportavam sobre o papel de
nucleotideos na sinalizagcdo da promocaock@arancedurante a apoptose e da resposta
inflamatoria (ELLIOTT et al., 2009). Outro link eatestados patologicos/doencas e ETs, € a
antiga questdo do cfDNA, que sao fragmentos de DblAoro/plasma, que ha muito tempo
atrds (precedendo a descoberta de ETs em 2004esdonstrados em casos de estresse
oxidativo intenso e, associados a morte celulastdNeaso, o0 estresse oxidativo pode
previamente sinalizar via oxidantes para a formatii&Ts, 0 que pode elevar localmente e,

posteriormente, sistemicamente, a quantidade de DMNAN&o sofrewlearencelocal via
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macréfagos, portanto, ganhando a corrente sanguBelare uma situacdo de estresse
oxidativo intenso, parte da morte celular podeximliém ser atribuida a ETOse e, ndo apenas,
devido a necrose/apoptose (ERMAKOQV et al., 2013EQHet al, 2014). Como também
demonstrado por Carswell et al. (1984), em 198 satho descobrimento das ETs, o DNA era
um relatado componente presente no escarro denpegieom FC, atualmente reconhecido
como o DNA proveniente das NETs (MARCOS et al.,501

Do notorio repertério de fatores de viruléncia dopénicidade presentes rid.
tuberculosis a regido de diferenca 1 (RD1) esta presente monga de cepas altamente
virulentas deM. tuberculosis cuja expresséo codifica para o sistema de secagdipo VI
(ESX), que é responsavel pela secrecdo de proteinas, aoE®AT-6 (um dos maiores
antigenos de células T presente Mo tuberculosiy ou CFP10. Este sistema permite a
secrecao de proteinas que constituem a princifgaface entre a micobactéria e o hospedeiro
(i.e., a maioria sdo antigenos ou compostos altamenteagénicos). Recentemente Francis
et al. (2014) demonstraram que ESAT-6 (40mL) isoladamente propicia o aumento dé“Ca
e formacédo de NETs (Caintra e extracelular sdo necessarios para a férmde ETs, como
ja discutido aqui), sendo, portanto, considerado patente indutor das armadilhas
extracelulares. Como os autores concluem e, comdaaera descrito aqui, esta funcédo de
ESAT-6 € interessante, uma vez que ela é capandieii NETs e manter o processo
inflamatorio e necrotico necessario para a formagdogranuloma e transmissdo da TB
(talvez isto se reflita em um processo evolutivo mlepagacdo das micobacterias e
perpetuacao através de um equilibrio de co-exist&@aen o hospedeiro) ao mesmo tempo em
gue ESAT evita Killing por fagécitos, em que o complexo CFP10:ESAT6 ézxdpdnibir a
trans-ativagdo do lipopolissacarideo, que induatorfNFxB, regulando, assim, a producéo
de oxidantes para concentracdes inferiores aqesisanciais durante lmurst oxidativo de
fagocitos.

Mycobacterium boviscepa BCG ([Bacille de Calmette et Guéfn é uma cepa que
nao apresenta a regido gendmica RDI (perda deviduaadele¢cdo) que codifica para ESX,
portanto, ndo secretando o fator de viruléncia EGAT que explica, em parte, a sua auséncia
de patogénicidade (FRIGUI et al., 2008). No entaMo bovis pode induzir uma efetiva
resposta por fagécitos (NEUFERT et al., 2001).

Mycobacterium tuberculosiscepaH37Ra, apesar da auséncia de patogénicidade,
apresenta algumas caracteristicas imunogénicase gugtifica seu uso em vacinas contra a
TB, como a inducam vivo de INFy por células do hospedeiro em resposta a estinufama

H37Ra e, capacidade de induzir a fagocitoskurst oxidativo e atividademicrobicidapor
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macréfagos ou neutrofilos (PERSKVIST et al., 200 EUFERT et al., 2001). Quando
estimulados poM. tuberculosisH37Ra, os neutrofilos acionam o complexo NADPHlase
por um mecanismo dependente das proteinas tirgsinase (PTKsypstreamao complexo
NADPH oxidase). O acionamento de PTKs leva a fdafgio de varias proteinas, uma das
quais a fosfolipase Cg2 (PLCg2) e, posteriormerdeijonamento da p38 MAPK
(PERSKVIST et al., 2000). Além disso, uma lipopioée de 19-kDa (um PAMP dil.
tuberculosisH37Ra) tem sido descrita como um forte indutorapaipriming e posterior
efetiva ativacdo de neutrofilos frente as cepasRd3deM. tuberculosis com inducédo do
burst oxidativo e posterior acdo microbicida por neutodfi(NEUFERT et al., 2001).
Entretanto, Braian et al. (2013) demonstraram @&peddéncia da lipoproteina de 19-kDa
para que os neutrofilos produzam NETs, mas umaragirnecessidade para uma efetiva
fagocitose das micobectérias para que ocorra aafginde NETSs e posterior NETose, quando
do casoi( e.,tem sido descrito algums pré-requisitos para gueentréfilos fagam NETose,
como uma alta MOI ou um estimulo muito exagerado).

Apesar da expressdo de ESAT-6 (embora em menoongégp comparada a cepa
H37Rv, FRIGUI et al., 2013), a ceptB7Ra deM. tuberculosisndo secreta tal proteina de
forma eficienten vitro, ndo devido a falta de ESX (desde que o sequerntantio genoma
de M. tuberculosisH37Ra demonstrou ndo haver delecdo em RDI, FRI&GWI., 2013;
ZHENG et al., 2008), mas por mecanismos pos-regitat da secrecdo (envolvendo PhoP e
EspA), o que ja foi demonstrado tamb#énvivo, desde que esta proteina, quando secretada, é
especificamente reconhecida por células T do hesmederando uma subsequente resposta.
Portanto, outros fatores da cep@7Ra deM. tuberculosispodem estar de algum modo
relacionado a inducdo de ETs. Uma vez que a cep®R&l@leM. tuberculosisapresenta
mutacdo no geneghoP, além da perda de controle sobre a secrecdo dé&&8Aeu parceiro
CFP-10, que é feita por PhoP, consideraveis fateealta viruléncia encontrados na cepa
virulenta (H37Rv), como os sulfolipideos (SL), ditaealoses (DAT) e poliaciltrealoses
(PAT) ndo séo encontrados & tuberculosisH37Ra, desde que a acdo de PhoP também é
notoria sobre a biossintese destes lipidios codpsgyGONZALO-ASENSIO et al., 2008).

Embora também da rica constituicdo lipidica Mo tuberculosis sérios candidatos
possam surgir como possiveis fatores e/ou PAMPadtucomo estimulo para a formacédo
das ETs, desde que estes compostos sdo conhawuidtasrés do sistema imune, tais como 0s
glicanos ou lipomananos que, inclusive, estes aiiséo implicados na inducdo de apoptose
em fagocitos (BRENNAN, 2003; DAO et al., 204; MANVANI et al.,, 2011), € mais

provavel a participacdo de outros fatoresMietuberculosisna inducdo de ETs, como os
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carboidratos ou proteinas/lipoproteinas (como f@vado para a proteina ESAT e outros
exemplos merecam destaque, como 0 antigeno apaogeagonista de TLR2, desde que a
via envolvendo TLR2 tem sido descrita por sinalizaara a formacdo de ETS)
(KLEINNIJENHUIS et al., 2011; FORRELLAD et al., 2B}, desde que estudos tém
demonstrado que a inativagdo microbiana pelo cailla é capaz de induzir ETs, assim
destaca-se a importancia da termoestabilidadec®ioservagéo de estruturas que possam se
ligar aos fagocitos e, ativar rotas intracelulatesnducédo das ETs. Adicionalmente, segundo
Kleinnijenhuis et al. (2011), fagocitos reconheceanboidratos deéM. tuberculosise, isto,
leva a ativacdo de vias intracelular envolvendo 1R& NFxB, portanto, talvez
compartilhando semelhangas com a ativacao de ETs.

Assim, o conhecimento do(s) PAMP(s) & tuberculosis além do ja conhecido
indutor de NETs, ESAT-6, poderia propiciar novosleimentos sobre as vias de ativicdo
das ETs por neutréfilos e macréfagos em respoststeamicrorganismo, uma vez que, esta
vias, incluindo as dependentes de EROs, respondg@ciicamente a um determinado
indutor. Alguns PAMPs/estruturas tém sido descrit@aditeratura como potentes indutores de
ETs, como o LPS, o fMLP, a piocianina (uma exotaxionsiderada um fator de viruléncia de
Pseudomonas aerugings#dRADA et al., 2013), os fatores de viruléncia 8e aureus
leucocidina Panton-Valentine e leucotoxina GH (RIZEK et al., 2010; MALACHOWA et
al., 2013)e os beta glucanos da paredeCdealbicans(BYRD et al., 2013) e, experimentos
com estes estimulos isolados, tem demonstrado lgsegeram ETs por vias diferentes,
algumas delas independentes de ERM&NM dos efeitos ndo esperados de ETs no organismo,
outro ponto a ser considerado como um sério prablearge quando 0S microrganismos
langcam méo de fatores de viruléncia para degradardd escapar delas, como a hiper-
producao de proteases (ARAZNA et al., 2013, HAHNilet2013), de DNAses (BEITER et
al., 2006) ou a prépria constituicao intrinsecarderorganismo (como a presenca de um alto
conteudo lipidico da parede celularMetuberculosisHAHN et al., 2013).

Resumindo o possivel papel do Tempol quanto a fpeimdas ETs, embora NETs seja
um importante mecanismo de defesa do organismmsvéfeitos patolégicos surgem de um
processo inflamatério exacerbado, devido a uma do&m excessiva das ETs durante um
mecanismo de defesa do hospedeiro exagerado (porpdx, contra dtreptococcus sgem
uma bacteremia/endocardite) e/ou o0 quando o natiealrance destas armadilhas séo
ineficazes (Exemplo, na vasculite de pequenos vaspgyerando o IUpus eritematoso
sistémico) (RADIC & KAPLAN, 2013). Portanto, por ulado, Tempol poderia diminuir a
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resposta microbicida contra patdgenos, mas pop datio, ele também poderia diminuir a

formacgao de ETs naquelas situagbes em que tavemgdiio terapeutica fosse requerida.

2.4.Mycobacterium tuberculosies a Tuberculose (TB)

Mycobacterium tuberculosifu bacilo de Koch, uma micobactéria primeiramente
identificada por Robert Koch, em 1882, é a principspécie pertencente ao complexo
Mycobacterium tuberculosisdo qual também fazem part®ycobacterium canettii
Mycobacterium africanumMycobacterium microti Mycobacteriumbovis Mycobacterium
caprae e Mycobacterium pinnipediisendo o principal agente etiolégico da tuberaulos
pulmonar (TB), considerada uma das maiores causanadte por doencas infecciosas em
todo mundo. Nos udltimos anos, com a mundialmentergémcia de linhagens multi-
resistentes dos bacilos frente aos farmacos diggisn(tuberculose resistente a mdltiplas
drogas ultidrug resistant TBMDR-TB] e extensivamente resisterftextensively drug-
resistant TXDR-TB]), a incidéncia de TB voltou a crescer entmu-se um grave problema
de salude publica, carente de estratégias de amnpohcipalmente a producdo de novos
guimioterapicos antimicobacterianos (DYE et al94,9GANGULY et al., 2008; HERRERA-
LEON et al., 2009; CDC2009; FORRELLAD et al., 2013).

A parede celular d®/. tuberculosisapresenta predominancia de lipideos (envelope
celular com predominancia de acidos micolicos) teea outros constituintes, como 0s
peptideoglicanos e arabinogalactanos, com prodde&struturas unicas, chamada de parede
celular de quimiotipo 1V, alvo de diferentes drogdsevido a alta biossintese de &cidos
micélicos e sua importancia como componente dadpacelular micobacteriana, além de
conferir resisténcia a coloracdo alcool acida.deps fracamente ligados ou livres, como o
6,6 dimicolil-trealose, conhecido como fator co(&&), que juntamente com a cera D, sdo
importantes fatores de viruléncia contribuindo Higativamente para a patogénese da
micobactéria.Mycobacterium tuberculosi® um aerdbio restrito, de lento crescimento e
patogeno intracelular facultativo que coloniza @reficialmente as cavidades pulmonares,
onde a pressdo de oxigénio € alta, sendo o homanurseo reservatorio. A morfologia
celular tipica do microrganismo, observada em egldes para bacilos alcool acido
resistentes (BAAR), sdo de bacilos delgados, kgeénte curvos, imoveis, de coloracdo
vermelha intensa, com aspecto distinto em rosdeim meio LOwenstein-Jensen ou

Middlebrook apresenta-se como colénias ndo pigndestarugosas e de cor camurca,
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podendo ocorrer o corddo serpentiforme devido dyg@o do FC (KONEMAN et al., 2008;
NEYROLLES & GUILHOT, 2011).

Mycobacterium tuberculosis também responsavel pelas chamadas tubercultvae ex
pulmonares, originadas por disseminacdo hematagéai@artir de um foco pulmonar
primario, podendo afetar diversas partes do orgamidais como, laringe, 0ssos, sistema
génito-urinario, trato gastrointestinal, sistemarvoso (meningite tuberculosa), sistema
tegumentar (lGpus vulgar), sistema linfatico, aldm préprio sistema hematologico com
possibilidade de ocorrer a forma vascular dissedainda infeccdo e sepse, sendo que a
possibilidade de ocorréncia destas condigcOes emt8ociadas aos fatores de defesa do
hospedeiro bem como do padréo de viruléncia/patogéde das diferentes cepas Me
tuberculosis(ALFANDARI, et al., 1995; GARCIA-RODRIGUEZ et al2007; KONEMAN
et al., 2008).

O controle da TB, que se supunha que ocorreriavplta do fim do século XX,
claramente ja teve sua data adiada, sendo que 8gal®MS a declarou uma emergéncia
mundial, embora controlados momentaneamente, ogscdse TB teve novamente um
incremento significativo no século XXI. A tubercséoresistente a multiplas drogas (MDR-
TB) é definida como a resisténcia das micobactérig&@mpicina e a isoniazida, e 0 aumento
em sua incidéncia tem sido publicado mundialmevigtos fatores tém contribuido para o
recrudescimento e disseminacdo da TB, podendostacde o fato da TB ser uma doenca
altamente contagiosa e com transmissao aerogema,dd desigualdade social, presenca de
aglomerados populacionais, o0s movimentos migratpunoenvelhecimento da populacdo e a
epidemia da sindrome da imunodeficiéncia adqui(Al®S) (LONNROTH et al., 2009).
Como h& poucos farmacos efetivos disponiveis, a MBRpode levar a uma doenca
potencialmente intratavel, com possibilidade do exarde portadores da doenca aumentar
exponencialmente. Esta ameaca ndo deve ser nagdidama busca e conquista efetiva de
novos farmacos antimicobacterianos, para supevHDR-TB, principalmente por se tratar de
uma doenca que atinge majoritariamente paises seiedvidos, cujos afetados apresentam
baixo poder aquisitivo, com caréncia de terapias nwnor custo. Estes dados reforcam uma
perspectiva assustadora, pois, a MDR-TB, com a g&neia da AIDS e, aumento de
infectados pelo virus da imunodeficiéncia human®/YHorenunciam-se como as principais
endemias urbanas da atualidade, com a possibilidad®nversao da endemia de “tratavel”
em “intratavel”, assim como antes de 1944 (MARC®BE; GLAISSBERG, 1999; SOUZA &
VASCONCELOS, 2005; PEDROSO & ROCHA, 2009).
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A TB é uma doenca infecto-contagiosa, declaradaatoalidade como um grave
problema de saude publica em todo mundo, em e$peroi paises subdesenvolvidésg(
9.), estimando-se em um terco a populacdo mundiattada conM. tuberculosis estando
sob o risco de desenvolver a doenca, com aproximewta oito milhdes de casos novos e
guase trés milhdes de mortes anualmente (DYE & WAMS, 2010; CRESWELL et al.,
2014). No Brasil, a reducao da magnitude da TB auoc significativa, representando um
sério impacto no Pais, sendo uma doenca de priridacional, uma vez que juntamente
com outros 21 paises em desenvolvimento, alberda¥m @s casos mundiais da doenca.
Estima-se que 50 milhdes de brasileiros estejanectaflos por M. tuberculosis
aproximadamente 80.000 casos novos com cerca des4md mortes anualmente, cuja
associacao da doenca com a AIDS tem contribuidsideravelmente com a alta mortalidade.
A projecao de novas infeccbes adquiridas entre 200020 foi estimada em um bilhdo de
pessoas; desses, 150 milhdes deverédo adoecer gh@smimorrer de tuberculose (BRASIL,
2009). A estimativa de TB para 2013 no Brasil fei 83.000 casos novos mantendo a
incidéncia de aproximadamente 42 casos anualmemte gada 100.000 habitantes (WHO,
2012; BRASIL, 2013).

Figura 9. Estimativa por pais para os novos casos de Tuberagle para cada 100.000 pessoas.
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Adaptado de: WHO report, 2013.
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Dentre o um tergco da populacdo mundial que estaantamente infectados comvh
tuberculosiscerca de 5 a 10 % irdo desenvolver a doenca TiBngo da vida. Isto se deve a
uma possivel imunodeficiéncia que possa vir a ecawom 0s pacientes infectados, levando a
manifestacdo das micobacterias que s&o normalmeotgidas pelo sistema imune
competente de pacientes saudaveis. Contudo, estlida®s mostram que o desfecho TB
parece ser mais comum em pacientes infectados emexigta uma comorbidade, sendo que,
frequentemente, diabetes ou HIV/AIDS séo as praisiploencas/condicdo que predispbem
pacientes infectados a desenvolverem TB, elevaadassim o risco para o desfecho TB
nestes grupos de infectados (AHAMAD, 2011; CH(dlgt2013).

Um dos principais determinantes quanto a maniféstaa tuberculose em pacientes
infectados peldM. tuberculosissdo os fatores do hospedeiro que estdo relacisnado
sistema imunoldgico, assim destaca-se o envolviondog oxidantes. Fatores de viruléncia de
M. tuberculosisestdo relacionados a sua resisténcia a defesashedeiro. As proteinas
CFP-10, ESAT-6 (ja discutido aqui, como um induterNETS) e o complexo CFP10:ESAT6
sdo capazes de inibir a trans-ativacdo do lipogeisrideo, que induz o fator NB;
regulando, assim, a producdo de oxidantes paraentacdes inferiores aquelas essenciais
durante o burst respiratério de fagdcitos, comprometendo a respattstas células
(GANGULY et al., 2008). Isto explica em parte, pacidade das micobactérias virulentas
(como exemplo, a cepa padrdao H37Rv) de sobrevivelemiro de fagdcitos (devido &db.
tuberculosisevitar a acidificacdo do fagossomo, com a expeesia proteina quinase G
[PknG], que posteriormente evita a fusdo dos fagones com os lisossomos), fato este néo
observado para a cepa avirulentaMlotuberculosis(H37Ra) que, devido a plasticidade de
seu genoma, com grandes transposi¢coes/insercoas nedtacdes pontuais (SNPs) em
sequencias de DNA essenciais para a formacdo deinae chaves, apresenta limitado
repertorio para o processo de colonizacédo do hespediruléncia e patogénicidade (RINDI
et al., 1999; LARI et al., 2001; ZHENG et al., 2008

Desde o sequenciamento completo do genomi.dauberculosis em 1998 (cepa
H37Rv (GenBank, acesso no. NC_000962) e em 2008 goompracao entre o genoma de
isolados clinicos CDC1551 [GenBank, acesso no. ARDB] e a cepa H37Rv), diversos
mecanismos de resisténcia, elucidamento de alvdéraecos em uso e, até mesmo, novos
alvos terapéuticos, tém sido propostos, inclusiveléaciando um diversificado padrao
genético entre os isolados clinicos e a cepa padga®v, refletindo nas caracteristicas dos
mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos,emqgas de alvos farmacolégicos,

patogénicidade e diversificados mecanismos deéraih deM. tuberculosis Demonstrando
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a marcante constituicdo d. tuberculosisa maior parte das moléculas testadas, exploram
suas propriedades hidrofobicas, devido ao grandeeral de enzimas relacionadas ao
metabolismo dos lipideos elwh. tuberculosisreveladas pelo sequenciamento de seu genoma
que evidenciou uma alta densidade génica relactenasi sinteses de mais de 250 enzimas da
biossintese de lipideos, comparadas com 50Eentoli destacando a importancia da
constituicdo lipidica d®. tuberculosiCOLE et al., 1998; FLEISCHMANN et al., 2002).

Embora oM. tuberculosis possa se comportar como um importante patdégeno
intracelular, nos ultimos anos, o papel da matttraeelular tem recebido notério destaque na
patogénese de algumas doencas pulmonares, inchesiVB, tendo sido evidenciado o papel
de EROS/ERNSs no espaco extracelular e, os posgiapés destes oxidantes neste ambiente
(BARGAGLI et al., 2009; ELKINGTON et al., 2011).

O macrdéfago constitui a principal célula de defiesate oM. tuberculosisdispondo
de uma variedade de resposta microbicidas, desii@s,eas que ocorrem de forma sequencial,
envolvendo a fagocitose, producdo de intermediaasivos de oxigénio e nitrogénio, a
maturacdo do fagossomo em fagolisossome., (com prévia acidificacdo do meio e,
posteriormente, morte das micobactérias nos faggdmnos, por acdo das enzimas
hidroliticas do lisossomo), a posterior producécciiecinas e a apresentacao de antigenos
(HESTIVIC et al., 2005). Em geral, uma respostarimmediada por células desenvolve-se
até 8 dias apos a infeccdo conMotuberculosis macréfagos, linfécitos T e outras células
imune ativadas formam granulomas circundando obkosidnfeciosos e impedindo sua
disseminacdo. Se a resposta adaptativa for doTipb, uma acéo efetiva ocorrerd para a
eliminacdo das micobactérias e os granulomas saofreura por fibrose e calcificagdo, neste
caso a doenca ndo progride. Quando o padrao destasgdaptativo Th-2 é superior ao Th-1
os granulomas sofrem necrose, os bacilos se disaeme o curso infeccioso progride
(AHMAD, 2011).

A efetividade e importancia da resposta de ox@Rde nitrogénio abl. tuberculosis
foi demonstrada no estudo de Singh et al. (2008).e&perimentos realizadas vitro, a
adicdo de substancias sintéticas (diferentes akrsvde Nitro-Imidazois biciclicos) refor¢ou
o desprendimento de diferentes ERN, incluindo <kDdo como desfecho a morte e
tuberculosisem condi¢cdes anaerbbicas. Adicionalmente, a atifim em um grupo controle
de agentes sequestradores de *NO protegeu ossbdeilmorte anaerdbica por doses letais
dos derivados nitro-imidazolicos. Assim, sugeraise possivel efeito sinérgico na atuacao
destes compostosn vivo com 0S mecanismos intrinsecos da resposta imuag in

intermediada por oxidantes contrdotuberculosis
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Em humanos, os neutréfilos tem uma meia vida dexapadamente 6,6 horas, o que
resulta em umturnover de aproximadamente *t@lls/kg/dia. Contudo, em processos
inflamatorios, a vida média de um neutrofilo podenantar em até varias vezes (STEPHAN
& FABRI, 2015). Recentemente foi demonstrado qwe&da util dos neutréfilos pode atingir
até dois (2) dias (LU et al., 2012). Quanto a fonghiferentes desfechos podem ocorrer na

resposta imune mediada por neutréfilbgy( 10).

Figura 10. Possiveis desfechos da acdo de neutasifrente a patdégenos

ROS production
£ degranulation

Phagocytosis &
killing of microbes Efferocytosis
B == Haost tissue
Aityead Fmakdés-lruq.titul
-~
[ S
— s | —» . |
N o
ROS5 production ~ 1
8 degranulation Pathogen escape = Release of
F'hag DCY‘DEES / upta ke & dissemination cytotoxic agents
of microbes Pathogen survival Neutrophil lysis
Ly PRAN
‘/ e \ Ensnared microbes
‘_h"{ L_ Y e Host tizsus
= "-(:I 8? : destruction
\ 4 a1
- —_— Q%
, 3 Release of

CytaTouic agents

Interaction with
microbes MET formation & METosis

LegendaA. A fagocitose &illing de microrganismos por neutréfilos reforcam a apepte posterior remocao
por macréfagos (Kb ). Este processo promove a resolucao do foco/stspifeccioso/ inflamatéria. B. fatores
de viruléncia do microrganismo pode causar lise miastrofilos, facilitando a disseminagdo do patégen
liberacdo de moléculas citotoxicas que geram danmual; C. NETs capturam e, em alguns casos, matam
patégenos, mas isto pode resultar no desprendindentitocinas que geram dano tecidual e/ou um sxten
dano inflamatério, neste caso, a formagdo de N®sterior NETose, quando do caso, pode levar dedwes
doenca.

Adaptado de Lu et al. (2012).
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Embora macréfagos sejam as células efetoras nasadafaunoldogica aoM.
tuberculosis,nos ultimos tempos foi claramente estabelecidanpoitanica da acdo de
neutréfilos nos primeiros momentos de infeccdo, lmemmo a grande participacdo destas
células na formacdo dos granulomas encontradosBnativa (MANTOVANI et al., 2011,
FRANCIS et al.; 2014). Braian et al. (2013) mostnarque a producdo de NETs por
neutrofilos frente a este microrganismo é determa@ara a ativacdo de macrofagbiy (
11). Neste mesmo trabalho, foi explicitado que a pedd de EROs por neutrofilos € um
evetno essencial para a fomacao de NETs. Assimstaadelo a importancia da interacéo entre
monaocitos/macrofagos e neutréfilos durante a irfeqgorM. tuberculosise, ocrostalkentre
estas células durante a resposta imune inata bgtaptom outros componentes do sistema
imune, inclusive, da resposta imune adaptativara@# micobactérias (BRAIAN et al., 2013;
FRANCIS et al., 2014). Aléem disso, tem sido dem@usi que neutréfilos que fagocitam
micobacterias, sofrendo ou ndo apoptose ou NEerskem a liberar diferentes fatores que
amplificam a resposta imune e também contribuetnamsicdo entre a resposta imune inata e
adquirida (ERUSLANOQV et al., 2005; POKKALI et a2009).
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Figura 11. Interagdo entre macréfagos e neutréfilodurante a formagdo de armadilhas extracelulares po
estes fagoécitos em resposta dycobacterium tuberculosis ou contra outras micobactérias.

M. uberculosis
M. caneatti

M. smagmatis
M. bovis

Legenda: Em resposta as micobactérias, os graprilnarios (azuréfilos) produzidos por neutréfilos e
as armadilhas extracelular de neutrdfilbgtrophils extracellular traps NETS, portando sinais como
a presenca de Hsp72dfinger signal, ndo mostrados na figura) sdo capazes de estinmgla
macréfagos para gerar armadilhas extracelular dadfayos/mondcitos (METs). Contudo, uma alta
MOI, o Interferon gama (INP gerados por células de defesa e o sistema ESXVL tlberculosisao
essenciais para ativar os macréfagos e em segeidatip que estas células fagam METS.

Fonte: Braian et al., (2013); Hahn et al. (2013yng & Jacobs Jr, (2013)

Assim, analisando em conjunto a resposta oxidatieafagécitos e o uso de
antioxidantes, levanta-se um ponto crucial, quenpeece ndo esclarecido: se o0 uso de

antioxidantes altera a resposta de neutrofiloddra. tuberculosis
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3. OBJETIVOS

O objetivo central deste estudo foi avaliar a agéoantioxidante Tempol sobre a
resposta microbicida de neutréfilos humanos canivigcobacterium tuberculosis
Especificamente, foi avaliado:
(i) A ativacao do sistema NOX2 de neutréfilos huosaxpostos abl. tuberculosis;
(ii) A capacidade microbicida de neutrofilos humsusobreM. tuberculosis;
(iii) A acdo do antioxidante Tempol sobre o sistéM@X2 de neutréfilos humanos expostos a

M. tuberculosi® seus possiveis efeitos sobre a capacidade ncici@lestas células.
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4. CASUISTICA E METODOLOGIA

4.1. Reagentes e solventes

Os reagentes e solventes, bem como todos os nmtetibzados neste estudo, foram
esterilizados em autoclave ou por filtracdo enrot Millipore (Millipore Corporation,
hydrophilic Durapor® PVDF, 0.22um, ® 47 mm), quando necessario. N-formil-metionil-
leucil-fenilalanina (fMLP, Sigma Life Science); Dipnyleneiodonium chloride (DPI, Sigma);
Superoxido dismutase (SOD, from bovine erythrogyteSigma-Aldrich);  3-
Aminophthalhydrazide (luminol 97 %, Sigma-Aldrichlpextran from Leuconostocspp
(Fluka-Sigma); Thapsigargir98 % HPLC, Sigma); 4-Aminophthalhydrazide (Isoluoiif7
%, Sigma-Aldrich); 3-(4,5-dimethylthiazolyl-2)-2diphenyltetra-zolium bromide (MTT
Ultrapure, USBCorp., Cleveland, OH); D-glucose (Vetec fina); @ytmomec (from equine
heart, Sigma-Aldrich); Horseradish peroxidase (Sigr&ster phorbol 12-myristate 13-acetate
(PMA, Sigma); Ficoll-Paque Plus (GE Healthcare);idMBoswell Park Memorial Institute
(RPMI-1640 without phenol red, Sigma); Bovine seralibumin (BSA, Sigma); Leishman’s
stain (Sigma); Triton-X-100 1 % (Invitrogen); 4-Hyay-2,2,6,6-tetramethylpiperidine 1-
oxyl (4-Hydroxy-Tempo ou Tempol 97 %, Sigma-Aldiicioi diluido em agua deionizada
(purificada através de um sistema Milli-Q). Meios dultivo microbiano: Agar/Caldo
(7H10/7H9) Middlebrook (HiMedia Laboratories); Suplemento de crescimeviiddiebrook
OADC (Albumina bovina fragdo V: 2,50 g Dextrosed g Catalase: 0,002 g Acido oléico:
0,025 g Cloreto de sodio: 0.425 g Agua destilada0® mL, HiMedia Laboratories). Os
solventes DMSO (Neon Comercial) e Alcool metiligxg¢do cientifica) utilizados nestes
experimentos foram de grau analiticoCHbH 11 foi preparada através da adicdo de NaOH (1
mM) a agua deionizada. Tampao fosfato-salino (PBS7,@gi NaCl (120 i), KH.PO, (1,7
mM), NaHPO; (8,3 mMl) e KCI (5 niM).
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4.2. Cultivo doMlycobacterium tuberculosis preparo do estimulo

As cepas davlycobacterium tuberculosisi37Ra (ATCC 35177) foram obtidas da
American Type Culture Collection (ATCC, Manassa&) ¥ cultivadas em meio Lowenstein
Jensen (MLJ) e mantidas em garrafas de culturdaceho Laboratorio de Microbiologia e
Imunologia Basicas da UNIFAL-MG, sob a supervis@oRiof. Dr. Jorge Kleber Chavasco.
Para obtencdo dos indculos utilizados na realizadddourst oxidativo e Killing, M.
tuberculosidoi cultivado por 21 dias a 37 °C em caMadlebrook7H9 (acrescido de Tween
80 [0,05 %], peptona [0,5 %], glicerol [0,5 %] esoplemento OADC [48 mL por litro de
meio]). A seguir, 10 mL deste cultivo foram centrifugadderga centrifuga relativa (unidade
x g) de 2200 por 8 minutos epelletressuspendido em PBS (pH 7,4). Por espectrofot@net
o inoculo foi padronizado em Unidade formadora de 66 (UFC) por mL
(ODgo=0,05=aproximadamente 5 X ®L.GFU/mL). Por GltimoM. tuberculosisoi inativado
pelo calor por 30 minutos a 80 °C apenas para slgdperimentos da avaliagao korst
oxidativo, sendo que para o ensaio Kiding, foi utilizado o M. tuberculosisviavel. A
opsonizacao foi realizada por incubacédo a 37 °@nderuma hora d. tuberculosiscom
soro humano homoélogo (20 %), sendo em seguidaifcgyattio a 700 x g por 10 minutos. O

pelletformado foi ressuspendido em PBS.

4.3. Obtencéo dos neutrofilos

Declaracéo de ética

Estudosex vivoforam realizados com neutréfilos humanos isoladi®sangue total
por gradiente de densidade, obtidos a partir dataxale sangue venoso. Este estudo foi
conduzido de acordo com a resolugdo CNS 466/12 @RA2012), e foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da UNIFAL-MG t@molo de aprovacdo: CAAE
17064713.0.0000.5142ANEXO A). Os voluntarios doadores do sangue venoso foram
convidados a participar e foram escolhidos entlesiduos saudaveis, do sexo masculino, na
faixa etaria de 20-38 anos, que ndo fizeram usantibiéticos e/ou anti-inflamatérios nos
altimos sete dias que antecederem as coletas daesdmem como voluntarios que relataram
a nao ocorréncia de prévia doenca infecciosa (pafraente poiM. tuberculosiy préxima a

data de coleta (Ultimos sete dias). As coletas atgue foram realizadas em condicdes
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apropriadas de assepsia, ap0s esclarecimentosrdpdsipos do trabalho e assinatura do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCAPENDICE A) pelos voluntérios.

Isolamento dos neutroéfilos

O isolamento dos neutrdfilos foi realizado conformetodologia descrita por Nauseef
(2007) com algumas alteracdes propostas por Magiial (2011). O sangue total coletado
em tubos com heparina (aproximadamente 40 mL) ifaidd 1:1 em PBS, em seguida,
transferido suavemente para tubos Falcon contermtdl e, posteriormente, centrifugados a
2000 x gpor 15 minutos. Assim, trés camadas foram obsesyagndo que apos a eliminagdo
da camada de plaquetas/plasma (ao topo), do anebdenucleares e do remanescente de
Ficoll, os neutrofilos presentes mellet foram ressuspendidos em PBS e tratados com
dextrana (4 %), com os tubos tendo sido mantideinados em banho de gelo para
sedimentacdo das hemacias por 45 min. A seguabesadante obtido, correspondendo aos
neutrofilos, foi coletado, completado com PBS aetrifeigados a 600 x gor 5 minutos. Apés
a centrifugacéo, o sobrenadante foi descartadpefiettratado com agua Milli-Q gelada para
lise das hemécias, apoés isto, NaCl 2,7 % foi adado aos neutréfilos para restabelecer a
isotonicidade, sendo que, de acordo com Itakurac& ity (2013), o KCI proveniente deste
tampdao é essencial para se atingir tal objetiveer@anescente celular foi completado com a
adicdo de NaCl 0,9 %, nova centrifugacao foi realiza 400 x g por 10 minutos eellet
obtido, que corresponde aos polimorfonuclearegnioressuspendidos em 2 mL de PBS
desprovido de glicose, CaGt MgChL e mantidos em temperatura adequada até a realiz¢ao
dos experimentos. Analise de viabilidade pelo netdd exclusdo confrypan bluefoi
performada, tendo sido considerado um valor deilidade igual ou maior a 92 % como
satisfatorio. Coloracao da lamina foi realizada,qgra, um grau de pureza dos neutroéfilos de
94 % dentre as células polimorfonucleares foi am®rsido. Por dltimo, contagem dos
neutréfilos em hemocitbmetro foi realizada, e anfjdade de células por mL foi ajustado
para 16/mL.

4.4. Mensuracéo da atividade do sistema NOX2 dosdfédos
Para avaliar a capacidade dos neutroéfilos, tratamosndo com o Tempol, de

produzirem oxidantes conth. tuberculosisneste trabalho, foram utilizadas as metodologias

de reducé&o do ferrocitocronog550 nm) inibida por SOD, para quantificar espeaifnente o
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O, extracelular liberado pelo sistema NOX2 e, o endaiquimioluminescéncia amplificada,
gue avalia os EROs/ERNSs total (intracelular e eeltdar) com o uso do Luminol e, EROs
extracelular, quando isoluminol é usado. Na avabtada producdo de oxidantes, para o
controle de inibicdo dturst oxidativo, os neutrofilos foram incubados por 1 rmom o
inibidor de NOX2, o DPI (30 M). Nos grupos tratados, os neutrofilos foram paéattos
também por 10 min com o Tempol (45Mu Como um estimulo para a ativacao ldgst
oxidativo foram utilizadogV. tuberculosis(em alguns experimentos inativado pelo calor)
opsonizados ou ndo com soro (a multiplicidade @lecg@io [MOI] variando de 1 a 100) ou
fMLP (40 pM) ou PMA (10 ™) ou Tapsigargina (4 M). Antes da realizacado dourst
oxidativo com o Tempol a uma concentracdo de 450na® condi¢cdes experimentais aqui
descritas, foi realizada uma triagem (dados nadradiss) para avaliar a concentracao efetiva
do Tempol que reduziu a absorbancia dos grupoadtyatem 50 % comparados ao grupo
controle (EGy), através do teste com o ferrocitocromgortanto, avaliando a influéncia do
Tempol especificamente sobre a diminuicdo doetracelular. A Egfoi obtida através de
regressao linear, com os tratamentos com Tempol grapos estimulados con.
tuberculosis(MOI 10) tendo sido feitos com concentracdes cargavam de 0,7 a 700 uM. A
ECso obtida, 450 uM foi utilizada em todos os experitnenexceto quando especificado de

outra forma.

Quantificacdo das EROs/ERNSs totais

Para o ensaio de quimioluminescéncia amplificadatudos Eppendorf de 1,5 mL,
neutréfilos (16 células/mL) foram incubados na presenca ou auséeiDPI (32 M) ou
Tempol (450 M) por 10 min. A seguir, foram adicionados glicosé (nvl), CaC} (1 mM),
MgCl, (1,5 mM), Luminol (50 M) ou Isoluminol (50 M, neste caso, com adicdo de
horseradish peroxidase [HRP, 8U/mL]). Na sequentoa, adicionado o estimuloM.
tuberculosigMOI de 10) ou fMLP (40 M). As leituras foram realizadas em um luminémetro
GloMax" 20/20 (Promega) durante 60 minutos e os resultaglpsrtados como unidade
relativa de luz (URL) geradas neste intervalo depe (DAHLGREN et al., 2007).

Quantificacdo de @- extracelular
No teste com o citocromg apés a adicdo dos neutréfilos {t@lulas/mL) em pocos
de uma microplaca de 96 pocos recobertos com BSA ¢ PBS), foi realizado um prévio
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tratamento das células por 10 min com o DPI (89, 50D (50 U/mL) ou com o Tempol
(450 pM). A seguir, glicose (10 M), CaC} (1 mM) e MgChk (1,5 nM) foram adicionados aos
pocos para propiciar ideal ativacao lolarstoxidativo. Apés isto, os pocgos foram acrescidos
de citocromoc (25 pM). Por ultimo, foram adicionados os estimulbk: tuberculosis(em
alguns casospsonizadas, MOI variando de 1 a 100) ou fMLP (¥),.ou PMA (100 M) ou
Tapsigargina (4 M). A microplaca foi entdo incubada a 37 °C por tiégas e as leituras
foram feitas a 550 nm em um espectrofotdmetro oo leitor de ELISA). Os resultados
foram expressos em nmols de @or 16 neutréfilos gerados neste periodo de tempo,
calculados como mostrado abaftd? obedecendo a estequiometria para a reducéo deolim m
de citocromaz por um mol de @ e usando o coeficiente molar de extingjalé 21.1 rM™
cm! (CHOVANIEC, 1978; DAHLGREN et al., 2007):

A ODSSO =OD550(amostra)' ODSSO(referéncia [SOD))
A ODgsoX 12,64 = nmols ¢7/10° neutréfilos/3 horas

4.5. Teste de capacidade microbicida dos neutsdfibmtraMl. tuberculosis

Para avaliar a capacidade microbicida de neutsdfdobreM. tuberculosis foi
realizado o ensaio delling, de acordo com o protocolo sugerido por Greeih €@07), com
algumas modificacdes. Resumidamente, as suspepadesnizadas dbl. tuberculosis(10’
UFC/mL) ndo opsonizadas foram incubadas com nélesdiumanos (10mL) a 37 °C, por
10, 30 e 90 minutos, acrescidos de glicose (M),n€aCh (1 mM) e MgCk (1,5 mM). Apds
cada um destes periodos de incubacédo, os grupbsndo os tratados ou ndo com Tempol
(450 M), foram tratados com PBS gelado (pH 7,4), pararpaatividade dos neutrofilos, e
submetidos a uma centrifugacéo diferencial (100dugante 8 minutos) e, ambospellet
(que contém as micobacterias intracelular) e oeswotante (que contém as micobacterias
extracelular)obtidos, foram diluidos em J pH 11 (para lisar os neutréfilos) e, apos
sucessivas diluicdes em,® pH 11 (16, 1F e 10), foram dispensados sobre o agar
Middlebrook 7H10. ApOs isto, as placas foram incubadas a 3@rmiCatmosfera de 5% de
CO,. DPI (32 M) foi utilizado para o controle de inibicdo dairst respiratorio. Apés o
periodo de incubagdo (21 dias), o crescimentoMiotuberculosisfoi mensurado pela

contagem de coldnias e os resultados expresso$€m U
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4.6. Determinagao de viabilidade celular e ensaitogicidade do Tempol

Paralelamente, os neutréfilos tratados com Tempsimesmos periodos de tempo de
incubacédo, para os experimentos supracitados, ferdmetidos ao ensaio de reducdo do
MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetzalium. Neste teste, 100 pL de
neutréfilos (16/mL) foram adicionados aos pocos e incubados owodnTempol (500 M),
apos os periodos de incubacéo, equivalente aososenpe sdo obedecidos pardurst
respiratorio, quantificacdo de NETs e ensai&lleng (ou seja, até 4 horas de incubacao), 10
uL de MTT foi adicionado e a placa novamente indabpor mais 4 horas, em seguida, as
células foram tratadas com 10 uL de DMSO para fidlab os cristais de Formazan. Por
altimo, a leitura foi realizada (Qfp), e a possivel reducao na absorbéancia do grutsdtra
com Tempol foi comparada ao controle contendo apereutrofilos. Triton-X-100 foi
utilizado como um controle positivo, sendo que abWidade dos neutréfilos tratados
previamente com este composto foi considerada ayQo.

4.7. Analises dos dados

Os experimentos foram realizados, no minimo, emplidatas independentes e as
médias dos testes comparadas aquelas dos conpare&nalise de Variancia (ANOVA)
seguida pelo teste de Tukey para comparacao nautfiplmédias. Os niveis de significancia
(o) adotados foram de 5% (diferenca entre as médiasnf considerados estatisticamente
significativos comp < 0,05). Para o calculo das taxas de fagocitigp € Killing (K) foi
utilizado a Planilha do Microsoft Office Excel 903 (disponivel em:
<http://www.otago.ac.nz>), que executa os calculpattindo-se da entrada dos dados

experimentais, neste trabalho, realizados emdafai(GREEN et al., 2007).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Burst oxidativo

Prévios trabalhos tém reportado a importancia kdost oxidativo de células
fagociticas em resposta a infec¢des micobacteripnasipalmente contril. tuberculosisna
TB ativa (REDDY et al., 2004). Neste mesmo cammiudos tém tentado estabelecer o
verdadeirdink entre ostatusredox do hospedeiro nas infec¢des dotuberculosie durante
a TB ativa. Entretanto, a controvérsia dos resaliatkstes estudos aponta que, tanto os danos
oriundos de um estresse oxidativo, quanto os prentes de uma exacerbada resposta
antioxidante, sdo de preocupante, portanto, o ibquildo statusredox seria desejado, o que
parece ser improvavel de ser atingido, devido sédtifatorial.

Os resultados dburst respiratorio conduzidos neste estudo, mostraramoglempol
a 450 M inibiu significativamente{ < 0,05) oburst respiratério nos grupos estimulados
com M. tuberculosis na concentracdo efetiva para reduzir 50 %bdest respiratorio,
previamente estabelecida (&€450 M). A quantidade em nmols de,Qoroduzido pelos
neutréfilos na presencga ou auséncia do Tempol,doeno os dados de unidade relativa de luz
(URL) séo apresentados abaikags. 12.e 13).

Na clinica, a diminuicdo dburst oxidativo e da fagocitose tem sido descrita em
variadas situacOes clinicas que predispoe pacianfestados a TB, com ou sem co-
morbidades (SHALEKOFF et al., 1998). Cabe aquialkmsque, a cepa dd. tuberculosis
aqui utilizada, a avirulenta (H37Ra), pode difearinducéo ddurstoxidativo com relacao a
outras cepas, como a cepa virulenta (H37Rv) owpascde diferentes isolados clinicos, pois
como demonstrado em um recente estudo, estas appesentam caracteristicas distintas,
como presenca de diferentes PAMPs/antigenos, gaela diferentes intensidades marst
oxidativo gerado por fagocitos em resposta a eREEENKEN & GARDNER, 1946;
ZHENG et al., 2008; ROMERO et al., 2014).
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Figura 12. Valores de nmols de @ /10° neutréfilos/3 horas produzidos por
neutrdéfilos nas diferentes condicées experimentais

Grupos estimulados com Mtb Tratados/TG +
35 4 Clontrotes
3 —
2 +

LS + Controles

1 -
05
0

nmols de O,
£108 neutréfilosi3 horas

- _
£ K d@\ c@\ SR S L e

x X N )

& W© \9@ O\S“ 0\5“ N & R
< xé\ x@ \*’ @'@ @\'5\\ OQ' Ao ,L_Q‘

Legenda: Mth:Mycobacterium tuberculosisTG: Tapsigargina (4 uM); N: Neutrdfilos; fMLP :-N
formil-metionil-leucil-fenilalanina (40 M); T: Tempol (45QuM); PMA: Ester phorbol 12-myristate 13-
acetate (100 M); Op: Mtb opsonizado; SOD:Superéxido dismutase (50 U/mL); DPI:
Diphenyleneiodonium chloride (32M), inibidor do burst oxidativo; Os valores de nmols, @L0°
neutréfilos/3 horas representam a média de uméctip de trés experimentos independentes 8),
as quais foram consideradas significativamenteatites (como comentados abaixo), quanao0,05,
de acordo com o teste de Tukey$ %).

Fonte: Autor
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Figura 13. Avaliacdo doburst oxidativo dos neutrofilos, reportados em unidadeelativa de luz
(URL) nas diferentes condi¢cfes experimentais.
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Legenda: Mth:Mycobacterium tuberculosidN: Neutréfilos; fMLP: N-formil-metionil-leucil-failalanina (40

uM);  T: Tempol (450uM); DPI: Diphenyleneiodonium chloride (32V), inibidor do burst oxidativo. Os
valores de URL, calculados durante o intervalo @enfhutos, representam a média de trés experimémto8),
e foram consideradas significativamente difereftgsquandop < 0,05, de acordo com o teste de Tukey5(
Zgﬁte: Autor

Na Fig. 12 pode ser observado que o Tempol inibiu signifreatente p < 0,05) o
burst oxidativo dos neutréfilos humanos conia tuberculosisa uma concentracdo de 450
MM. M. tuberculosis cepa H37Ra (“avirulenta”), a MOIs de 10, 20 e, l&fresentaram a
mesma capacidade que PMA, fMLP e tapsigargina (@& elicitar oburst oxidativo dos
neutréfilos (valores de L0 induzido porestes estimuloséo significativamente iguaispy >
0,05). A diferenca entre a capacidade de inducaduiet respiratério variando-se MOI,
avaliados por este método, mostrou que um incremmenMOIl de 10 para 20, promoveu um
pequeno incremento no estimulo, e pouca foi ed&edica quando ocorreu uma brusca
variagdo da MOI de 10 para 100. Isto pode ser eaghli, a0 menos em parte, por uma
possivel saturacdo do sistema de geracdo de ocasjant por uma indugdo de apoptose, uma
vez que MOIs muito altas ja foram reportadas coemmls um comum desencadeador deste
desfecho bioquimico (MATSUDA et al., 1999). Maicertemente, a inducdo de NETose
guando utilizadas altas MOI também foram relatg@#dMER et al., 2012). Segundo os
autores Jackson et al., (2004); Hosseinzadeh €2@l2), na inibicdo dburst oxidativo, a

ECso para o Tempol pode variar de 54 a 2000. [Corroborando com tal intervalo, neste
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estudo foi previamente estabelecida umasgEde 450 M para o Tempol (dados néo
mostrados) contri®l. tuberculosispelo teste com o citocronp e os dados aqui apresentados
(Fig. 12) evidenciaram que tal concentracdo foi ideal paduzir especificamente 0,0
extracelular em quase 50 %, e ela foi proxima déo5fara a reducdo de EROs extracelular,
avaliados pelo teste com o Isoluminbig. 13), mas de qualquer forma, significatiya <
0,05) comparada ao grupo néo tratado. Com uma wtacéo de 450 M, Tempol ndo
reduziu 50 % de EROs total (intracelular e extradeel incluindo HO, HOe, entre outros
oxidantes), avaliados com o Luminol, mas a reddgésignificativa comparada ao grupo
apenas estimulado cokh tuberculosidp < 0,05), e préxima ao valor de 50 %d. 13).

Os anions superoxidos {0 formados através do sistema NOX2 fagocitico
apresentam decomposicéo enzimatica (por SOD) neidate de aproximadamente 5 X 10
M? sec' em pH 7. Se por um lado & formacdo deste oxidantendamental durante a
resposta imune contra patégenos, atualmente, écbehecido o papel doOno cancer, na
génese de doencas inflamatdrias, cardiovascularesredegenerativas, apesar g0 &benas
nao ser capaz de danificar o DNA de forma direta (BN et al., 2009).

O N-formil-metionil-leucil-fenilalanina (fMLP), unfator quimiotatico presente em
certos microrganismos, elicita EROs ndo apenas@@onar a proteina quinase C (PKC), que
€ uma moléculaupstreama NADPH oxidase, mas também por alternativamenienar
MTOR, que é unupstreama maquinaria de autofagia, a qual também tem diédaonstrada
promover a citrulinacdo de histonas, portanto sexsia uma rota alternativa para a inducao
de NETs em neutrofilos (ITAKURA & McCARTY, 2013). @dte estudo, o fMLP foi
considerado um potente indutor lolarst oxidativo de neutréfilosHigs. 12.e 13), por ambos
0s métodos avaliados. Tapsigargina (TG) € uma &utist conhecida por causar um estresse
do reticulo endoplasmatico rugoso e induzir umaomaiontagem do sistema NOX2. Isto
ocorre através de um desequilibrio nas concensadée C&" intraluminal apés prévio
contato com TG, conduzindo a um acumulo de pragettesdobradas, induzindo maior
disponibilidade de componentes do complexo NOX2 RGA et al, 2010).
Interessantemente, pode ser observado neste egtaddém de uma consideravel inducéo do
burst oxidativo em neutroéfilosHig. 12), esta substancia também foi capaz de restaurar os
niveis de EROs em neutrofilos inibidos pelo Tempekando-se em conta as concentracdes
utiizadas de TG e Tempol e o efeito de TG em imdlmrst respiratério, muito
provavelmente, isto indica que se faz necessarimresa concentracdes de Tempol para

reduzir EROs quando em associacdo com TG, compaemogrupos néo tratados com TG.
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Além disso, TG aumentou laurst oxidativo dos neutréfilos contidl. tuberculosisem duas
diferentes MOls avaliadas.

A inativagcdo deM. tuberculosis realizada neste estudo, para a indugaduist
oxidativo, sinaliza para um ja conhecido mecanisue envolve o reconhecimento das
micobacterias por fagoécitos profissionais, inclwincheutréfilos, através de padrdes
moleculares associados ao patdgeno (PAMPs). Tahhecimento se deve em parte pela
expressao de receptores pelos neutrdfilos, contecimimo receptores de reconhecimento dos
padroes (PRRs) (ERNST, 1998). A diferenca encoatpaata dourst oxidativo avaliados por
diferentes metodologias, na resposta de neutr&diboldl. tuberculosisviavel e contra dM.
tuberculosisinativado pelo calor, embora minimas, pode ocogamesmo que exista uma
controvérsia a respeito da possibilidade de subfesfimar os reais valores dmurst
respiratorio em tais medidas, ao menos em patte pizde ser explicado pela producédo de
grandes quantidades de enzimas com atividade afdite peldM. tuberculosisvivo, isto é
corroborado por prévios estudos que mostram go itavitro quantoin vivo, 0 aumento na
expressdo de genes para AhpC, KatG e SOMenuberculosissdo fatores relacionados a
sobrevivéncia da micobactéria dentro dos fagof@OLE et al., 1998). Além disso, a
resposta pode ser também mais exacerbada, devidab#idade micobacteriana. Neste
contexto, tais células fagociticas, além de lang@ de outros mecanismos de defesa, tenta
explorar oburst oxidativepara a eliminacéo dd. tuberculosisvia producdo de EROS/ERNs
(DENIS, 1991), embora em infeccOes persistentebatesido observadas as expressoes
aumentadas de tais sistemas de detoxificac8loudst oxidativo e, em modelos de estresse
nitrosativo e oxidativo contrisl. tuberculosigHU & COATES, 2009). Adicionalmente, KatG
e AhpC também medeiam a resisténciaMletuberculosisa isoniazida, sendo assim um
mecanismaleiotropicoda defesa micobacteriana (DHANDAYUTHAPANI et al996).

Com relacdo ao complexo contexto statusredox do hospedeiro durante a infeccéo
por M. tuberculosisou a TB ativa, existem diferentes fatores a ssidenar para o equilibrio
de tal status tais como as caracteristicas de virulénciaMlotuberculosis(Ex. producéo
exagerada de SOD e Kat-G), fatores relacionadb®sigedeiro, diferentes fatores ambientais
(Ex. nutricdo, isto pode incluir uso ou ndo de som@ntacdo antioxidante), fatores genéticos
(ex. competéncia da resposta imune) e, em caso8 ddiva, regime terapéutico com 0 uso
de medicamentos altamente complexos quanto a pémnde um desequilibrio nstatus
redox do hospedeiro, ndo apenas a nivel local d@iecgdo pulmonar, mas também

generalizado, pelo metabolismo dos farmacos deplatas niveis de glutationa (GSH), em
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que uma marcante reducdo nos niveis de GSH é alsellDALCOLMO et al., 2007;
BUTOV et al., 2013). De acordo com Wiid et al. (83Q0Odurante a TB ativa, 0s niveis de
antioxidantes no paciente sao baixos (avaliadorskpo statustotal antioxidante, do inglés
total antioxidant statu§TAS), isto se deve ao regime terapéutico para teafl8, em que, o
metabolismo dos farmacos induzem um estresse osad&or outro lado, segundo Cole et al.
(1998), as altas concentragbes de KatG e SOD pdaituocalmente pelt. tuberculosis

agravam ainda mais este desbalanco.

Contudo, Morris et al. (2013) observaram que unmmdtacao lipossomal contendo
GSH (L-GSH), direcionada a neutrdfilos, pode incatar os niveis intracelulares de GSH e,
dessa forma, resultando na reducdo intracelulaER®s conduzindo a um aumento da
acidificacao dos fagossomos contenddVo tuberculosise inibicdo do crescimento das
micobactérias. Assim, um novo mecanismo adotadmeoiréfilos para controlar a infeccao

por M. tuberculosigem sido descrito.

Segundo a American Thoracic Society (ATS), o tratatm de escolha para
tuberculose (TB) na atualidade consiste em antohianos de primeira linha, a isoniazida
(INH), rifampicina (RMP) pirazinamida (PZA) e etautbl (BEM), sendo que esta associagao
de farmacos combina as ac¢des bactericidas, denm@veale resisténcias e de esterilizacao,
por um periodo de tempo suficientemente longo,od@d a evitar faléncias de tratamento e
recaidas. A escolha do esquema terapéutico baser@scompreensdo da biologia do
Mycobacterium tuberculosisno hospedeiro e nas atividades especificas dasatés,
considerando-se a prevaléncia e o padréo de sisbéatle da tuberculose na comunidade
em questdo. A segunda linha é utilizada na falét@iprimeira opcdo, sendo constituida por
farmacos como as fluorquinolonas e estreptomic@iz(, 2003).

Os farmacos constantes do regime terapéutico deepa linha contra a TB,
isoniazida, rifampicina e etambutol, sdo classicgmeonhecidos por produzir um estresse
oxidativo em pacientes sob o regime terapéuticématle reduzir o Zi (antioxidante)
plasmatico. Butov et al. (2013) conduziram um estcdm 74 pacientes com MDR-TB, 66
pacientes com TB ndo MDR e 30 voluntarios sem Téntfole), afim de se avaliar a
influéncia dos dois tipos de TB sobrstatusredox dos voluntarios. Segundo estes autores, 0
uso de suplementacdo antioxidante durante o reigipéutico da TB € aconselhavel. Além
disso, o tempo de tratamento da TB, que € long@ssociacdo com outros agentes
terapéuticos, principalmente, frutos do surgimed® cepas deM. tuberculosis multi-

resistentes, agravam ainda mais as mudancasahgredox, por aumentar a quantidade de
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farmacos que promovem os danos oxidativos (BUTOa.eR013). Os novos farmacos para
tratar TB multi-resistente que estdo sendo apravdé®. Sirturo [bedaquiline]), também
proporcionam sérios efeitos toxicos, incluindo@®danos oxidativos.

A importancia do equilibrio redox nas infec¢des Bbrtuberculosisou na TB ativa
tem sido reportada (YUNIASTUTI, 2012). Efeitos déteos sobre biomoléculas, como a
peroxidacao lipidica e oxidacdo proteica sdo eweqte podem ocorrer quando ocorre um
“estresse oxidativo”, comum em pacientes com TBORFE et al., 2004). Neste estudo,
Tempol foi capaz de reduzir lourst respiratério de neutréfilos humanos em um modelo
experimental ex vivg contra M. tuberculosis Este fato pode ser considerado uma
caracteristica desejavel em alguns casos, comdesgai® que a resposta exacerbaddao
tuberculosis é deletéria ao hospedeiro humano. Por outro lagmnp®dl, um potente
antioxidante, também poderia comprometer a resposiae aoM. tuberculosispredispondo
infectados a TB, ou agravando um estado de TB.ativa

A despeito da opsonizacdo das micobactérias eferemties formas de opsonizacao,
isto pode modular a intensidade 8arst consequentemente, na avaliacdo de NETs, a
quantidade destas estruturas formadas podem seaidas, pois, estudos tém mostrado que
opsonizacdo prévia aumenta a exposicdo de recsptGrR3, Fg), assim, a formacédo de
NETs pode sofrer umaip-regulation de forma direta por permitir maior ligacdo de
micobactérias ou por modular de forma indireta aatilo vias alternativas para a sua
formacdo. Por outro lado, microrganismos nao opsaitis também induzem lburst
oxidativo efetivamente, entretanto, por outras dassinalizacdo, como as relacionadas aos
PRRs dos fagécitos, tais como Tl-like receptors(TLRS), que reconhecem “diretamente”
0os PAMPs (PALMER et al., 2012).

Com relacdo as espécies altamente reativas donixjgievido a meia vida associada
e a capacidade de atravessar ou ndo membranagitesloalgumas destas espécies oxidantes
sdo de dificel deteccdo, de modo que os usos difisps sondas fazem-se necessarias
(HAMPTON et al, 1996). Até o momento, nenhuma técnica/métodosemmostrado capaz
de avaliar dourstoxidativo e estabelecer um satisfatorio e coesgdig entre este evento e a
paralela atividade antimicrobiana ou evento infle@ma associado, bem como ja era
conhecida a independéncia entre o evento inflamagda atividade microbicid&K({ling de
microrganismos) (DAHLGREN et al., 2007; AMORIM dt,a&014). Assim, embora neste
trabalho EROs/ERNSs total bem comg@ @enham sido aqui avaliados, é aqui reconhecido o
complexo processo que governa a acdo microbicasalosque EROS/ERNs sdo coadjuvantes

num contexto em que outros potentes agentes moddali tais como as enzimas com acao
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antimicrobiana, DNA, histonas e ETs sdo cruciaisam efetiva atividade antimicrobiana
(HALVERSON et al., 2015).

No contexto de um papel de dualidade desempenhalda pxidantes (PAIVA &
BOZZA, 2014), formado posteriormente a geracdo de f@lo sistema NOX-2, o radical
hidroxila (HO), uma espécie altamente reativa do oxigénio geatrdwés da ado da MPO, ou
pela reacdo de Fentorrig. 2), apresenta decomposicdo espontanea, em torndde 1
segundos, restringindo sua localizacdo as proxmheslaonde sdo formados os anions
superoéxidos/kH0,. O radical HOé altamente reativo e pode causar intenso daracéltar,
tendo grande potencial para oxidar lipidios, pratgie acidos nucleicos (HALLIWELL,
1999; BENZIE, 2000; BATTIN et al., 2009).

A diminuicdo de espécies altamente reativas doéoxign vivo pode representar um
evento marcante no curso da infeccdo pdlduberculosisou durante a TB. De acordo com
Catherine et al. (2013), é conhecido o papel dendéos que matam efetivamente
microrganismos atraves da geracao de espéciesealtameativas reativas do oxigénio, como
os radicais HOgerados pela via de Fentdfid. 2.), assim os autores demonstraram que, a
vitamina C, uma substancia conhecida por induzamgplificar a reacdo de Fenton, pode
efetivamente guiar um efetiilling de cepas sensiveis e resistentedMdauberculosisn
vivo. Como j& reconhecido pelos autores, o pleiotropigeste evento é marcante, uma vez
que como também aqui observado, a vitamina C, ercectracdes ideais pode ser um aliado
na diminuicdo do estresse oxidativo imposto pelapia anti-TB, a0 mesmo passo que ela
também pode diminuir a formacédo de armadilhas esiintares e, aumentando ainda mais
este complexo contexto, paradoxalmente, em gracdesentracOes, apresentar um efeito
pro-oxidante a nivel sisttmico (PODMORE et al., &9BREWER et al., 2013;
MOHAMMED et al., 2013). Além disso, desde qudlotuberculosidispoem de diferentes
mecanismos para colonizar fagocitos e sobrevivertroedeles sobre as mais variadas
condicbes de estresse, incluindo o estresse oxdd@EHRT & SCHNAPPINGER, 2009),
torna-se dificil mensurar a efetiva partipagdo @ROE/ERNs na resposta imune contra o
patogeno e, portanto, a possivel influencia do Tmpomo exemplos a proteina KefB,
presente na parede celular e tuberculosis moléculas com a propriedade de chaperonas
(Alpha-crystallin [Acr]), algumas isoformas de S@Dde KatG, tidis peroxidases, além de,
todos conhecidos fatores de virulénciaWigiuberculosisafetam a produgao de EROs/ERNs
in vivo, levando a uma diminuida producéo de oxidantedgmircitos e consequente menor
taxa deKilling das micobactérias (FORRELLAD et al., 2013).

Tempol é um potente antioxidante capaz de profagjdios de lipossomos do ataque
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oxidante da radiacédp (SAMUNI & BARENHOLZ, 2003). Este antioxidante teampla
capacidade de permear membranas celulares, por@a@ando sobre os oxidantes
intracelulares e extracelulares, interagindo ppialchente conilOH, ONOQO, NO', O™, H,0;

e também apresentando atividade sobre algumas @&nZagociticas. Assim, o Tempol tem
sido descrito na literatura como um antioxidantdtifmacional (Fig. 14.), atuando inclusive
sobre as espécies altamente reativas do oxigéessadforma, afetando statusintra e
extracelulares de diferentes oxidantes, ndo apeoasatuar como um stavenger de
EROs/ERNs, mas também pela atuacdo sobre enzinmdsrmediarios na geracdo destes
oxidantes [fig. 15). A maior atividade do tempol nas concentra¢cééizadaas neste estudo é
como um mimético da enzima SOD, isto explica osiltedos aqui demonstrado, em que
houve uma marcante diminuicdo na formacéao gop@lo Tempol a 45QM. Tempol também

é efetivo como um mimético da catalase previneragge de H@HO- proveniente do kD,

na presenca de metais de transicdo na reacao tmReig. 14) (WILCOX, 2010). Tempol
também atua sobre o H@ontudo, dado o pH do ambiente celular, estadgé® conta por
apenas 10 % de reducao deste oxidante pelo Te@pdl ¢t al., 1998; WILCOX, 2010).

Embora as espécies reativas do nitrogénio (ERNsjoritamente, tenham sido
descritas como os pricipais oxidantes respons@etésatividade microbicid&({lling) do M.
tuberculosis recentemente, tem sido reconhecido com um notladdaque a participacdo e
importancia das espécies reativas do oxigénio (ER@scdo antimicobacteriana (Hawn et
al., 2013), principalmente dos radicais hidroxiD¢) (CATHERINE et al., 2013).

Neste estudo, o intervalo de avaliacéo liost oxidativo, através do ensaio de
quimioluminescéncia amplificada, com o uso do Lwhipara avaliar EROsS/ERNSs totais,
intra e extracelulares, foi de 60 min. E aqui ré@mido que, a acio conjunta entre a ativagéo
do sistema NADPH oxidase para geral ©, a expressao/ativacao id#OS, que gera *NO,
que posteriormente interage com ¢ @ara formar ONOO(uma ERN com potente acao
antimicrobiana), requer um consideravel tempo ertapto, talvez uma quantidade
satisfatéria/efetiva de ERNs ndo seja produzidaimervalo de 60 min por neutrofilos

estimulados corM. tuberculosis
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Figura 14. Possiveis agBes do Tempol sobre as esg@creativas do oxigénio/nitrogénio
(EROs/ERNSs) geradas por fagocitos.
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Legenda: NAD(P)H nicotinamida adenina dinucleotideo redozidEROS/ERNs: espécies reativas do
oxigénio/nitrogénio; INOS: oxido nitrico sintetase induzida; MPO: mielapgdase; SOD: superdxido
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formadas as hROS.

Como mostrado na figura, Tempol pode apresentarvasizaa gama de atividade (multifuncional), atuasadlore

os oxidantes!OH, ONOO, NO, O,", H,O,, bem como sobre as enzim&0S e MPO, responsaveis pela
formagcéo de potentes oxidantes. Além disso, estiitlo pode aceitar o proveniente do metal reduzido (Be
na reacdo de Fenton, portanto, evitando a formdgeadO+/ HO por inibir esta rota. (SOULE et al., 2007).
Observacdo: Neste esquema de representacdo esigaerdpresento uma extremamente simplificadaovisa
geral, portanto, as reacfes quimicas/interacdesstdo balanceadas.

Fonte: Autor
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Figura 15. Representacdo esquematica dos possiveiglantes afetados pela acdo do Tempol.
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*NO: 6xido nitrico; HOe: radical hidroxila; #,: peroxido de hidrogénio. Pela acdo da MPO fagmxitsao
formadas as hROS. X: representa inibi¢cdo e/ou diigéio;

Como mostrado na figura, Tempol pode apresentarvasiaa gama de atividade (multifuncional), atuasadlore

os oxidantes!OH, ONOO, NO, O,", H,O,, bem como sobre as enzim&0S e MPO, responsaveis pela
formagcéo de potentes oxidantes. Além disso, estiitlo pode aceitar o proveniente do metal reduzido (Be
na reacdo de Fenton, portanto, evitando a formdgeadO+/ HO por inibir esta rota. (SOULE et al., 2007).
Assim, a quantidade intra e extracelulares de alites oxidantes sdo afetadas pelo Tempol, primgae
devido ao fato que as rea¢cbes sequénciais quesatarpartir de um dado oxidante sdo afetadas.
Observacdo: Neste esquema de representacdo esigaerdpresento uma extremamente simplificadaovisa
geral, portanto, as reacfes quimicas/interacdesstao balanceadas.

Fonte: Autor
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Ensaio deKilling

Os resultados dos ensaiosKiding sdo mostrados na integra ridgs. 16. e 17. Na
Fig. 16, é demonstrado quil. tuberculosisndo sofreu interferéncia do Tempol (também
observado em detalhes Rig. 18., A), com relagdo ao seu crescimento quando culticado
este composto. O numero de unidade formadora édeies| UFC, demonstrados Ray. 16,
para o crescimento de apemdstuberculosisfoi considerado o controle para a comparacao
da avaliacdo da agdo microbicida dos neutréfilostraoM. tuberculosise, nas mesmas
condicdes, mas tratados com Tempol. Os resultaalbgyd17 mostram que em 5 minutos, 0s
neutroéfilos significativamente reduziram a cargailba (p < 0,05), comparadas a UFC
evidenciada na&ig. 16. Segundo Green et al. (2007), a centrifugacao edifgal realizada
neste ensaio, permite acompanhar ao longo do tempa@riacdo nas cargas bacilar
extracelular (sobrenadante) e intracelulgelle). Apds 30 minutos de incubacdo, a carga
bacilar do pellet que representa as micobactérias intracelulaeirimente aumenta,
contrariando o preceito da reducdo, que normalmestatece com as micobactérias
encontradas no sobrenadante (referente as micabactéxtracelular, que estdo sendo
fagocitadas). Isto se deve ao fato de que nesterald de tempo, muitas micobactérias foram
fagocitadas (ou seja, adentraram ao espaco intfagglmas ainda ndo mortas. Por outro
lado, no intervalo de transicdo entre 30 e 90 rmsutima marcante reducdo bacilar &
observada nqellet (Fig. 17 e Fig. 18., B), ou seja, dosM. tuberculosislocalizados

intracelular.
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Figura 16. Nimero de unidade formadora de colénia@JFC) de Mycobacterium tuberculosis, na
presenca ou auséncia do Tempol (450M), apos 90 min. de incubacgéo.
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Fonte: Autor
Figura 17. Avaliagdo da capacidade microbicida doseutrofilos contra Mycobacterium
tuberculosis nos tempos de 10, 30 e 90 min. de incubacéo, tratedou ndo com Tempol.
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Legenda Mtb: Mycobacterium tuberculosis N: Neutrofilos; T: Tempol (450uM); DPI:
Diphenyleneiodonium chloride (32M); s: sobrenadante, equivalente as micobactériaacekular; p:
pellet equivalente as micobactérias intracelular.

Fonte: Autor
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Fagocitose, taxa d€illing, intensidade de estimulo Barstoxidativo e quantidade de
NETs lancadas para o espaco extracelular, esteaesganismos que tém sido propostos como
dependentes da MOI (LEIJH et al., 1970; HAMMERakt 1981; MATSUDA et al., 1999;
YOUNG et al.,, 2011). Entretanto, segundo Li et(2002), em ensaios deilling, para a
razao de bactérias efetivamente mortas por nelasdfiu mondcitos, o que é considerado
“critico” € a quantidade de células inicialmenteluidas no sistema, que deve ser superior a
3-4 X 1@ células/mL, sendo tal atividade pouco influencipeta razdo de microrganismos
por célula estudada, ou seja, independe da MOlteNetudo, a MOI utilizada foi de 10,
como sendo a quantidade idealmente reportada penGet al. (2007), mas o namero de
neutréfilos iniciais foram de £6nL. Interessantemente, o nimero minimo de cékragdas
neste ensaio (3-4 X 1@élulas/mL), é préxima ao niimero minimo5( X 1F/mL) necessario
para predispor humanos as doencas infecciosagibaetee fungicas (LI et al., 2002).

Os autores Schlesinger, (1993); Cywes et al. (1989)asco-Velazquez et al. (2003)
relataram qué. tuberculosigndo opsonizados com G3bm a mesma capacidade de ligacao
ao receptor CR3. Neste caso, CR3 também serve oonfeRP de fagdcitos, desta forma ele
reconhece uma especifica capsula polissacaridesemie enM. tuberculosis que é um
PAMP, e permite a ligacdo desta em outro sitio, i@ aquele da ligacdo com G3kendo o
M. tuberculosisportanto, 0 mesmo grau de fagocitose que as nitétis opsonizadas. Tal
suposicdo de queM. tuberculosisndo opsonizados poderia ligar-se com eficacia aos
receptores dos fagocitos, surgiu do fato de quepooentes do complemento poderiam ser
limitados no espaco alveolar dos pulmdes nos estagjicias da infecgédo, devido a formagéo
e 0 tempo requerido para sair do plasma e alcaaf®rorgdos, mas mesmo assim em
infeccdes pomM. tuberculosis nos estagios iniciais, observava-se uma efetgpasta de
fagocitos, independente da ativacdo do complementaa resposta imune humoral (por
exemplo, com a formag&o de IgG) (STOKES et al. 318FLASCO-VELAZQUEZ et al.,
2003). No ensaio d«illing avaliado em nosso estudo, as micobactérias naamfor
opsonizadas, e os tempos de leitura foram adapfzales10, 30 e 90 minutos, tendo sido
observados relevantes resultados corroborando raigg@ de que ndo ha necessidade de

prévia opsonizacao para uma eficiente fagocitodd.daberculosis
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Figura 18. Avaliacdo da capacidade microbicida dosneutrofilos contra Mycobacterium
tuberculosis em agarMiddlebrook 7H10.
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Legenda A. A figura A. mostra que na incubacdo de apavigsobacterium tuberculosis Tempol, ndo houve
interferéncia significativap(> 0,05) do Tempol (450M) sobre o crescimento das micobactérias (vide seta,
gue no quadrante referente a maxima diluicdo, doateom Tempol, ndo houve interferéncia no crescimen
micobacteriano)B. Neutréfilos ndo tratados com Tempol (49d) foram eficientes em mataf. tuberculosis
no meio intracelular (analise gellef), como indicado pela seta, que mostra que, namaagiluicéo realizada,
ndo houve crescimento micobacteriano e, na dilugg#@erior, poucas UFC foram observadasQ tratamento
com Tempol (45@M) inibiu a atividade microbicida dos neutréfilosnt@ osM. tuberculosigntracelular (vide
seta), tendo sido observado um grande nimero dendFadrante da maxima diluicdo realizada.

Fonte: Autor

Como observado ndsgs. 17.e18., C, Tempol inibiu significativamentg (< 0,05) a
acao microbicida dos neutrdfilos frerté tuberculosisintracellular pelle)), evidenciados
pelo aumento no niumero de UFC. Com relacao a umsid acdo microbicida do Tempol
no espago extracelular sobre as micobacterias,hnéwve significativa interferéncia deste
composto sobre tal acao.

A Fig. 19 resume 0 que aconteceu com as micobacteriasetitiar e extracellular
ao longo dos periodos de tempo avaliados paracamaiggiobicida dos neutréfilos sobre elas,
bem como a acdo do Tempol sobre esta acdo miatab{®@0 min.), consequentemente

influenciando o nimero de UFC.
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Figura 19. Comparacédo da atividade microbicida doseutréfilos humanos contraMycobacterium
tuberculosis (Mtb) nos diferentes tempos avaliados, na presenga auséncia do Tempol.
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Segundo o gréafico, o numero de unidades formadima®lonias (UFCs ocolony-forming unit CFU)

das micobactérias extracelulares diminuem ao lafiggtempo de icubagédo com os neutréfilos (de 10 a
90 min). Nos primeiros 30 min de analise, paradorate, as UFCs de micobactérias intracelulares
(linha azul) aumentam, isto porque elas estdo séamglucitadas de modo eficiente pelos neutréfilos,
mas ndo mortas. A partir de 30 minKidling intracelular davl. tuberculosisaumenta, assim as UFCs
de micobacterias diminui (linha azul). Ap6s 90 ndim incubacdo das micobacterias com neutréfilos
tratados com Tempol (450M), a capacidade microbicida dos fagdcitos diminisito, evidenciado pelo
aumento do nimero de UFCs Mk tuberculosis(quadrado), ao passo que, tal tratamento, ndo teve
influéncia sobre o nimero das micobacterias extres (triangulo).

Fonte: Autor

A Fig. 20.mostra que o Tempol, assim como o inibidor do siatdlOX2, o DPI, um
conhecido bloqueador do complexo NADPH oxidase (SL&t al., 1988), interferiram nas
taxas deKilling, sem, no entanto, alterar a fagocitose. Esta @gube do tempol em atuar na
sinalizacdo intracelular paraKilling de M. tuberculosisé marcante, de modo que na ha
interferéncia na fagocitose da micobactéria. Cobsensado por Francischetti et al. (2014), o
efeito intracelular do Tempol € destacado, commaeadm possivel efeito deste composto no
espaco extracelular. Estudos tem demonstrado arémeta do complexo NADPH oxidase
na geracao de oxidantes e, consequente, habilimémebicida de fagdcitos (OLIVEIRA-
JUNIOR et al.,, 2011). Embora esta resposta esfzosts total microbicida contra M.
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tuberculosisseja contrevérsia e complexa, o radical HOe pasecaum consideravel agente
antimicobacteriano (CATHERINE et al. 2013), nadoéngsa de tempo habil (tempo maior que

90 min) para a inducéo dROS e consequente formacdo de ERNs coniatoberculosis

Figura 20. Taxas de fagocitoseK(,) e Killing (Ky) dos neutrofilos frente aoMycobacterium
tuberculosis nos grupos nao tratados, tratados com Tempol ou coDPI.
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Legenda Como observado, K, néo foi alterado pelo Tempol, ou pelo Diphenyledenium chloride
(DPI) (p > 0,05), por outro lado, k& foi significativamentép < 0,05) diminuido na presenca de Tempol

(450 u\/l) ou DPI (32 M).
Fonte: Autor

A fagocitose de microrganismos opsonizados com pg& neutrofilos tem sido
descrita como ocorrendo em um tempo de até 30 ménim. Mas o tempo de maturacéo dos
fagossomos e, as efetivas respostas microbicidgas)gmecem incertas e variam de acordo
com o tipo de fagocito, variacbes individuais engipalmente depende do estimulo
empregado (NORDENFELT & TAPPER, 2011).

E aqui ressaltado que, esses resultados, ndo dmreinterpretados e/ou extrapolados
para dadosn vivo, com relacdo a um possivel efeito de acdo inikitda resposta de
fagocitos frente adM. tuberculosis uma vez que estudos mais avancados devem ser
realizados. Como revisado por Wilcox, (2010), o pehmé&o enfraquecm vivo a resposta
microbicida contrdseudomonas aerugingsam um modelo experimental de sepse induzida
por este microrganismo, sugerindo que este compgialtera a capacidade do organismo
em responder a esta condi¢éo clinica.

Exemplificando outro efeito pro-hospedeiro do Temgorante a resposta imune
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contra patdgenos, como a patogénicidade da malavislve a geracdo de HO</H8eguindo

o despreendimento de ferro (Fe) dentro das hemégfagos do Tempol sobre os radicais
HO</HO e sobre o Fé sdo demonstrados rfdg. 2), o Tempol inibe o crescimento do
parasita (avaliado paraRlasmodium berghgie protege as hemacias dos danos oxidativos
(WILCOX, 2010). Ampliando este conceito, recentetaefrrancischetti et al. (2014)
demonstraram que o Tempol pode proteger o hospedies danos gerados durante a malaria
cerebral, induzida pel®lasmodium bergheidevido ao efeito antioxidante desempenhado
pelo Tempol.

Por outro lado, dois efeitos do tempol que podeomprer e/ou incrementar o fardo
da doenca infecciosa sdo destacados (ou sejasefeid-patdgenos/doencgas infecciosas). Em
um estudan vivo, Tempol administrado oralmente por meses a cammguduinfectados por
Leishmania amazonensifoi capaz de favorecer o incremento da carga parasi
prncipalmente por inibir a expressaoil®S e, consequentemente, de peroxinitrito (ONOO
mecanismo também descrito Rey. 2.), um importante oxidante com agdo drgishmania
(WILCOX, 2010). Em outro estudo, foi demonstradoe g Tempol pode aumentar a
susceptibilidade do hospedeiro contra espécie€atapylobacter devido a alteracdo das
concentragcdes locais do,Oque é letal para microrganismos anaerébios (eevesn
WILCOX, 2010). Como ¢é de conhecimento, espéciegé@wroCampylobactemnéo toleram
ambientes com contetdos de &ima de 15 %, mas na presenca de Tempol, elaspod
tolerar altas concentracdes dgadicionadas ao meidssim, Wilcox, (2010) concluiu que o
Tempol deve aumentar a patogenicidade de bactareserobias e dd.eishmania
amazonensis por outro lado aumentar a resposta microbicid&ra®. berghei

Além disso, segundo Cuzzocrea et al. (2004), Terdpoh forte regulador de NéB
de fagodcitos durante processos inflamatorios agudodanto, ndo apenas atenuando a
inflamacdo mediada por este multifuncional fatotrd@scricdo, mas também, diminuindo a
resposta imune em que este pleiotrépico compleateijoo toma parte. Também no que se
refere & resposta via NéB, esta proteina acumula-se no nucleo de neutsoéitimulados
com PMA ou TNFa, participando de forma efetiva na formacédo de NEIROIBER et al.,
2015).

E notério e destacado aqui o pleitropismo do Tdnigpansiderado um antioxidante
funcional) e, a complexidades destes diversificaefegos sobre a resposta do hospedeiro as
infeccdes, ndo apenas por atuar diretamente solist@na imune, mas também sobre o
balanco redox dos microrganismos e outros proceSgd8gicos essenciais a uma plena

resposta a patégenos (0 que é preponderante rstespparasitas, por exemplo). Devido as
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peculiares caracteristicas b tuberculosiscomo o sewcomportamento como um parasita
intracelular facultativo, constituicdo celular cato conteudo lipidico da parede celular,
porém, com boa permeabilidade para compostos cofeonpol e outros fatores particulares
a esta micobactéria, a predigaovivo de possiveis efeitos do Tempol sobre o sistemaemu
e, sobre a micobacteria, bem como o desfecho ekpa@bre o balanco redox, torna-se
dificil.

Adicionalmente aos mecanismos de detoxificacao baicieriano, como ja discutido
aqui, ou de geracédo de oxidantes e, aos mecanreguaatorios do hospedeiro (via glutationa
ou outros mecanismos), destaca-se a possivel mcfluée fatores de transcricdo para a
ativacdo de sistemas de detoxificagdo de oxidang#su pro-oxidantes do
hospedeiro/micobacteria, uma vez ddetuberculosiscoloniza hospedeiros sem TB e a TB
pode tornar-se uma doenca cronica, portando pesmloi tempo para inducdo de fatres de
transcricdo e posterior ativagdo génica e traddgiproteinas de interesse. E também aqui
destacada, a importante resposta microbicida dicitag contraMl. tuberculosisatravés da
geracao d&RNSs.

De acordo com MacMicking et al. (1997), camundondo®mmozigotos para
disrupcionados alelos de NOS2 (NOSZ2[-/-]) infeceadom M. tuberculosistendem a ser
mais suscptiveis ao desfecho TB, devido a falhagenar peroxinitrito (ONOO) e outras
ERNs, bem como de enzimas com acao anti-micobacsteque contribuem para um efetivo
Killing de M. tuberculosis Como aqui avaliado, o Tempol ndo apresentou catile
antimicobacteriana, durante os 90 minutos de egfosientretanto, como este composto
apresenta atividade sobre @, @ as micobacterias crescem melhor em meios cten al
concentracdo de fdai elas buscarem regides pulmonares onde a presséial de @ é
maior), talvez o Tempol possa apresentar um aditiefeito sobre o crescimento da.
tuberculosis in vivoAssim, além de o Tempol ter tido efeito sobresposta microbicida dos
neutréfilos contra dM. tuberculosisem 90 minutos (tempo suficiente para a fagoci®se
Killing intracelular desta micobacteria, NORDENFELT & TAHE 2011), um longo prazo
de interacdo deste composto cokh tuberculosis poderia diminuir o crescimento
micobacteriano.

In vivo, a localizagdo dos bacilos que podem ser extidacelatracelular, em lesdes
caseosas ou ha circulacao sistémica, dificultasadpor farmacos idéias, com caracteristicas
fisicas-quimicas que possam atuar nestes divaddfiec meios, cujas caracteristicas
bioquimicas e fisico-quimicas s&o diversificadakma da propria constituicdo das

micobacterias (KONEMAN, 2008). Assim, um fator exfpara a atuacdo do Tempol nos
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nichos onde os fagocitos combatem as micobatesimbdm é um importante fator a ser
considerado, além dissio, vivo deve ser considerado o efeito sistémico do Tempe)] seria
de grande utilidade, uma vez que como ja discudmgla, pode reverter statusdos danos
oxidativos sistémicos gerados pelas micobatergs, dbmo da terapia anti-TB.

Embora o assunto gere uma grande controvérsiapéma necessidade de oxidantes
para unKilling eficiente deM. tunerculosigor fagécitos. Em um estudo conduzido por Ding
et al. (1988), fagocitos deficientes para uma f@doaplena do complexo NADPH oxidase
(gp9P"°*") e consequentemente, para a formacdo de EROsndearam menor capacidade
de Killing de M. tuberculosis assim como fagécitos deficientes para a expredeaNOS
(iNOS") e consequente formacéo de ERNs. Assim sendojnergismo entre a ativacdo do
complexo NADPH oxidase e a ativacaoitl®S para um efetiv&illing de M. tuberculosis
foi proposto. O tempo de incubacdo aqui pratica&fbrqin.), inviabiliza a efetiva acdo de
INOS e geracao de ERNs, embora permita um efkiiivay por EROs.

Como forma de defesa d. tuberculosisde acordo com Yuniastuti (2012), diferentes
sistemas de detoxificacdo de EROsS/ERNs produziddagdcitos tém sido descritos, como o
envolvendo KatGife., protegeM. tuberculosisdo Killing por HO,), AhpC (.e., protege de
ONOQO), Lipoarabinomanana.¢., protege de EROs em geral), SodA e Sad€, Converte o
O,” gerado pelo sistema NADPH oxidase dos fagécitos @nme HO,, dessa forma,
previnindo a formacdo de altos niveis dgOklpor outras vias ao diminuir o precusos O
Fig. 2), proteinas tipo hemoglobinasagmoglobin-like proteingodificadas pelos gengtbN
e glbO, fazem detoxificacdo de ERNS), tioredoxinias. (proteinas de 8-14 kDa que ajudam a
manter outras proteinas dbl. tuberculosis no estado reduzido) e micotiol.g(, as
micobactérias sdo desprovidas de GSH e, como #ubsti elas produzem os micotidis
[MSH], que sdo pseudo-dissacarideos que contémrupo duncional cisteina, ao lado da
propria caracteristica como uma redutura, MSH a&pitas outas funcdes para manter a
homeostase redox intracelular &mtuberculosispromovendo a defesa contra EROS).

Como aqui ja observado, quanto a geracado de pas&R&Ns no intervalo de 60 min
avaliados para burstoxidativo, para a inducao dwrstoxidativo de neutréfilos estimulados
com M. tuberculosisno intervalo de 90 min, avaliado no ensaio Kiling, talvez uma
guantidade satisfatoria/efetiva de ERNs ndo sejarduzidas neste periodo de tempo, sendo
assim, pode ser minima a influéncia de ERNs na agémbicida contra oM. tuberculosis
avaliada em até 90 min de incubacé&o entre neutsddiM. tuberculosis

As catelicidinasi( e., LL 37, hCAP 18, CAMP) sao uma familia de peptidomsn

atividade antimicrobiana, encontradas nos lisossoa® macréfagos e neutréfilos, com
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notéria acdo sobrkl. tuberculosigHAWN et al., 2013). Ainda, corroborando a hipotelse
uma efetiva acdo antimicobacteriana por fagocitugpendente de EROsS/ERNS, Flesch &
Kaufman (1988) demonstraram que, macréfagos atsrado INFy, matam efetivaments.
tuberculosisde uma forma independentes dos oxidantes.

Os macrofagosn vivo, tem sua agdo antimicobacteriana reforcada ponaléatores,
tais como citocinas, INF(laumenta a fagocitose das micobactérias),al (d#menta dilling
das micobactérias) ou adicionais, tais como otcalce vitamina D (reforca a fagocitose das
micobacatérias), desta forma, efetivamente elindoaas micobactérias. Os neutroéfilas,
vitro, parecem também poder fagocitar e madthartuberculosis porém, através de um
mecanismo mais simples, com menor exigéncia de®gadjuvantes e, esta resposta, tem
sido observada por ser menos eficiente que aqeedad pelos macréfagos, neste contexto, a
efetividade quanto a importancia ddlling das micobacterias por neutréfilos tem sido
guestionada, indicando que a prevaléncia da respiesineutréfilos contré. tuberculosis
parece contribuir com os fendmenos inflamatériogpdtlogia TB e/ou a transicdo entre
resposta inata e adquiridae(, produzindo criticas citocinas), preferivel a defedo
hospedeiro (DENIS, 1991; ERUSLANOQV et al., 2005)¢rA disso, é destacada a grande
mobilidade de neutréfilos, que permite uma rapidmrdagem frente aos processos
infecciosos, como também observado na TB, em querépida migracdo até os pulmdes sdo
observadas (ERUSLANOV et al., 2005).

A Figura 21. resume 0s possiveis mecanismos sinalizados porsfERDs, bem
como os possiveis oxidantes alvos (de forma daetaderatamente) do Tempol. Nay. 22,
em uma sequéncia ¢ig. 21, é demonstrado o efeito do Tempol sobre os oxédamafetando
seusstatus(por ser uma simples representacdo esquematicanag@ quantitativa ndo é
apresentada), sendo, a seguir, complementadajgeld3, que mostra as consequéncias das
alteracbes provocadas pelo Tempol siatus dos oxidantes intra e/ou extracelulares,
repercutindo em importantes efeitos bioldégicos. G@axemplos, o & pode ativar enzimas
com agao antimicobacteraiana, bem como,0.Hum conhecido modulador da ativagéo). O
'0,, 0", H,0, e HOCI podem auxiliar na formacédo de ETs. E, alguiidantes, podem ter

acao antimicrobiana direta, como o HOe contM.duberculosis
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Figura 21. Representacdo esquematica dos possiveiecanismos sinalizadores desempenhados
por espécies reativas do oxigénio/nitrogénio (ERA&ERNS) durante a resposta microbicida e os

possiveis alvos do Tempol.
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Legenda: NAD(P)H nicotinamida adenina dinucleotideo redozidEROS/ERNs: espécies reativas do
oxigénio/nitrogénio; INOS: oxido nitrico sintetase induzida; MPO: mielapgdase; SOD: superéxido
dismutase; hROS: espécies altamente reativas dgérmigi highly reactive oxygen specjesO,”: anion
superéxido; ONOQO peroxinitrito; HOCI: &cido hipocloroso; OClanion hipoclorito;'O,: oxigénio singlete;
*NO: 6xido nitrico; HOe: radical hidroxila; iD,: peréxido de hidrogénio. Pela acdo da MPO fagmitsdo
formadas as hROS; Armadilhas extracelulares: NEFmadilhas extracelular de neutréfilosleQutrophils
extracellular trap$, METs: armadilhas extracelular de macréfagos/maoé (Macrophages extracellular
traps); MCETs: armadilhas extracelular da mastécitbdadt cells extracellular traps EETs: armadilhas
extracelular de eosindfilo&@sinophils extracellular traps

Como mostrado na figura, os oxidantes apresentampapel diversificado na sinalizagdo celular para
importantes eventos. Neste contexto, Tempol podedmprometer tais mecanismos, através da acao
antioxidante ou inibindo as enzim@$0OS e MPO, responsaveis pela formacédo de poteridantes, portanto
reduzindo a resposta microbicida. Além disso, cahgons oxidantes tomam parte na formacdo de NE&s e
ativacdo de enzimas com acao antimicrobiana, Teppdé apresentar um efeito ainda mais notavel smbre
resposta de fagdcitos a patégenos.

Observacdo: Neste esquema de representacdo esgaerdapresento uma extremamente simplificadaovisa
geral, portanto, as reacdes quimicas/interacdesstdo balanceadas.

Fonte: Autor
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Figura 22. Representacdo esquematica das espécieativas do oxigénio/nitrogénio (EROs/ERNS)
afetadas pelo Tempol durante a sinalizacdo desempg®da por estes oxidantes durante a resposta
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Legenda: NAD(P)H nicotinamida adenina dinucleotideo redoziEROS/ERNs: espécies reativas do
oxigénio/nitrogénio; INOS: oxido nitrico sintetase induzida; MPO: mielapgdase; SOD: superédxido
dismutase; hROS: espécies altamente reativas dgérmigri fighly reactive oxygen specjesO,”: anion
superéxido; ONOQO peroxinitrito; HOCI: &cido hipocloroso; OClanion hipoclorito;'O,: oxigénio singlete;
*NO: 6xido nitrico; HOe: radical hidroxila; iD,: peréxido de hidrogénio. Pela acdo da MPO fagmitsdo
formadas as hROS; X: representa inibicdo e/ou diipéio; Armadilhas extracelulares: NETs: armadilhas
extracelular de neutréfilos Neutrophils extracellular trags METs: armadilhas extracelular de
macréfagos/mondcitoMacrophages extracellular trapsMCETs: armadilhas extracelular da mastécitdagt
cells extracellular traps EETs: armadilhas extracelular de eosindfileeginophils extracellular traps
Como mostrado na figura, os oxidantes apresentampapel diversificado na sinalizagdo celular para
importantes eventos. Neste contexto, Tempol podedmprometer tais mecanismos, através da acao
antioxidante ou inibindo as enzim@$OS e MPO, responsaveis pela formacédo de poteridantes, portanto
reduzindo a resposta microbicida. Além disso, caiguns oxidantes tomam parte na formacéo de ETs e n
ativacdo de enzimas com acao antimicrobiana, Teppdé apresentar um efeito ainda mais notavel smbre
resposta de fagdcitos a patégenos.
Observacdo: Neste esquema de representacdo esgaerdapresento uma extremamente simplificadaovisa
geral, portanto, as reacdes quimicas/interacdesstdo balanceadas.
Fonte: Autor
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Figura 23. Possiveis mecanismos sinalizadores afdda pela acdo do Tempol sobre as espécies
reativas do oxigénio/nitrogénio (EROs/ERNs) em fagios durante a resposta microbicida ou em
outras situacdes patolégicas.
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Legenda: NAD(P)H nicotinamida adenina dinucleotideo redoziEROS/ERNs: espécies reativas do
oxigénio/nitrogénio; INOS: oxido nitrico sintetase induzida; MPO: mielapgdase; SOD: superdxido
dismutase; hROS: espécies altamente reativas dgérmiri highly reactive oxygen specjesO,”: anion
superéxido; ONOQO peroxinitrito; HOCI: &cido hipocloroso; OClanion hipoclorito;'O,: oxigénio singlete;
*NO: 6xido nitrico; HOe: radical hidroxila; iD,: peréxido de hidrogénio. Pela acdo da MPO fagmitsdo
formadas as hROS; X: representa inibicdo e/ou diipéio; Armadilhas extracelulares: NETs: armadilhas
extracelular de neutréfilos Neutrophils extracellular trags METs: armadilhas extracelular de
macréfagos/mondcitoMacrophages extracellular trapsMCETs: armadilhas extracelular da mastécitdagt
cells extracellular traps EETs: armadilhas extracelular de eosindéfile®ginophils extracellular traps Os
oxidantes apresentam um papel diversificado ndiziigdo celular para importantes eventos. Nestéextm
Tempol poderia comprometer tais mecanismos, atda@gao antioxidante ou inibindo enzim&dS e MPO)
ou a via de Fenton. Além disso, como alguns oxamambmam parte na formagdo de ETs e na ativacdo de
enzimas com acdo antimicrobiana, Tempol pode ap@sem efeito ainda mais notavel sobre a respdsta
fagocitos a patdgenos. Observacdo: Neste esquemaemlesentacdo esquematica, € apresento uma
extremamente simplificada visdo geral, portanto, rescdes quimicas/interacbes ndo estdo balanceadas.
Contrastando com a necessidade de um tempo maer@ivacdo diNOS apds a exposicao das micobactéias
frente aos fagécitos (maior que os 90 min. avaliatin ensaio d&illing), a fagocitose e a degranulagéo leva
poucos minutos apds o contato entre 0s neutrdilas micobactérias (KAPLAN & RADIC, 2012), assimde,
€ destacado a relevancia da dgranulacéo (lactzdeérum exemplo de enzima com acao antimicrob@negs
exemplos foram providos ao longo do texto), bem @oda formacdo de HOe (um conhecido agente
antimicobacteriano), uma vez que degranulagaoneaigiio deHO+ levam menos de 90 min, compativeis com o
periodo de incubacdo dos neutrofilos com as midéhas, avaliados neste estudo. Armadilhas exukrek
ndo matanM. tuberculosisapenas capturam as micobactéfamte: Autor
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Atividade citotoxica do Tempol

Tendo o Tempol apresentado a capacidade de dmmuburst oxidativo em
neutrofilos, em um intervalo de até 3 horas, de $\E&Im até 4 horas e também tendo
interferido na resposta microbicida total destélsilas, neste estudo, ndo foi discartado a
possibilidade de um possivel efeito citotoxico dasimposto. Entretanto, confome avaliado
pelo ensaio de reducdo do MTT, em todos os inesvdé tempos experimentais avaliados
neste estudo (0 a 4 horas), Tempol a S80ndo foi toxico para os neutréfilos humanbgy(
24). De acordo com Wilcox (2010), Tempol apresentasbtoxicidade, sendo que, estudios
vivo mostraram que doses de 300 mg/kg/dia ou daMV/kg (tem sido também reportado
como bem tolerado até 0,5Mh sdo ndo toxicas em ratos ou camundongos. Esteladdos
demonstram que, embora Tempol possa interferirifeigivamente noburst oxidativo de

neutrdfilos, em até 3 horas, a viabilidade dosndéilds néo foi afetada.

Figura 24. Avaliacdo da viabilidade dos neutréfile (em %)
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Legenda: As médias da percentagem (%) de neusdfiveis foram obtidas de trés independentes
experimentosr(= 3), e mostrou que o tratamento com Tempol (3@) péo reduziu significativamente
(p > 0,05) a viabilidade dos neutrofilos apos 4 hideubacdo, comparados ao grupo controle
(neutrdfilos ndo tratados com Tempol).
Fonte: Autor
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6. CONCLUSOES

O Tempol a uma concentracdo de 430 mibiu ex vivoo burst oxidativo e a de
neutréfilos humanos e, consequentementeapacidade microbicida totah vitro destas
células contra dMlycobacterium tuberculosidnteressantemente, este antioxidante nao foi
citotoxico para tais células nesta concentracdova®elmente, a suave interferéncia do
Tempol sobre a resposta microbicida de neutrofllode ser devido a uma diminuicdo na
sinalizacdo via oxidantes da degranulacdo e/ouagity de enzimas com agéo
antimicobacteriana, uma vez que, pelo tempo debagdo aqui avaliado durante o ensaio de
Killing (até 90 minutos), a auséncia de acao antimicalttedas armadilhas extracelulares
e a auséncia de tempo habil para a coordenacamnterapacial na ativacdo ddlOS e
consequente formacéo de espécies reativas doenidgapesar da formacdo de EROs como
o HOe, conhecido agente antimicobacteriano, € prelvgue a acdo antimicobateriana seja
fruto de enzimas com acado antimicrobianas ativatlaante o processo de degranulacéo
sinalizadas por oxidantes, como o anion super&go) e o peroxido de hidrogénio £{6,).

Este estudo demonstra que antioxidantes podemfeinitena resposta imune frente a
patégenos como Ml. tuberculosis Entretanto, é destacada aqui a importancia déstae de
compostos durante o tratamento da tuberculose (B vez que o dano oxidativo oriundo
da terapi anti-TB pode representar um grave problpara os pacientes, inclusive risco de
morte. Complementarmente, o excesso de armadiktazcelulares geradas por fagécitos
contra oM. tuberculosistambém pode impor serias consequéncias a saldeaaente
infectado (trombose, aumento de viscosidade dddtue obstrucéo fisica pulmonar), assim
destaca-se também mais uma utilidade clinica dibexé&fantes durante o tratamento da TB.
Portanto, 0 uso ou ndo de uma terapia antioxidagjievante no tratamento da TB deve ser
pesada cautelosamente, visando o completo benmdespaciente.

Os possiveis efeitaa vivo do Tempol, em pacientes infectados pdlotuberculosis
ou com TB ativa, sdo incertos, uma vez que, tamitos locais (no pulm&o) quanto
sistémicos, sao relevantes, isto devido ao estresskativo local e sistémico que podem
ocorrer, devido a acdo dd. tuberculosisou da terapia anti-TB e, também, a extrapolagéo &
complexa devido a essgatus,que pode sofrer uma consideravel variagcao.

Atualmente, encontra-se em curso a quantificacadsealizacdo das armadilhas
extracelulares formadas por neutrofilos tratadosnéa com Tempol em resposta &b

tuberculosis
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Vocé esta sendo convidado(a) como voluntério(a) a participar da pesquisa: ESTUDO
EX VIVO E IN VITRO DA ACAO DO NITROXIDO TEMPOL SOBRE A
RESPOSTA MICROBICIDA DE NEUTROFILOS HUMANOS SOBRE
MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS

O motivo que nos leva a pedir sua colaboragio ¢ para estudar a possibilidade de
identificar novas maneiras de ajudar a controlar a infec¢do por Mycobacterium
tuberculosis, um microorganismo que causa tuberculose pulmonar e outras formas de
tuberculose.

Se vocé se dispuser a colaborar, serd coletada uma amostra de seu sangue,
através de uma seringa colocada na veia de seu brago. para separarmos algumas células
¢ cstudarmos como elas respondem ao microorganismo. Este procedimento sera feito
uma unica vez no Laboratdrio de Bioquimica do ICB da Unifal-MG, por um
farmacéutico/bioquimico formado. Vocé podera sentir algum desconforto como dor na
picada da agulha e formacio de hematona no local da picada. Existe o risco de
contaminagdo do local da picada com a agulha, mas todos os cuidados serfio tomados
para que isto ndo ocorra.

Pedimos também que vocé nos informe se tem ou jd teve contato com portadores
de tuberculose, e ainda se vocé usou qualquer medicamento antiinflamatério ou
antibiético nos dltimos quinze dias.

Vocé tem direito de saber os resultados de todos os testes realizados.

Vocé serd esclarecido(a) sobre a pesquisa em qualquer aspecto que desejar.

Vocé ¢ livre para recusar-se a participar, reilirar seu consentimento ou
interromper a participacgio a qualquer momento.

A sua participagdo € voluntdria e a recusa em participar ndo ira acarretar
qualquer penalidade.

Vocé poderda desistir de participar do projeto a qualquer momento, bastando
avisar um dos pesquisadores cujos nomes e telefones estdo no final deste documento.

O(s) pesquisador(es) ird(do) tratar a sua identidade com padrdes profissionais de
sigilo, Os resultados dos exames laboratoriais permanecerfo confidenciais. Seu nome ou
o material que indique a sua participagio ndo serd liberado em nenhuma situagdo. Vocé

ndo serd identificado(a) em nenhuma publicagdo que possa resultar deste estudo.



Uma copia deste consentimento informado serd arquivada no Laboratério de
Bioguimica. Instituto de Ciéncias Biomédicas, Prédio E, sala 207 C, da Unifal-MG, e
outra serd fornecida a vocé.

A participagdo no estudo ndo acarrctard custos para vocé e niio havera nenhuma
compensagio financeira.

Eu,

MINISTERIO DA EDUCAGAQ %
Universidade Federal de Alfenas . UNIFAL-MG U A f lo
Rua Gabriel Monteiro da Siva, 700 Alfenas/MG | CEP 37130-000
v b Fr::nnz:‘?ss}aazlgg-wou.rfax: [ggj 3299-1063 nl,a,,z

fui informada(o) dos objetivos da pesquisa acima de maneira clara e detalhada e
esclareci minhas davidas. Sei que em qualquer momento poderei solicitar novas
informagdes e motivar minha decisdo se assim o desejar. A professora orientadora
Maisa Ribeiro Pereira Lima Brigagio e o aluno Cldudio Daniel Cerdeira, participantes
desta pesquisa, garantiram que todos os meus dados serdo confidenciais.

Em caso de dividas poderei chamar a professora orientadora, ou o aluno do
curso de Ciéncias Farmacéuticas (Mestrado) pelos telefones: (35) 32991262 ou (35)
3299-1223 ou o Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Alfenas,
localizado na Rua Gabriel Monteiro da Silva, 700, prédio O, sala 409-B, telefone (35)
3299-1318.

Declaro que concordo em participar desse estudo. Recebi uma cdpia deste termo
de consentimento livre e esclarecido e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer as

minhas duvidas.

Nome do Voluntario

Assinatura do Voluntario

Data

Nome do Pesquisador

Assinatura do Pesquisador

Data

Profa. Maisa Ribeiro Pereira Lima Brigagio

Rua Gabriel Monteiro da Silva, 700 Prédio E Sala 207 C
37130.000 Alfenas MG

Telefone (35) 3299-1262

Claudio Daniel Cerdeira

Rua Gabriel Monteiro da Silva, 700 Prédio E Sala 207 C
37130.000 Alfenas MG

Telefone (35) 3299-1262
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9. ANEXO A

UNIVERSIDADE FEDERAL DE
ALFENAS S

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da  Pesquisa: ESTUDO EX VIVO DA  INFLUENCIA DO
4-HIDROXI-2,2",6,6 -TETRAMETILPIPERIDINA-1-OXIL (TEMPOL) SOBRE A FORMACAO
DE ESPECIES REATIVAS DO OXIGENIO (EROS), DE ARMADILHAS
EXTRACELULARES (ETS) E NA RESPOSTA MICROBICIDA TOTAL DE NEUTROFILOS
HUMANOS CONTRA MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS

Pesquisador: Maisa Ribeiro Pereira Lima Brigagao
Area Tematica:

Versao: 1
CAAE: 17064713.0.0000.5142

Instituicdo Proponente: UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALFENAS - UNIFAL-MG
Patrocinador Principal: UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALFENAS - UNIFAL-MG

DADOS DO PARECER
Namero do Parecer: 292.274

Data da Relatoria: 03/06/2014

Apresentacgdo do Projeto:

Trata-se de um projeto de pesquisa cientifica na drea de satde e com tematica o estudo da agao
De antioxidante nitréxido sobre neutréfilos humanos frente a Mycobacterium tuberculosis. Projeto
relevante dado ao impacto desta doenga na sociedade. Pode trazer contribuicoes futuras para
entendimento mais aprofundado da patologia.

Obijetivo da Pesquisa:

O objetivo central deste projeto é verificar uma possivel agdo de antioxidante sobre a capacidade
microbicida de neutréfilos Humanos submetidos a tratamento experimental in vitro com
antioxidante sintético.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios: _
Sera solicitada dos participantes a coleta de sangue venoso. A proponente apresenta 0S riscos

como desconforto na coleta da amostra e possibilidade de ocorréncia de hematomas. Os
resultados poderdo superar os riscos, que aparentam ser leves e transitorios.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
Tema abordado, tuberculose, é de extrema importdncia para a sociedade, em virtude da
mortalidade e morbidade desta doenca. Projeto bem elaborado e com metodologia pertinente.

Endereco: Rua Gabriel Monteiro da Silva, 700

Bairro: centro CEP: 37.130-000
UF: MG Municipio: ALFENAS
Telefone: (35)3292-1318 Fax: (35)3299-1318 E-mall: comite.etica@unifal-mg.edu.br
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Continuagao do Parecer: 292.274

Consideracoes sobre os Termos de apresentagdo obrigatoria:

A proponente apresentou todos os documentos necessarios a avaliagao (projeto, TCLE, folha de
rosto). O TCLE apresenta todos os itens necessarios a sua aprovacgao (titulo do projeto,
objetivos, riscos, sigilo, procedimento, enderecos e telefones, confidencialidade). Folha de rosto
preenchida e assinada.

Recomendagoes:

Recomendo a aprovagao

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
sem pendéncias

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

Nao

Consideragodes Finais a critério do CEP:
O CEP acata o parecer do relator.

ALFENAS, 04 de Junhd 6 2614
P
"(" t‘:'ﬁ'{*\—" -
Assinado p’c;r: g
Maisa Ribeiro Pereira Lima Brigagao

(Coordenador)
Enderego: Rua Gabriel Monteiro da Silva, 700
Bairro: centro CEP: 37.130-000
UF: MG Municipio: ALFENAS
Telefone: {35)3299-1318 Fax: (35)3299-1318 E-mail: comnite.stica@unifal-mg.edu.br
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