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RESUMO 

Pseudomonas aeruginosa é um bacilo gram-negativo oportunista que se adapta rapidamente 

aos mecanismos de defesa do hospedeiro ao produzir uma série de enzimas antioxidantes 

subvertem os efeitos nocivos dos oxidantes gerados pelos neutrófilos. Dentre essas, destacam-

se as peroxirredoxinas, proteínas tiolicas, abundantes e altamente reativas com diferentes 

peróxidos. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi investigar o envolvimento da 

peroxirredoxina AhpC1 de P. aeruginosa na defesa contra o ácido hipocloroso (HOCl) e o 

hidroperóxido de urato (HOOU) in vitro, em neutrófilos e in vivo. As linhagens selvagem 

(WT) e mutantes (∆ahpc1, ∆ohr, ∆ahpc2, ∆lsfa, ∆gpx e ∆ohrR)  de P. aeruginosa (PA14) 

foram expostas in vitro ao HOCl, e no caso da cepa WT e ∆ahpc2 também ao HOOU, em 

diferentes concentrações por 30 min a 37°C em meio mínimo, seguido pela contagem das 

colônias residuais. Neutrófilos foram isolados de sangue humano por centrifugação gradiente, 

incubados com as bactérias WT ou ∆ahpc1 opsonizadas em PBS glicose, na presença ou 

ausência de ácido úrico, antes da contagem bacteriana. Posteriormente, camundongos machos 

C57BL/6 (n=8) foram infectados por via intranasal com as cepas selvagem e mutante em 

AhpC1 para induzir pneumonia aguda. Após 24 h os animais foram eutanasiados para coleta 

do lavado broncoalveolar, pulmões, baço e fígado. O lavado broncoalveolar foi avaliado 

quanto aos níveis de nitrito e infiltrado leucocitário. Baço, fígado e o lobo direito do pulmão 

foram então macerados para determinação das unidades formadores de colônias. Em seguida, 

o restante dos pulmões foram analisados por histologia (contagem de neutrófilos), métodos 

bioquímicos (dosagem de nitrito, peroxidação lipídica e atividade peroxidásica da MPO) e 

expressão de TNF-α e IL-6. Dentre as mutantes testadas, observou-se que a cepa ahpc1 foi 

sete vezes mais sensível ao HOCl quando comparada com a linhagem selvagem. Também, o 

HOOU em até 20 μM causou a morte de 50% daahpc1 ao passo que não interferiu na 

sobrevivência da cepa WT em concentrações até 100 μM. A linhagem ahpc1 opsonizada 

também foi mais sensível aos neutrófilos humanos quando comparados com as bactérias 

selvagens. As vias dependentes da NADPH oxidase foram responsavéis por aproximadamente 

36 e 44% da morte das bactérias selvagens e ahpc1, respectivamente, de acordo com os 

experimentos empregando-se apocinina (1 mM). A adição do antioxidante e substrato da 

mieloperoxidase, ácido úrico, aumentou a sobrevivência da cepa selvagem, todavia, 

inesperadamente reduziu a sobrevivência da bactéria mutante na enzima AhpC1, o que pode 

está associado com a formação do HOOU. Os experimentos de cinética rápida confirmaram 

que a AhpC de Xylella fastidiosa, que possui 61% de identidade com AhpC1 de PA14, reagiu 
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com H2O2 e HOOU em altas constantes de velocidade de segunda ordem (k = 1,54±0,07 x 10
8
 

e 2,26±0,09 x 10
6
 M

-1 
s

-1
, respectivamente), sugerindo o papel da enzima no consumo desses 

oxidantes. No modelo animal de pneumonia aguda, a cepa mutante na AhpC1 também foi 

mais susceptível à resposta imune do animal com menor número de colônias recuperadas nos 

tecidos pulmonar, esplênico e hepático, menor indução de citocinas, infiltrado leucocitário, 

peroxidação de lipídios e produção de nitrito quando comparada com a cepa selvagem. 

Nossos resultados demonstraram pela primeira vez o papel central da enzima AhpC1 na 

sobrevivência e virulência de PA14 in vitro, em modelo celular e in vivo. Dessa forma, a 

enzima AhpC1 de P. aeruginosa pode ser um alvo em potencial para o desenvolvimento de 

novas moléculas direcionadas ao tratamento de infecções causadas por essa bactéria .  

Palavras-chave: peroxirredoxinas, Pseudomonas aeruginosa, ácido hipocloroso, 

hidroperóxido de urato, neutrófilos.   
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ABSTRACT 

Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic gram-negative bacillus that readily adapts to 

host defense mechanisms by producing a series of antioxidant enzymes that subvert the 

harmful effects of neutrophil-generated oxidants. Among these, we highlight peroxiredoxins, 

thiol proteins, abundant and highly reactive with different peroxides. In this context, the 

objective of this work was to investigate the involvement of P. aeruginosa peroxirredoxin 

AhpC1 on the defense against hypochlorous acid (HOCl) and uric hydroperoxide (HOOU) in 

vitro, in human neutrophils and in vivo. Wild (WT) and mutant (∆ahpc1, ∆ohr, ∆ahpc2, ∆lsfa, 

∆gpx e ∆ohrR)lineages of  P. aeruginosa (PA14) were exposed in vitro to HOCl, or also 

HOOU in case of WT and ∆ahpc1 bacteria, at different concentrations for 30 min at 37°C in 

minimal medium, followed by counting the residual colonies. Neutrophils were isolated from 

human blood by gradient centrifugation, incubated with opsonized WT or ∆ahpc1 strains in 

PBS-glucose, in the presence or absence of uric acid, before residual bacterial counting. 

Subsequently, male C57BL/6 mice (n = 8) were intranasally infected with WT and ∆ahpc1 

bacteria to induce acute pneumonia. After 24 h the animals were euthanized for collection of 

bronchoalveolar lavage, lungs, spleen and liver. Bronchoalveolar lavage was evaluated for 

nitrite levels and leukocyte infiltrate. Spleen, liver and right lung were macerated for 

determination of colony-forming units. The left lung was analyzed by histology (neutrophil 

couting), biochemical methods (nitrite dosage, lipid peroxidation and MPO-peroxidase 

activity) and expression of TNF-α and IL-6. Among the mutants, Δahpc1 strain was found to 

be seven-foldmore sensitive to HOCl in comparison to WT strain. Also, HOOU at up to 20 

μM caused 50% Δahpc1 death while but did not interfer with WT bacteria survival at 

concentrations of up to 100 μM. In addition, Δahpc1 lineage was more sensitive to human 

neutrophils compared to WT bacteria. Subsequently, NADPH oxidase-dependent pathways 

play for approximately 36 and 44% of WT and Δahpc1 killing, respectively, according to 

experiments containing apocynin (1 mM). The addition of uric acid, known  antioxidant and 

myeloperoxidase substrate, increased WT strain survival. Surprisingly, uric acid enhanced   

Δahpc1 killing, which may be associated with HOOU formation. Rapid kinetics experiments 

confirmed that  Xylella fastidiosa AhpC, which shows 61% of identity to PA14 AhpC1, 

reacted with H2O2 and HOOU at high second order rate constants (k = 1.54±0.07×10
8
 e 

2.26±0.09x10
6
 M

-1
s

-1
, respectively), suggesting its role in these oxidant consumption. In the 

murine model of acute pneumonia, Δahpc1 strain was also more susceptible to mice immune 

response because few colonies was recovered from lung, spleen and liver, in addition to lesser 

inflammatory cytokines induction, leukocyte infiltration, lipid peroxidation and nitrite levels 
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in comparison to WT lineage. Our results demonstrated for the first time that AhpC1 has a 

central role for PA14 survival and virulence in vitro, in cells and in vivo. Therefore, AhpC1 of 

P. aeruginosa may be a potential target for development of new drugs against  bacterial 

infections. 

Keywords: peroxiredoxins, Pseudomonas aeruginosa, hypochlorous acid, urate droperoxide, 

neutrophils.  



x 
 

SUMÁRIO 

1. INTRODUÇÃO ........................................................................................................... 1 

2. OBJETIVOS ................................................................................................................ 3 

     2.1 Objetivo geral ......................................................................................................... 3 

     2.2 Objetivos específicos ............................................................................................. 3 

3. CAPÍTULO 1: DESENVOLVIMENTO ................................................................... 4 

     3.1 Revisão de literatura ............................................................................................... 4 

     3.1.1 Resposta imune inata ........................................................................................... 4 

     3.1.2 Mieloperoxidase .................................................................................................. 5 

     3.1.3 Ácido úrico .......................................................................................................... 6 

     3.1.4 Pseudomonas aeruginosa .................................................................................... 7 

     3.1.5 Peroxirredoxinas .................................................................................................. 8 

3.2 CAPÍTULO 02: ARTIGO ........................................................................................ 11 

3.2.1 Introdução ................................................................................................................. 13 

3.2.2 Materiais e métodos .................................................................................................. 14 

     3.2.2.1 Materiais e reagentes ........................................................................................ 14 

     3.2.2.2 Obtenção da linhagem mutante de PA14 ......................................................... 15 

     3.2.2.3 Avaliação da atividade bactericida do HOCl ................................................... 15 

     3.2.2.4 Isolamento de neutrófilos de sangue humano periférico .................................. 15 

     3.2.2.5 Avaliação da atividade bactericida de neutrófilos ............................................ 16 

     3.2.2.6 Síntese química e quantificação do HOOU ...................................................... 16 

     3.2.2.7 Avaliação da atividade bactericida do HOOU ................................................. 17 

     3.2.2.8 Análise da homologia entre a AhpC1 de P. aeruginosa e AhpC de Xylella 

fastidiosa ............................................................................................................................ 17 

     3.2.2.9 Expressão da proteína recombinante ............................................................... 18 

     3.2.2.10 Purificação da proteína recombinante ............................................................. 19 

     3.2.2.11 Redução e quantificação do tiol da proteína ................................................... 20 

     3.2.2.12 Determinação da cinética de reação ................................................................ 20 

     3.2.2.13 Modelo animal................................................................................................. 21 

     3.2.2.14 Infecção intranasal .......................................................................................... 21 

     3.2.2.15 Coleta do lavado broncoalveolar e órgãos. ..................................................... 21 

     3.2.2.16 Análise do LBA............................................................................................... 22 

     3.2.2.17 Determinação das concentrações de nitrito no lavado broncoalveolar............ 22 

     3.2.2.18 Contagem das unidades formadoras de colônias nos tecidos ......................... 22 

     3.2.2.19 Análise histológicas ........................................................................................ 22 

     3.2.2.20 Determinação das concentrações de proteínas das amostras........................... 23 

     3.2.2.21 Atividade peroxidásica nas amostras dos pulmões dos 

camundongos....................................................................................................................... 23 

     3.2.2.22 Avaliação das espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico ................................. 23 

     3.2.2.23 Avaliação do nível de transcrição de citocinas................................................ 24 

     3.2.2.24 Análise estatística ............................................................................................ 25 

3.2.3 Resultados.................................................................................................................. 25 

3.2.4 Discussão ................................................................................................................... 34 

3.2.5 Conflitos de interesse................................................................................................. 37 

3.2.6 Agradecimentos.......................................................................................................... 37 

3.2.7 Fontes de financiamento............................................................................................ 38 

REFERÊNCIAS................................................................................................................ 39 

 



xi 
 

LISTA DE FIGURAS 

 

Figura 1. Alinhamento entre os aminoácidos das proteínas AhpC1 de PA14 e AhpC de 

X. fastidiosa....................................................................................................................... 18 

Figura 2. Curva de inibição de crescimento das cepas WT e ∆ahpc1 de PA14 na 

presença de HOCl.............................................................................................................. 26 

Figura 3. Sobrevivência bacteriana ao burst oxidativo de neutrófilos e efeito do ácido 

úrico na sobrevivência das cepas WT e ∆ahpc1 de PA14................................................ 27 

Figura 4. Sobrevivência bacteriana ao HOOU em cepas PA14 WT e PA14 ∆ahpc in 

vitro.................................................................................................................................... 28 

Figura 5. Cinética de oxidação da AhpC1 pelo H2O2 e HOOU....................................... 29 

Figura 6. A AhpC1 confere virulência a PA14 durante a infecção pulmonar.................. 30 

Figura 7. Contagem de leucócitos totais e de neutrófilos no LBA após 24 h de 

infecção, e fotomicrografias representativas da contagem de células no LBA................. 31 

Figura 8. Contagem de neutrófilos no tecido pulmonar, atividade peroxidásica por 

TMB e fotomicrografias representativas da contagem de neutrófilos nas lâminas do 

tecido pulmonar................................................................................................................. 32 

Figura 9. Concentração de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico no tecido 

pulmonar e de nitrito no LBA............................................................................................ 33 

 

 

  



xii 
 

LISTA DE TABELAS 

 

Tabela 1. Sequência de bases nitrogenada utilizadas para a construção dos primers...... 24 

Tabela 2. IC50 do HOCl incubado com as bactérias selvagem e mutantes....................... 25 

Tabela 3. Expressão das citocinas pró-inflamatórias no tecido pulmonar dos animais 

expostos as cepas WT e ∆ahpc1 de PA14......................................................................... 33 

 

 

 

  



xiii 
 

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

 

ABAH – Hidrazida do ácido 4-aminobenzóico, do inglês 4-aminobenzoic acid hydrazide; 

AhpC – Alquil hidroperóxido redutase subunidade C; 

ANOVA – Análise de variância, do inglês analysis of variance; 

APO – Apocinina;   

Cys-P – Cisteína peroxidásica; 

Cys-R – Cisteína de resolução; 

dHL-60 – Células HL-60 diferenciadas em neutrófilos; 

DNA – Ácido desoxirribonucleico, do inglês deoxyribonucleic acid; 

DTPA – Ácido dietilenotriaminopentacético, do inglês diethylenetriaminepentaacetic acid; 

GAPDH – Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase; 

H2O2 – Peróxido de hidrogênio; 

HOCl – Ácido hipocloroso;  

HOOU – Hidroperóxido de urato; 

IL-1β – Interleucina-1β; 

IL-6 – Interleucina-6; 

iNOS – Óxido nítrico sintase induzível; 

LB – Caldo Luria, do inglês Luria Broth; 

LBA – Lavado broncoalveolar; 

MH – Müeller hinton; 

MPO – Mieloperoxidase; 

MPO-I – Composto I da mieloperoxidase; 

MPO-II – Composto II da mieloperoxidase; 

NaCl – Cloreto de sódio; 

NADPH oxidase – Nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato oxidase; 

NaOH – Hidróxido de sódio; 

NO
•
 – Óxido nítrico; 

NO2
-
 – Nitrito;  

O2
•-
 – Ânion radical superóxido; 

•
OH – Radical hidroxila; 

ONOO
-
 – Peroxinitrito; 

PBS – Tampão fosfato salino, do inglês phosphate saline buffer; 

Prx – Peroxirredoxina; 



xiv 
 

qPCR – Reação em cadeia da polimerase em tempo real, do inglês real time polimerase chain 

reaction; 

RNA – Ácido ribonucleico, do inglês  ribonucleic acid; 

ROS – Espécies reativas de oxigênio, do inglês reactive oxygen species; 

SOD – Superóxido dismutase; 

TBARs – Substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico, do inglês thiobarbituric acid reactive 

substances; 

TNF-α – Fator de necrose tumoral alfa, do inglês tumoral necrosis factor alfa; 

UFC – Unidade formadora de colônia;  

WT – Cepa selvagem, do inglês wild type. 

 



1 
 

1. INTRODUÇÃO 

 

 Pseudomonas aeruginosa é um bacilo gram-negativo oportunista responsável por uma 

gama de infecções nosocomiais, que acometem principalmente pacientes críticos, 

imunocomprometidos, que sofreram grandes queimaduras, portadores de desordens 

metabólicas e fibrose cística [1,2]. Essa bactéria se adapta rapidamente aos mecanismos de 

defesa do hospedeiro e ao tratamento farmacológico convencional ao produzir uma série de 

fatores de virulência. Esses fatores favorecem a ocorrência de sepse por P. aeruginosa e, 

consequentemente, elevam as taxas de mortalidade nos hospitais [3,4,2]. 

 A ativação dos fagócitos em indivíduos imunocompetentes é fundamental para limitar 

ou eliminar agentes infecciosos, incluindo as bactérias. Dentre os fagócitos, destacam-se os 

neutrófilos por constituírem a primeira linha de defesa do organismo em processos agudos 

além de serem os leucócitos mais abundantes na corrente sanguínea. Na presença de bactérias, 

os neutrófilos podem atuar por mecanismos não oxidativos e oxidativos, que embora distintos, 

são complementares durante a resposta imune [5].  

O maquinário não oxidativo compreende a fagocitose e destruição da bactéria por 

enzimas como lisozima, catepsina G, proteinase 3, elastase e lactoferrina [6], bem como a 

formação de armadilhas extracelulares de neutrófilos (NETs) [7]. Na fase oxidativa, enzimas 

pró-oxidantes, como a nicotinamida adenosina dinucleotídeo fosfato oxidase (NADPH 

oxidase) e mieloperoxidase (MPO), são ativadas e, por consequência, as genericamente 

chamadas espécies reativas de oxigênio (ROS) são produzidas em alta concentração com o 

objetivo de oxidar as biomoléculas do micro-organismo invasor, levando-o à morte [8,5]. 

 O complexo multimérico da NADPH oxidase é responsável por reduzir O2 ao O2
-

 que, 

por sua vez, dismuta-se ao H2O2 espontaneamente ou mediado pela superóxido dismutase 

(SOD) [9,10]. A MPO amplifica o potencial oxidativo de seu co-substrato H2O2 ao formar 

HOCl ou radicais livres (ex. tirosila, ascorbila, glutationila, 

NO2, etc) através dos ciclos 

clorinante e peroxidásico, respectivamente. Apesar de serem extremamente importantes para a 

defesa imune inata mediada por neutrófilos, essas espécies podem modificar as biomoléculas 

do hospedeiro na inflamação sustentada e contribuir com o dano tecidual associado à diversas 

doenças inflamatórias [11,6]. 

 Em condições fisiológicas, as células dispõem de mecanismos antioxidantes para 

contrabalancear os efeitos deletérios de ROS produzidos endogenamente, os quais podem ser 

enzimáticos ou não enzimáticos. O aparato enzimático é composto principalmente pelas 

enzimas SOD, catalase, peroxirredoxinas (Prx), glutationa peroxidase, glutationa redutase, 
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dentre muitas outras. Entre os principais antioxidantes endógenos não enzimáticos 

extracelulares estão proteínas/peptídeos com grupamento tiol (800-1000 µM), sendo a 

albumina a principal representante; ácido úrico (150-400 µM); ácido ascórbico (30-150 µM); 

tocoferol (20-50 µM) e carotenoides (0,08-3 µM) [12,13]. Destes, o ácido úrico é um 

importante antioxidante fisiológico derivado do metabolismo das purinas com grande 

versatilidade além da alta concentração relativa no plasma [14]. 

A ação protetora do ácido úrico ainda é um paradoxo uma vez que seus benefícios 

dependem da concentração plasmática e do ambiente onde está localizado. Durante o processo 

inflamatório, a MPO pode oxidar o ácido úrico ao hidroperóxido de urato (HOOU) na 

presença de H2O2, sendo um mediador em potencial da aterogênese [15,16]. Além disso, 

dados recentes demonstraram que o ácido úrico desvia o ciclo clorinante da MPO para a 

formação de HOOU, ao passo que protegeu uma cepa altamente virulenta de P. aeruginosa 

(linhagem PA14) contra a morte causada por neutrófilos de cultura (dHL-60) [17]. Esses 

achados corroboram com o estudo de Akbar e colaboradores [18] que apontam maior risco de 

sepse em pacientes hiperuricêmicos. 

 Os mecanismos pelos quais P. aeruginosa subverte o efeito oxidante do HOOU e de 

HOCl ainda não são compreendidos. Por exemplo, a linhagem PA14 foi capaz de sobreviver à 

exposição ao H2O2 por expressar a Prx LsfA [19]. Uma vez que as Prx são enzimas 

antioxidantes ubiquamente distribuídas na natureza e possuem uma série de substratos já 

descritos [20,21], sugere-se que as Prx da PA14 possam conferir resistência à bactéria contra 

ambos oxidantes. Assim, a elucidação dos mecanismos moleculares e bioquímicos 

relacionados à virulência da PA14 poderá contribuir futuramente no desenvolvimento de 

novas moléculas com propriedades antibacterianas. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

 Investigar a relação da enzima AhpC1 de P. aeruginosa com a sobrevivência 

bacteriana frente ao burst oxidativo inflamatório. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 - Avaliar a atividade bactericida do HOCl contra as linhagens selvagem e mutantes de 

P. aeruginosa (PA14) para os genes ahpc1, ohr, ahpc2, lsfa, gpx e ohrR; 

 -  

 - Avaliar o efeito do ácido úrico sobre a atividade bactericida de neutrófilos contra as 

linhagens selvagem e mutante para o gene ahpc1 de PA14; 

 - Avaliar a atividade bactericida do HOOU sobre as linhagens selvagem e mutante 

para o gene ahpc1 de PA14 in vitro; 

- Determinar a cinética da reação da proteína recombinante AhpC de Xylella fastidiosa 

com HOOU e HOCl, H2O2; 

- Investigar a susceptibilidade de camundongos às cepas selvagem e mutante para o 

gene ahpc1 num modelo animal de pneumonia aguda; 

- Determinar a concentração de biomarcadores oxidativos e inflamatórios no lavado 

broncoalveolar e tecido pulmonar dos animais infectados pelas cepas selvagem e mutante para 

o gene ahpc1 de PA14; 
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3. DESENVOLVIMENTO 

 

3.1 CAPÍTULO 01: REVISÃO DE LITERATURA 

 

3.1.1 Resposta imune inata  

 A imunidade inata representa uma resposta rápida e estereotipada a um número 

grande, mas limitado, de estímulos físicos, químicos e mecânicos. É representada por 

barreiras físicas, químicas e biológicas, células especializadas e moléculas solúveis, presentes 

em todos os indivíduos, independentemente de contato prévio com imunógenos ou agentes 

agressores, e não se altera qualitativa ou quantitativamente após o contato. Os leucócitos são 

recrutados no processo inflamatório e participam ativamente da defesa do organismo através 

do reconhecimento e destruição de micro-organismos. Esses patógenos são reconhecidos por 

meio de receptores do tipo toll e outros receptores de reconhecimento padrão expressos na 

superfície celular (ex. padrões moleculares associados ao patógeno) além de induzirem a 

ativação da cascata do complemento [22]. 

 Os leucócitos podem ser de maneira geral divididos em fagócitos e linfócitos, sendo os 

últimos associados essencialmente com a resposta imune adquirida. Os fagócitos profissionais 

se encarregam de eliminar os agentes invasores através da fagocitose, destruição enzimática,  

formação de radicais livres e oxidantes, e pela liberação das armadilhas exracelulares de 

neutrófilos ou NETs (do inglês, neutrophil extracellular traps) [23]. Os fagócitos são 

compreendidos por monócitos, macrófagos, eosinófilos e neutrófilos, sendo os últimos 

relevantes em infecções bacterianas e demais processos agudos por serem as primeiras células 

a alcançar o sítio inflamatório além da sua abundância relativa [24,6].   

 Os neutrófilos quando ativados aumentam o consumo de O2 durante o processo 

denominado burst oxidativo. As subunidades regulatórias p40
phox

,p47
phox

, p60
phox

 e p67
phox

; 

[10,25] da enzima multimérica NADPH oxidase deslocam-se para a membrana do neutrófilo 

e, às custas do NADPH formado na via das pentoses, reduzem o O2 ao O2
-

, que se dismuta 

espontaneamente, ou pela ação da SOD, em H2O2 e O2 [9]. Esses produtos iniciais conduzem 

à formação de outros derivados do O2 (OH

, NO2


, peroxinitrila, intermediários ferrila), 

genericamente denominados de ROS e espécies reativas de nitrogênio (RNS). Além da 

ativação da NADPH oxidase, a produção dessas espécies reativas depende de outras enzimas 

como a óxido nítrico sintase induzível e as peroxidases presentes em macrófagos e neutrófilos 

[10,8]. 
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3.1.2 Mieloperoxidase  

 As peroxidases compreendem um grupo de oxidorredutases que utilizam os peróxidos 

como aceptores de elétrons e podem ser do tipo hemeperoxidases ou tiolperoxidases de 

acordo com a presença do grupo heme ou tiois no sítio ativo, respectivamente. Dentre as 

hemeperoxidases, a MPO é particularmente importante devido sua abundância em grânulos 

azurofílicos de neutrófilos e por constituir cerca de 6% do peso dessas células [26,8]. A MPO 

amplifica o potencial oxidante do H2O2 através dos intermediários reativos MPO-I e MPO-II. 

Ao retornar para o estado nativo, a MPO pode fazê-lo por um passo de dois elétrons ou dois 

passos de um elétron cada às custas da oxidação de substratos endógenos, em vias chamadas 

de clorinante e peroxidásica, respectivamente [8].  

No ciclo clorinante o cloreto e demais haletos são oxidados pela MPO ao respectivo 

ácido de halogênio, enquanto que no ciclo peroxidásico, pequenos substratos como 

aminoácidos, ascorbato e glutationa são convertidos em derivados radicalres. Há várias 

décadas o HOCl, formado a partir da oxidação do cloreto no ciclo clorinante, é uma das 

moléculas mais estudadas por ser considerado um produto específico da enzima e um potente 

agente oxidante [11,27,5]. É importante destacar que a MPO produz outras moléculas 

oxidantes além do HOCl em sistemas biológicos, e que também contribuem com o dano 

tecidual, como radicais tirosila, tiíla, oxigênio singlete (
1
O2) e 


NO

2 
[8,28]. 

O HOCl gerado durante o burst oxidativo é responsável por oxidar ampla gama de 

substratos [29]. Devido a alta reatividade, qualquer grupo oxidável no micro-organismo, 

como grupos sulfidrilas, centros ferro-enxofre, grupos heme e ácidos graxos insaturados são 

passíveis de serem oxidados pelo HOCl. As consequências desse processo incluem 

modificações e perda de função de biomoléculas, como proteínas, lipídios e DNA, levando a 

desarranjos na estrutura e fisiologia celular, perda da integridade e capacidade de transporte 

da membrana, interrupção da cadeia transportadora de elétrons, supressão na replicação do 

material genético, dentre outros [30,31,32,33].  

 O papel da MPO como componente básico da defesa imune mediada por neutrófilos é 

inquestionável. No entanto, em condições de inflamação persistente, os produtos oriundos da 

catálise da MPO podem causar danos às biomoléculas do hospedeiro, o desempenha um papel 

importante em doenças inflamatórias crônicas [34]. Há relatos na literatura associando o 

aumento sérico de MPO e disfunção endotelial [35], Alzheimer e Parkinson [36], 

aterosclerose [37,38] e infarto agudo do miocárdio [39,40]. Por exemplo, a MPO limita a 

disponibilidade de NO

 o que acarreta na progressão da aterogênese [41], enquanto que em 
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doenças neurodegenerativas a MPO pode ativar diretamente a microglia, o que resulta na 

secreção de TNF-α e intensificação do processo inflamatório [36].  

 

3.1.3 Ácido úrico 

 A susceptibilidade do tecido ao dano oxidativo gerado pelo processo inflamatório 

persistente relaciona-se com o balanço entre fatores pró-oxidantes e antioxidantes. Os 

antioxidantes são substâncias que, quando presentes em baixas concentrações em relação ao 

oxidante, previnem, retardam, minimizam ou reparam a oxidação de substratos susceptíveis 

[12,27]. Os antioxidantes podem ser oriundos da dieta como carotenoides, ácido ascórbico, 

tocoferois e polifenois e endógenos, que se subdividem em enzimáticos e não enzimáticos 

[12]. Os antioxidantes de natureza enzimática catalisam a redução de ROS e espécies reativas 

de nitrogênio a produtos pouco ativos. Esses compreendem a SOD, catalase, glutationa 

peroxidase (GPx), glutationa redutase (GR), tiorredoxinas (Trx) e Prx. Não obstante, outros 

compostos endógenos não enzimáticos também possuem atividade antioxidante e atuam 

sinergicamente com o sistema enzimático, com destaque para a albumina, glutationa, 

coenzima Q, ácido lipoico e ácido úrico [27,42]. 

O ácido úrico é o produto final do metabolismo das bases púricas e sua síntese é 

resultado de sucessivas reações de oxidação da base nitrogenada pela xantina oxidase (ou 

xantina desidrogenase) tendo o NAD
+
 ou o oxigênio como aceptor final de elétrons [43], neste 

último caso, há formação de O2
-

 e H2O2. O ácido úrico é um ácido fraco (pKa 5,3) e, 

portanto, em pH fisiológico do ambiente extracelular (pH = 7,35-7,45) apresenta-se 

predominantemente desprotonado como ânion urato, sendo que a concentração plasmática 

dessa molécula depende do balanço entre ingestão de bases púricas, síntese, excreção e 

reabsorção nos túbulos renais [44]. 

 O ácido úrico não é apenas um mero produto de excreção, mas também atua como um 

versátil antioxidante, sendo capaz de reagir rapidamente com 
1
O2, radical hidroxila (


OH), 

radical alcoxila (RO

) e HOCl (k = 2,3 x 10

6
, 9,5 x 10

9
, 1,1 x 10

7
 e 2 x 10

5
 M

-1
s

-1
, 

respectivamente) [45,46], além de reparar proteínas oxidadas, complexar metais de transição e 

inibir a cascata de peroxidação [47,48]. Inúmeros estudos epidemiológicos demonstraram a 

importância dos efeitos antioxidantes dessa molécula, particularmente no sistema nervoso 

central [49], sugerindo seu papel neuroprotetor contra doenças como Alzheimer, Parkinson e 

esclerose múltipla [50,51]. 
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Em altas concentrações o ácido úrico por outro lado apresenta propriedades pró-

inflamatórias e pró-oxidantes, podendo precipitar na forma de cristais monossódicos de urato 

e ativar o inflamassoma NALP3 e, consequentemente, induzir a secreção de citocinas, dentre 

elas IL-1β, promovendo a ativação de linfócitos e o recrutamento de fagócitos [52,53,54]. 

Além disso, os cristais de ácido úrico podem ativar NADPH oxidase e proporcionar formação 

das chamadas NETs, ao passo que aumenta o potencial oxidativo e bactericida dos neutrófilos 

[13,55].  

Durante o burst oxidativo, a MPO parece ter um papel decisivo no metabolismo do 

ácido úrico, uma vez que o oxida ao radical de urato na presença de H2O2. Dois radicais de 

urato podem dismutar, produzindo alantoína e o ácido úrico original. Alternativamente, o 

radical de urato pode reagir com O2
-

, presente em altas concentrações no ambiente 

inflamatório, para originar o HOOU [16], agente oxidante que, diferentemente do H2O2, reage 

com a glutationa na ausência de catálise enzimática [56]. Os radicais derivados do 

metabolismo oxidativo do ácido úrico também podem formar adutos com aminoácidos e 

proteínas, sendo encontrado, inclusive, em plasma e líquido sinovial de pacientes com artrite 

reumatoide [57]. Sobretudo, por ser um substrato fisiológico para a MPO, cuja constante de 

reação é da ordem de 10
5
 para o composto I da enzima [16], o urato compete com os íons 

cloreto para a formação do HOOU, o que interfere na síntese do HOCl, principal molécula 

oxidante de neutrófilos com atividade microbicida [17]. 

 

3.1.4 Pseudomonas aeruginosa 

A sepse severa constitui-se uma das principais causas de mortalidade hospitalar em 

pacientes críticos, sendo letal em cerca de 46% dos casos, resultante de uma série de 

alterações fisiológicas em resposta à disseminação de um agente agressor, geralmente de 

origem bacteriana, pelo organismo. A incidência da sepse tem aumentado drasticamente nos 

últimos anos como resultado de múltiplos fatores tais como idade avançada, uso contínuo de 

fármacos imunossupressores e infecção por micro-organismos multirresistentes, com destaque 

às bactérias gram-negativas Acinetobacter baumannii, Klebsiella pneumoniae, 

Stenotrophomonas mallei e P. aeruginosa [58,59]. 

P. aeruginosa é um bacilo gram-negativo que merece atenção especial por sua 

associação com infecções de caráter oportunista e processos sépticos de difícil controle, o que 

gera elevadas taxas de mortalidade hospitalar [60,61]. Essa associação se deve pela 

capacidade da bactéria de expressar inúmeros fatores de virulência como formação de 

biofilme pelo mecanismo de quorum sensing, secreção de moléculas citotóxicas e de 
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aderência, capacidade de locomoção celular, evasão do sistema complemento, síntese de 

enzimas antioxidantes, bem como pela resistência a terapêutica antibiótica [62]. 

A resistência ao tratamento antibacteriano convencional é uma característica intrínseca 

da P. aeruginosa, em virtude da baixa permeabilidade membranar além da versatilidade 

metabólica para suportar condições microambientais variadas (baixa disponibilidade de 

nutrientes, variações de temperatura e pH), o que justifica sua capacidade de adaptar-se a 

meios adversos [63]. Além disso, trabalhos anteriores demonstraram que algumas cepas de P. 

aeruginosa expressam enzimas antioxidantes (ex., SOD, catalase e Prx), as quais contribuem 

com a alta virulência da bactéria por reduzir a concentração de ROS oriundos dos fagócitos 

[64,65,19]. 

 Entre as cepas de importância clínica destaca-se P. aeruginosa PA14 por se tratar de 

uma estirpe altamente virulenta e de ampla distribuição global sendo a cepa de P. aeruginosa 

mais comumente encontrada em todo o mundo [66]. Além dos fatores de virulência 

supracitados, PA14 ainda é capaz de expressar genes de patogenicidade que codificam 

exotoxinas [67] e a peroxirredoxina LsfA [19] que possui importante papel na detoxificação 

do peróxido de hidrogênio e combate ao ambiente oxidativo hostil para a bactéria. 

 

3.1.5 Peroxirredoxinas  

 As Prxs pertencem à família de tiol-peroxidases e estão ubiquamente distribuídas na 

natureza. Além das propriedades antioxidantes, elas podem atuar como verdadeiros sensores 

celulares devido a sua abundância (na ordem de micromolar dentro das células), alta 

sensibilidade e reatividade com os mais diversos peróxidos [68]. Elas estão presentes desde o 

citosol até em organelas celulares reduzindo H2O2, peroxinitrito (ONOO
-
)
 
e vários outros 

peróxidos orgânicos em produtos inertes, além de serem bem descritos como mediadores da 

sinalização redox [20,69,70,71,72,73,74]. 

Estruturalmente as Prx são classificadas de acordo ao número de cisteínas envolvidas 

na catálise, sendo divididas em duas classes principais: 1-Cys Prx e 2-Cys Prx, contendo um e 

dois resíduos de cisteínas envolvidos na catálise, respectivamente [69,21]. Todas as Prxs 

possuem obrigatoriamente um resíduo de cisteína conservado na extremidade N-terminal 

denominado cisteína peroxidásica (Cys-P) que reage com peróxidos formando ácido sulfênico 

e o respectivo álcool. Além do resíduo de Cys-P, a 2-Cys Prx contém uma segunda cisteína 

conservada em C-terminal denominada cisteína de resolução (Cys-R) [68]. Com base na 

localização ou ausência da Cys-R, a Prx pode ser dividida em três subgrupos: 1-Cys Prx, 2-

Cys Prx típicas e 2-Cys Prx atípicas [75]. 
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 A dinâmica de reações entre a Prx e os peróxidos inicia-se com o ataque ao resíduo 

Cys-P da enzima, tendo como resultado a oxidação do ânion tiolato da cisteína (Cys-S
-
) ao 

ácido sulfênico (Cys-SOH). As 2-Cys Prx típicas e atípicas, após sofrerem oxidação pelos 

compostos reativos, são reduzidas ao seu estado original pela ação de oxirredutases de 

dissufelto como a tiorredoxina, completando o ciclo catalítico. Apesar de ambas possuírem o 

mesmo mecanismo de catálise, elas se diferenciam pela forma como a ponte dissulfeto se 

forma: as 2-Cys Prx típicas apresentam-se como homodímeros com dissulfetos 

intersubunidades, enquanto as 2-Cys Prx atípicas apresentam-se como monômeros funcionais 

com Cys-P e Cys-R na mesma cadeia polipeptídica, o que resulta em ligação dissulfeto 

intramolecular. Quanto à redução da 1-Cys Prx oxidada, esta pode ser mediada por compostos 

antioxidantes não-enzimáticos como glutationa, ácido lipoico, ciclofilinas e ácido ascórbico 

[76,77,75]. 

As 1-Cys Prx e 2-Cys Prx são consideradas importantes antioxidantes citosólicos 

devido a sua abundância e alta reatividade com diferentes hidroperóxidos [78,79]. 

Recentemente foi demonstrado que HOOU também pode reagir com as 2-Cys Prx, Prx1 e 

Prx2 humanas, com alta constante de velocidade (10
5
 a 10

6 
M

-1
s

-1
), sendo um evento 

potencialmente importante em sítios inflamatórios celulares [72]. Estudos anteriores também 

sugerem que Prx2 humana reage com HOCl na ordem de 10
6
 M

-1
s

-1
 [80] e

 
com H2O2 na 

ordem de 10
8
 M

-1
s

-1
 [81]. Assim, é razoável hipotetizar que HOOU, HOCl e H2O2 devem ser 

reduzidos por Prxs bacterianas, limitando um possível efeito bactericida dos oxidantes. 

 O papel das Prx na virulência de bactérias já foi estabelecido para inúmeras bactérias 

incluindo Salmonella typhimurium, Legionella pneumophila e P. aeruginosa [20,82,19]. P. 

aeruginosa apresenta pelo menos dez genes que codificam Prx em seu genoma, incluindo 

genes que codificam as enzimas alquil hidroperóxido redutase (AhpC) e tiorredoxina 

peroxidase, já descritas por sua relação com a virulência de outras bactérias [82,83]. Contudo, 

ainda existem poucos estudos cinéticos, fisiológicos e bioquímicos relacionados à atividade 

das Prx na virulência de P. aeruginosa. 

 Kaihami e colaboradores [19] demonstraram que a 1-Cys Prx LsfA é importante na 

sobrevivência da linhagem PA14 contra o H2O2 em macrófagos isolados e num modelo 

murino de pneumonia aguda, A AhpC, que se trata de 2-Cys Prx, é requerida para a 

sobrevivência e colonização de Staphylococcus aureus [84] e Helicobacter cinaedi [85] in 

vitro. Outra subclasse de Prx denominada de proteína de resistência aos hidroperóxidos 

orgânicos (Ohr) também foi associada à sobrevivência de Xanthomonas campestris pv. 

phaseoli [86] e P. aeruginosa [87,88,89] expostas a diferentes hidroperóxidos orgânicos e 
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peroxinitrito. Em conjunto, esses trabalhos evidenciam o papel crucial dessas enzimas na 

progressão de infecções de difícil controle. 
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Resumo:  

Pseudomonas aeruginosa é um bacilo gram-negativo oportunista que se adapta rapidamente 

aos mecanismos de defesa do hospedeiro ao produzir uma série de enzimas antioxidantes 

subvertem os efeitos nocivos dos oxidantes gerados pelos neutrófilos. Dentre essas, destacam-

se as peroxirredoxinas, proteínas tiolicas, abundantes e altamente reativas com diferentes 

peróxidos. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi investigar o envolvimento da 

peroxirredoxina AhpC1 de P. aeruginosa na defesa contra o ácido hipocloroso (HOCl) e o 

hidroperóxido de urato (HOOU) in vitro, em neutrófilos e in vivo. Inicialmente, observou-se 

que a cepa ahpc1 foi sete vezes mais sensível ao HOCl quando comparada com a linhagem 

selvagem. Também, o HOOU em até 20 μM causou a morte de 50% da ahpc1 ao passo que 

não interferiu na sobrevivência da cepa selvagem em concentrações até 100 μM. A cepa 

mutante opsonizada também foi mais sensível aos neutrófilos humanos quando comparados 

com as bactérias selvagens. As vias dependentes da NADPH oxidase foram responsavéis por 
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aproximadamente 36 e 44% da morte das bactérias selvagens e ahpc1, respectivamente, de 

acordo com os experimentos empregando-se apocinina (1 mM). A adição do antioxidante e 

substrato da mieloperoxidase, ácido úrico, aumentou a sobrevivência da cepa selvagem, 

todavia, inesperadamente reduziu a sobrevivência da bactéria mutante na enzima AhpC1, o 

que pode está associado com a formação do HOOU. Os experimentos de cinética rápida 

confirmaram que a AhpC de Xylella fastidiosa, que possui 61% de identidade com AhpC1 de 

PA14, reagiu com H2O2 e HOOU em altas constantes de velocidade de segunda ordem (k = 

1,54±0,07 x 10
8
 e 2,26±0,09 x 10

6
 M

-1 
s

-1
, respectivamente), sugerindo o papel da enzima no 

consumo desses oxidantes. No modelo animal de pneumonia aguda, a cepa mutante na 

AhpC1 também foi mais susceptível à resposta imune do animal com menor número de 

colônias recuperadas nos tecidos pulmonar, esplênico e hepático, menor indução de citocinas, 

infiltrado leucocitário, peroxidação de lipídios e produção de nitrito e nitrato quando 

comparada com a cepa selvagem. Nossos resultados demonstraram pela primeira vez o papel 

central da enzima AhpC1 na sobrevivência e virulência de PA14 in vitro, em modelo celular e 

in vivo. Dessa forma, a enzima AhpC1 de P. aeruginosa pode ser um alvo em potencial para o 

desenvolvimento de novas moléculas direcionadas ao tratamento de infecções causadas por 

essa bactéria. 

 

Palavras-chave: peroxirredoxinas, Pseudomonas aeruginosa, ácido hipocloroso, 

hidroperóxido de urato, neutrófilos. 
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3.2.1 Introdução 

 A sepse infecciosa é uma condição clínica relevante no contexto da saúde pública, 

sendo responsável por altas taxas de mortalidade em pacientes críticos [90]. Esse panorama 

está comumente associado ao surgimento de micro-organismos multirresistentes, com 

destaque para as bactérias gram-negativas Acinetobacter baumannii, Klebsiella pneumoniae, 

Stenotrophomonas mallei e Pseudomonas aeruginosa [59]. Esta última bactéria é um bacilo 

que merece atenção especial por sua associação com infecções de caráter oportunista e 

processos sépticos de difícil controle, o que se deve à capacidade de expressar inúmeros 

fatores de virulência com destaque para a síntese de enzimas antioxidantes que subvertem às 

oxidações mediadas pelo sistema imune do hospedeiro [88,91,19,60,61]. 

Os neutrófilos desempenham papel crucial em processos agudos por constituírem a 

primeira linha de defesa contra bactérias, além de serem as células mais abundantes na 

corrente sanguínea. Na fase oxidativa, o complexo multimérico da nicotinamida adenosina 

dinucleotídeo fosfato oxidase (NADPH oxidase) reduz uma grande quantidade de O2, num 

processo denominado burst oxidativo, ao O2
-

 [10]. O O2
-

 pode se dismutar 

esponteaneamente ou catalisado pela enzima superóxido dismutase (SOD) ao H2O2. Essa 

molécula é utilizada como co-substrato para a mieloperoxidase (MPO), que amplifica o 

potencial oxidativo dos neutrófilos ao formar principalmente ácido hipocloroso (HOCl) e/ou 

radicais livres através dos ciclos clorinante e peroxidásico, respectivamente [92,8,5]. 

 Além de formar HOCl, a MPO pode oxidar outros substratos biológicos como tirosina, 

glutationa, ascorbato e ácido úrico [8,16]. Anteriormente foi demonstrado que o ácido úrico 

pode ser oxidado pela MPO em taxas de velocidade relativamente altas (4,610
5
 e 1,710

4 
M

-

1
s

-1
, para o composto I e II da enzima, respectivamente) [16], ao passo que produz radical de 

urato. Esse radical reage com O2
-

 [93] originando o hidroperóxido de urato (HOOU), que 

eventualmente atuaria como coadjuvante nos processos oxidativos [16,56,94]. Além disso, os 

derivados radicalares do ácido úrico podem formar adutos colvantes com peptídeos e 

proteínas do hospedeiro durante o curso da inflamação [57]. 

Na oxidação do ácido úrico, o ciclo clorinante da MPO é desviado devido a 

competição entre esse substrato e o cloreto pelo composto I [16]. Apesar de ocorrer a síntese 

do HOOU nesse processo, um estudo recente demonstrou que o ácido úrico protegeu uma 

cepa altamente virulenta de P. aeruginosa (linhagem PA14) contra a morte pela HL-60 

diferenciada em neutrófilos (dHL-60), por inibir o ciclo clorinante [17]. Assim, o estado de 

hiperuricemia parece ser prejudicial à defesa imune inata mediada por neutrófilos, o que 
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corrobora os achados clínicos de que pacientes hiperuricêmicos têm maior susceptibilidade à 

sepse [18]. 

 Os mecanismos pelos quais a P. aeruginosa subverte os efeitos dos oxidantes 

formados na inflamação aguda ainda não são completamente compreendidos. A hipótese é 

que as peroxirredoxinas (Prxs) bem como outras enzimas antioxidantes sejam cruciais para 

sobrevivência bacteriana durante o burst oxidativo, devido a sua distribuição ubíqua e a gama 

de substratos que podem ser reduzidos por ela [20,21]. Recentemente, foi demonstrado que a 

Prx LsfA aumentou a sobrevivência da cepa PA14 exposta ao H2O2, paraquat e tert-

butilhidroperóxido, bem como em modelo de pneumonia in vivo [19].   

A alquil hidroperóxido redutase (AhpC), uma 2-Cys Prx, também é uma Prx 

importante para a defesa bacteriana contra diversos oxidantes, incluindo H2O2, peróxidos 

orgânicos e peroxinitrito (ONOO
-
) [70]. As cepas de Legionella pneumophila mutantes para 

as enzimas AhpC1 e AhpC2 se mostraram duas a oito vezes mais sensíveis que a linhagem 

selvagem quando expostas à H2O2, paraquat, tert-butilhidroperóxido e peróxido de cumeno 

[82]. Dentre elas, a cepa ∆ahpc1 se mostrou duas vezes mais sensível que a ∆ahpc2, o que 

sugere maior abundância e/ou reatividade da AhpC1 para remoção de peróxidos [82]. 

Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi investigar o papel da AhpC1 na 

sobrevivência da cepa de P. aeruginosa PA14 quando desafiada com HOCl e HOOU in vitro, 

durante o burst oxidativo de neutrófilos na presença ou não de ácido úrico e em modelo 

animal de pneumonia aguda. 

 

3.2.2 Materiais e Métodos 

3.2.2.1 Materiais e reagentes 

 Cloreto de sódio, cloreto de cálcio, cloreto de magnésio, fosfato monobásico de sódio, 

fosfato dibásico de sódio, fosfato monopotássico, sulfato de amônio, ácido 

dietilenotriaminopentaacético (DTPA), ácido úrico, acetato de amônio, acetonitrila, 

riboflavina, Chelex, caldo Luria Bertani (LB), ampicilina, ágar Mueller Hinton (MH), Triton 

X-100, 3,3’,5,5’-tetrametilbenzidina (TMB), H2O2, ácido 4-aminobenzóico hidrazida 

(ABAH), apocinina, albumina de soro fetal bovino, 4,4′-ditiodipiridina, hidroxitolueno 

butilado, brometo de cetiltrimetilamônio (CTAB), dimetilsulfóxido (DMSO), coquetel com 

inibidores de proteases (S8820), triptona, extrato de levedura, glicerol, glicose anidra, 

Histopaque 1077 e 1119 foram obtidos da Sigma-Aldrich. O ácido hipocloroso foi obtido a 

partir de preparação comercial de água sanitária com o uso de NaOH (0,01M) e sua 

concentração determinada espectrofotometricamente (290nm = 3,5 x 10
2
 M

-1
cm

-1
) [95]. O 
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meio mínimo continha fosfato monobásico de sódio (31 mM), fosfato dibásico de sódio (39 

mM), sulfato de amônio (18 mM), cloreto de cálcio (100 µM), cloreto de magnésio (2 mM), 

DTPA (100 µM), glicose anidra (2%), pH 7,4. O PBS-glicose continha fosfato dibásico de 

sódio (10 mM), fosfato monopotássico (1,8 mM), cloreto de sódio (137 mM), cloreto de 

potássio (2,7 mM), glicose anidra (1%), pH 7,4. O ágar MH, caldo LB, salina, PBS-glicose e 

meio mínimo foram esterelizados por autoclavagem. 

  

3.2.2.2 Obtenção da linhagem mutante de PA14  

As cepas ∆ahpc1, ∆ohr, ∆ahpc2, ∆lsfa, ∆gpx e ∆ohrR foram produzidas pelo método 

de mutagênese dirigida por oligonucleotídeos de acordo com Kong e colaboradores [96], no 

qual o amplicon resultante foi clonado em um vetor pNPTS138 e introduzido na P. 

aeruginosa, linhagem PA14. As cepas selvagem (WT) e mutantes fazem parte da biblioteca 

de mutantes do laboratório da Profª. Drª. Regina Baldini, Instituto de Química, Universidade 

de São Paulo, as quais foram gentilmente cedidas para a pesquisa. 

 

3.2.2.3 Avaliação da atividade bactericida do HOCl 

 As cepas selvagem (WT), ∆ahpc1, ∆ohr, ∆ahpc2, ∆lsfa, ∆gpx e ∆ohrR foram 

crescidas em meio caldo LB, por 18 h, a 37ºC numa incubadora bacteriológica sob agitação 

de 350 rpm em termoshaker. Em seguida as células foram diluídas para OD625 nm = 0,1 em 

caldo LB e incubadas novamente por 5 h, diluídas em meio mínimo (1x10
6 

UFC/mL) e 

desafiadas com HOCl por 30 min a 37ºC, nas concentrações de 5 a 50 µM. Em seguida, o 

meio reacional foi diluído 200 vezes em caldo LB para capturar qualquer HOCl residual, e 10 

µL foram estriados em placas contendo ágar MH. As placas foram incubadas a 30ºC por 18 h 

e a atividade bactericida foi estimada pela contagem do número de colônias residuais sobre a 

placa [17]. 

 

3.2.2.4 Isolamento de neutrófilos do sangue humano periférico 

 As amostras de sangue humano foram obtidas de doadores voluntários, saudáveis, não 

fumantes, através de punção venosa periférica por protocolos previamente aprovados pelo 

Comitê de Ética em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Estadual do Sudoeste da 

Bahia sob parecer de número CAAE 46135315.4.0000.0055. O isolamento de granulócitos foi 

realizado como descrito por English & Andersen [97] com adaptações, no qual o sangue foi 

inicialmente coletado em tubos plásticos estéreis contendo heparina sódica e homogeneizado 

por inversão. Em seguida, 2 mL de Histopaque 1077 foi cuidadosamente vertido em 3 mL de 
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Histopaque 1119 em um tubo cônico estéril de 15 mL, em temperatura ambiente, seguido da 

adição de 4 mL do sangue coletado. Após centrifugação a 700g (Fanem 206-LB, São Paulo - 

Brasil) por 30 min à temperatura ambiente, o material sobrenadante foi descartado e a camada 

de granulócitos, localizada entre os dois gradientes, aspirada com o auxílio de uma pipeta 

Pasteur, lavada com 10 mL de salina estéril (0,9%) e novamente centrifugada a 300g por 10 

min. O sobrenadante foi descartado e o infranadante foi submetido à hemólise hipotônica, 

pela adição de 5 mL de água destilada gelada, para eliminar quaisquer resquícios de 

eritrócitos. Em seguida, a suspensão foi centrifugada a 300g por 10 min, o sobrenadante 

descartado e o infranadante ressuspendido em 2 mL de tampão PBS-glicose. A contagem de 

células foi realizada em câmara de Neubauer (Sigma-Aldrich, MA, EUA) e a viabilidade 

celular confirmada pelo método de exclusão por azul de tripan a 0,2% [98]. 

 

3.2.2.5 Avaliação da atividade bactericida de neutrófilos 

Após expansão das bactérias por 18 h, as cepas WT e ∆ahpc1 foram diluídas em caldo 

LB para OD625 nm = 0,1 e incubadas novamente por 5 h. Em seguida, as células foram 

centrifugadas a 1700g (Fanem 3400, São Paulo - Brasil) durante 10 min, ressuspendidas em 

volume apropriado de tampão PBS-glicose e opsonizadas em banho maria a 37°C por 20 min 

com 10% de soro humano inativado. Em seguida, os neutrófilos (1x10
6
 células/mL) foram 

desafiados com as bactérias (1x10
7 

UFC/mL) sob multiplicidade de infecção (MOI) de 10:1, 

previamente opsonizadas com soro autólogo inativado em banho-maria por 20 min a 37°C, 

em PBS-glicose na ausência ou presença de ácido úrico (200 e 400 µM), ácido 4-

aminobenzóico hidrazida (ABAH) (50 µM), inibidor da MPO [99,100] ou apocinina (APO) (1 

mM), inibidor da NADPH oxidase [101,102]. Após 1 h, Triton X-100 (10%) foi adicionado, a 

mistura reacional homogeneizada e mantida em gelo por 10 min para lise total dos neutrófilos. 

Em seguida, o homogeneizado total foi diluído 10
4
 vezes em PBS-glicose, 10 µL foram 

coletados, pipetados e estriados em placas contendo ágar MH. As placas foram incubadas a 

30ºC por 18 h. A atividade bactericida foi estimada pela contagem do número de colônias 

residuais sobre a placa [67,17]. 

 

3.2.2.6 Síntese química e quantificação do HOOU 

A síntese do hidroperóxido de urato foi realizada de acordo com o método proposto 

por [103,56]. Resumidamente, foram preparadas as soluções de urato (20 mM) em NaOH (40 

mM), e riboflavina (500 μM) em tampão fosfato (20 mM; pH = 6). A reação entre urato (1,5 

mM) e riboflavina (0,01 mM) foi realizada em um volume de 4 mL em placa para cultura de 
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células com 6 poços contendo tampão fosfato (20 mM; pH = 6,8) exposta à radiação UV-A 

(365 nm; irradiador UV-A com 6 lâmpadas; 15 e 2,2 mW/cm
2
,
 
Novatecnica Campinas-Brasil) 

a 20°C sob agitação contínua por 10 min. Antes de iniciar a síntese, as soluções foram 

agitadas com Chelex por pelo menos 1 h para remoção de metais-traço. 

A separação e identificação do HOOU foi realizada utilizando um sistema de CLAE 

(Shimadzu, Tóquio - Japão) com duas bombas LC-6AD, injetor manual CTO-10A, detector 

de absorbância UV SPD-20A, controlador de sistema CBM-20A conectado a um computador 

com LC Software Solution. A coluna preparativa TSK-Gel amida-80 (21,5 mm x 30 cm, 10 

µm de tamanho de partícula; Tosoh Bioscience; Tóquio, Japão) foi usada como fase 

estacionária. A fase móvel foi acetato de amônio (10 mM), pH 6,8 (solvente A) e acetonitrila 

(solvente B) e a separação foi realizada em modo isocrático utilizando 60% de solvente B por 

30 min com fluxo de 4,0 mL/min. Imediatamente antes da injeção, a reação foi diluída (40% 

de reação e 60% de acetonitrila) e 7 mL foram injetados no sistema de CLAE. 

Aproximadamente 4 mL de HOOU (tempo de retenção = 18 min) foram coletados e expostos 

ao argônio para evaporar a acetonitrila. Por fim, para garantir máxima remoção do solvente 

orgânico, utilizou-se um balão kitasato conectado a uma bomba a vácuo por mais 5 min. O 

HOOU foi quantificado espectrofotometricamente a 308 nm ( = 6.537 M
-1

.cm
-1

) [56], e a 

concentração foi confirmada pela reação do alaranjado de xilenol utilizando H2O2 como 

padrão [104]. 

 

3.2.2.7. Avaliação da atividade bactericida do HOOU 

As cepas WT e ∆ahpc1 foram crescidas em meio caldo LB, por 18 h, a 37ºC em uma 

incubadora bacteriológica sob agitação de 350 rpm. Em seguida, as células foram diluídas 

para OD625 nm = 0,1 em caldo LB e incubadas novamente por 5 h. As bactérias foram, então, 

diluídas em meio mínimo (1x10
6 

UFC/mL) e desafiadas com HOOU por 30 min, nas 

concentrações de 5 a 100 µM. Em seguida, o meio reacional foi diluído 200 vezes em caldo 

LB, 10 µL coletados, pipetados e estriados em placas contendo ágar LB. As placas foram 

incubadas a 30ºC por 18 h. A atividade bactericida foi determinada pela contagem do número 

de colônias residuais sobre a placa. 

 

3.2.2.8 Análise da homologia entre a AhpC1 de P. aeruginosa e AhpC de Xylella fastidiosa 

Análises in silico foram realizadas buscando identificar a similaridade entre a AhpC1 

de P. aeruginosa e AhpC de X. fastidiosa. As sequências foram obtidas através do banco de 

dados UniProt (https://www.uniprot.org) e alinhadas com o auxílio da ferramenta Basic Local 

https://www.uniprot.org/
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Alignment Search Tool (BLAST) disponível no site National Center for Biotechnology 

Information (NCBI) (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Foi encontrada 61% de 

identidade entre a AhpC1 de P. aeruginosa (Q02UU0) e AhpC de X. fastidiosa (Q87DE0) 

(Fig. 1). Embora haja apenas 61% de identidade entre as proteínas, o sítio ativo de ambas 

permanece conservado no resíduo de cisteína da posição 47.  

 

Fig. 1. Alinhamento entre os aminoácidos das proteínas AhpC1 de PA14 (Q02UU0) e AhpC 

de X. fastidiosa (Q87DE0). Os destaques em azul representam a identidade entre as 

sequências das proteínas enquanto o destaque em vermelho indica a posição do sítio ativo 

(C47). 

 

3.2.2.9 Expressão da proteína recombinante 

O gene ∆ahpc1 foi amplificado, a partir de cosmídeos contendo genes de Xylella 

fastidiosa que foram disponibilizados pelo Projeto Genoma Xylella fastidiosa, por PCR 

utilizando oligonucleotídeos específicos. Para a execução de todas as reações descritas foi 

utilizado o termociclador Perkin-Elmer 9700 (Applied Biosystems) e a enzima Taq DNA 

polimerase. A amplificação foi confirmada por eletroforese em gel de agarose. O produto de 

PCR referente ao gene de interesse e o vetor de expressão pET15b foram simultaneamente 

digeridos com as enzimas de restrição adequadas. Ao final da digestão, os produtos foram 

submetidos à eletroforese em gel de agarose e os fragmentos correspondentes extraídos 

utilizando o kit Wizard SV Gel and PCR Clean-up system (Promega Corporation), conforme 

orientações do fabricante. Após a extração, o gene e o vetor de expressão foram ligados 

utilizando a enzima T4 DNA ligase e o produto inserido na bactéria Escherichia coli DH5α 

por eletroporação. Após o crescimento em meio sólido seletivo LB/Amp (triptona 1%, extrato 

de levedura 0,5%, cloreto de sódio 1% e ágar 2%, com ampicilina 50 μg/mL), algumas 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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colônias foram selecionadas para confirmação do inserto por PCR seguido por eletroforese 

em gel de agarose. Após confirmação as colônias foram crescidas em meio líquido LB/Amp e 

o vetor ligado com o gene foi isolado utilizando o Perfectprep-Plasmid mini (Eppendorf AG, 

Hamburgo, Alemanha), segundo as orientações do fabricante. A presença do vetor com o 

gene foi confirmada por eletroforese em gel de agarose. O vetor foi então inserido em 

linhagens bacterianas de expressão por eletroporação para expressão do produto gênico. 

Todas as linhagens transformadas foram estocadas em glicerol 20% a −70°C. As linhagens 

transgênicas foram inoculadas em 50 mL de LB/Amp e crescidas overnight a 37°C. No dia 

seguinte, as células foram diluídas em 1 L de meio LB/Amp para a OD600nm = 0,2. Quando 

atingiram a OD600nm = 0,6, o meio foi suplementado com IPTG (1 mM, concentração final) e 

deixado por mais 3 h sob agitação para indução da expressão do gene clonado. Após indução, 

as células foram coletadas por centrifugação a 5000 rpm, lavadas com água fria e congeladas 

a -80°C [105]. 

 

3.2.2.10 Purificação da proteína recombinante 

O pellet de bactérias foi ressuspendido em tampão de lise celular (tampão Tris HCl 50 

mM, pH 7,4, NaCl 100 mM, glicerol 10% e 500 µL de inibidor de protease livre de EDTA) 

(SigmaFAST, uma pastilha dissolvida em 2 mL), num volume de 20 mL. As células foram 

então submetidas a diversos ciclos de sonicação por 20 s no aparelho Branson Digital Sonifier 

450 (Branson Ultrasonics Corporation, Danbury, Connecticut, USA), seguidos de 60 s de 

descanso em gelo com amplitude de 30% e tempo total de 5 minutos. Após lise, adicionou-se, 

sob agitação em banho de gelo, sulfato de estreptomicina a 1%. Após 20 min, as células foram 

centrifugadas a 15000 rpm por 30 min a 4°C. Em seguida o extrato protéico solúvel foi 

filtrado em membrana de 0,22 µm (Milipore) e utilizado para purificação da proteína de 

interesse. A proteína foi purificada através da cromatografia de afinidade utilizando-se uma 

coluna HiTrap™ Talon crude (GE Healthcare). A coluna foi inicialmente equilibrada com 

tampão A (Tris.HCl 50 mM pH 7,4, NaCl 100 mM e glicerol 10%) e o extrato proteíco foi 

injetado sob um fluxo de 5 mL/min. Em seguida, a coluna foi lavada com 100 mL do tampão 

A contendo 5 mM de imidazol sob um fluxo de 8 mL/min.  A eluição da proteína de interesse 

foi realizada com tampão de eluição (Tris.HCl 50 mM pH 7,4, NaCl 100 mM, glicerol 10% e 

imidazol 400 mM) sob um fluxo de 5 mL/min, coletando-se o eluente em frações de 2 mL. A 

qualidade da purificação foi verificada por SDS-PAGE das frações eluidas. As frações 

contendo bandas com massa molecular aproximada de 22,7 kDa foram reunidas, concentradas 

através da ultrafiltração em filtro Amicon Ultra 10 kDa e quantificadas através 



20 
 

espectrofotometricamente (Ɛ280nm = 27055 M
-1 

cm
-1

). Em seguida, as amostras foram 

estocadas a -80°C para ensaios posteriores [105]. 

 

3.2.2.11 Redução e quantificação do tiol da proteína 

A enzima foi reduzida com DTT (5 vezes em excesso) em tampão fosfato de sódio (5 

mM, pH 7,4, e DTPA 100 μM) tratado com catalase (10 µg/mL) por 2 h a 37ºC. O excesso de 

DTT foi removido por ultrafiltração em filtro Amicon Ultra 10 kDa. A enzima foi estocada 

sob atmosfera livre de oxigênio. A determinação dos tiois livres foi realizada com 5 µL da 

amostra e 50 µL de 4,4′-ditiodipiridina  (DTPY, 1 mM) em 100 µL de tampão fosfato de 

sódio (5 mM, pH 7,4, e DTPA 100 μM) pré-tratado com catalase (10 µg/mL). A catalase foi 

removida do tampão utilizando filtro Amicon 10 kDa. As amostras foram incubadas com o 

DTPY por 5 min a temperatura ambiente e os tiois foram quantificados através do coeficiente 

de extinção molar em 324 nm (Ɛ324nm = 21400 M
-1

cm
-1

) [106,107]. As proteínas foram 

utilizadas apenas quando mais de 80% dos tiois encontravam-se reduzidos. 

 

3.2.2.12 Determinação da cinética de reação 

A oxidação da enzima foi acompanhada pela mudança da fluorescência intrínseca da 

proteína [79,108,109,110]. As reações foram feitas em tampão fosfato de sódio (5 mM); pH 

7,4 e DTPA (100 μM), previamente pré-tratado com catalase (10 μg/mL). A catalase foi 

removida do tampão utilizando filtro Amicon 10 kDa antes da reação. A reação entre a 

enzima pré-reduzida (1 μM) e concentrações crescentes de HOOU foi acompanhada em um 

espectrofotômetro de fluxo interrompido a 25°C (Applied Photophysics SX18MV), sob 

excitação em 280 nm e emissão acima de 320 nm. Um excesso de pelo menos vinte vezes do 

HOOU foi utilizado para garantir condições de pseudo-primeira ordem. O valor da constante 

de pseudo-primeira ordem (kobs) da diminuição da fluorescência foi determinada pelo ajuste 

exponencial dos dados. Os valores de kobs foram plotados versus a concentração de HOOU e a 

constante de segunda ordem foi obtida a partir do ajuste linear dos dados. Como controle, a 

constante de reação de H2O2 com AhpC também foi determinada usando 0,5 μM de AhpC e 

H2O2 de 0,5 a 1,5 μM, desde que as condiçoes de análise estavam no limite de detecção do 

aparelho.  
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3.2.2.13 Modelo animal 

 Foram utilizados camundongos machos (n = 19) da linhagem C57BL/6, oito semanas 

de idade, adquiridos da Anilab (Paulinia, São Paulo) e acondicionados no biotério do Instituto 

Multidisciplinar de Saúde da Universidade Federal da Bahia por 21 dias para ambientação, os 

quais foram mantidos sob ciclo claro/escuro de 12 horas e condições livres de patógeno, 

controle de temperatura (23 ± 3°C) e livre acesso à água e ração padrão comercial 

(Pragsoluções, São Paulo). Todos os experimentos foram de acordo com os Princípios Éticos 

na Experimentação Animal adotado pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentação 

Animal (CONCEA), sendo aprovada pela Comissão Ética no Uso de Animais da 

Universidade do Sudoeste da Bahia, sob o parecer de número 171/2018. 

 

3.2.2.14 Infecção intranasal 

 As linhagens selvagem e a ∆ahpc1 de PA14 foram cultivadas como descrito no item 

3.2.2.3. Após atingirem a OD625nm = 0,1, as bactérias foram centrifugadas a 4500g por 8 min, 

e o pellet ressuspenso em salina 0,9% estéril para a concentração de 6.7x10
7
 bactérias/mL. Os 

animais foram anestesiados com cetamina (100 mg/kg de peso corporal) e midazolam (1 

mg/kg de peso corporal) [111]. Os animais (n = 8 para cada linhagem bacteriana) foram 

infectados com 30 µL da suspensão bacteriana por via intranasal conforme descrito por Aoki 

e colaboradores [112]. Os animais controle (naïve, n = 3) foram inoculados via intranasal com 

30 μL de salina estéril. 

 

3.2.2.15 Coleta do lavado broncoalveolar (LBA) e órgãos  

Após 24 h de infecção com a linhagem selvagem ou ∆ahpc1, os animais foram 

eutanasiados por aprofundamento anestésico de cetamina (50 mg/kg) e xilazina (16 mg/kg) e 

em seguida foram submetidos à traqueostomia para canulação da traqueia com cateter de 

infusão (G22), e os pulmões foram lavados com 1,5 mL de solução PBS glicose (três lavagens 

de 500 µL) para coleta do LBA. As amostras foram mantidas em gelo até o final do 

procedimento a fim de evitar lise celular. Os orgãos (pulmões, fígado e baço) foram coletados 

cirurgicamente por laparotomia mediana e estocados até o processamento de acordo com as 

exigências de cada análise. A carcaça foi armazenda em freezer -20°C para posterior 

incineração. 
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3.2.2.16 Análise do LBA 

A contagem total de leucócitos no LBA foi realizada em câmara de Neubauer 

posteriormente a lise total das hemácias com solução de Turk (NewProv, Brasil). Em seguida, 

50 µL do LBA foram citocentrifugados a 4500g (Presvac, Brasil) durante 7 min e as lâminas 

foram coradas com kit Panótico rápido (NewProv, Brasil) através de um banho de imersão em 

três soluções distintas: metanol, eosina e azul de metileno. Um total de 100 células por lâmina 

foram contadas por dois analistas treinados utilizando os critérios morfológicos padrões [113]. 

O restante do LBA foi centrifugado a 1500g por 10 min a 4ºC (Z 36 HK, Hermle-

Labortechnik, Alemanha), e o sobrenadante coletado e acondicionado a -80°C para as análises 

posteriores.   

 

3.2.2.17 Determinação dos níveis de nitrito no LBA 

O nitrito do LBA foi dosado pelo método de Griess [114]. O sobrenadante do lavado 

(50 μL) foi incubado com 50 μL de solução de naftiletilenodiamina (0.1%) e 50 μL de solução 

de sulfanilamida (1%) por 10 min a 25ºC, a absorbância foi determinada a 540 nm e 

interpolada numa curva padrão de nitrito (1,65 a 100 μM). 

 

3.2.2.18 Contagem das unidades formadoras de colônias nos tecidos 

Os órgãos (pulmão direito, fígado e baço) foram imediatamente homogeneizados em 

tampão PBS na concentração de 100 mg/mL, com auxílio do sistema TissueRuptor (Qiagen, 

EUA) [115]. Uma alíquota de 10 μL do homogeneizado de cada órgão macerado foram 

semeados em placas ágar MH e incubadas overnight a 30ºC para contagem do número de 

colônias residuais [19]. As unidades formadoras de colônicas foram expressas em UFC/g de 

tecido. 

 

3.2.2.19 Análises histológicas 

O pulmão esquerdo foi removido e imerso numa solução fixadora de Methacarn (60% 

de metanol, 30% de clorofórmio e 10% de ácido acético) durante um período de 24 h e depois 

o fixador foi substituído por álcool etílico hidratado 70%. O tecido pulmonar foi então 

parafinizado, cortado em secções de 4 μm de espessura em micrótomo (Leica RM2125RTS, 

China) e corados com hematoxilina e eosina (HE).  O infiltrado neutrofílico foi avaliado em 

30 campos aleatórios das secções pulmonares coradas com HE e microfotografadas em 

microscópio óptico (BX51, Olympus, Japão) acoplado a câmera fotográfica (Kontron 

Electronic KS-300, Eching, Germany) sob aumento de 400x. A quantificação em duplo-cego 
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do número de neutrófilos por campo foi feita por operadores treinados e com auxílio do 

programa ImageJ 1.44P (National Institutes of Health, EUA).  

 

3.2.2.20 Determinação das concentrações de proteínas nas amostras 

 A concentração de proteínas total nas amostras do homogeinizado do tecido pulmonar 

foi determinada pelo ensaio colorimétrico de Bradford a 595 nm [116]. A curva de calibração 

foi feita empregando-se albumina de soro bovino (Sigma-Aldrich) (0 a 1,4 mg/mL). 

 

3.2.2.21 Atividade peroxidásica nas amostras dos pulmões dos camundongos  

O ensaio da atividade peroxidásica com o 3,3’,5,5’ – Tetrametilbenzidina (TMB) foi 

realizado como descrito anteriormente [117,118]. Resumidamente, o tecido pulmonar foi 

homogeneizado em tampão fosfato de potássio 50 mM, pH 6,0, na proporção de 100 mg/mL e 

em seguida centrifugado (10.000g) por 10 min a 4ºC (Z 36 HK, Hermle-Labortechnik, 

Alemanha). Brometo de Cetil Trimetilamonio (CTAB, 0,5%) foi adicionado ao sobrenadante. 

Em seguida, o homogenato (10 µL) foi misturado com 110 µL da solução de TMB (TMB 2,9 

mM em DMSO 14%, e tampão fosfato de sódio 150 mM, pH 5,4) e 80 µL de H2O2 (0,75 

mM) foi adicionado para iniciar a reação. A oxidação do TMB foi acompanhada a cada 30 s, à 

temperatura ambiente, por 5 min em 450 nm (450 nm = 5,9 x 10
4
 M

-1
 cm

-1
). Um grupo 

infectado com a cepa WT contendo ABAH (100 µM) foi utilizado como controle para avaliar 

o envolvimento da MPO na oxidação do TMB [99,100]. Os resultados foram expressos como 

atividade específica (U/mg proteína), onde uma unidade de atividade peroxidásica foi definida 

como a quantidade de enzima que produz 1 µmol de TMB oxidado por min. 

 

3.2.2.22 Avaliação das espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico  

 A peroxidação lipídica no homogenato do tecido pulmonar foi estimada pelo ensaio de 

substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARs), de acordo com o método proposto por 

Draper e colaboradores [119]. O tecido pulmonar esquerdo (100 mg/mL) foi homogeneizado 

em tampão Tris HCl (50 mM), pH 8,0, contendo hidroxitolueno butilado (0,02%) para evitar 

oxidações espúrias. Em seguida, o homogenato foi centrifugado (Z 36 HK, Hermle-

Labortechnik, Alemanha) a 1600g por 10 min a 4ºC para coleta do sobrenadante. 

Posteriormente, o sobrenadante foi diluido a 50% no tampão Tris.HCl, num volume final de 

100 µL, acrescido de 100 µL de ácido tricloroacético 10%, e 800 µL de ácido tiobarbitúrico 

(530 mg dissolvidos em 100 mL de ácido acético 20%). A mistura reacional foi incubada por 

1 h a 95ºC, seguido do resfriamento em gelo por 10 min a fim de cessar a reação. As amostras 
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foram novamente centrifugadas (1600g, 10 min a 4ºC) e a absorbância medida a 535 nm (SP 

2000 UV, BEL® Photonics, Brasil). A concentração de TBARS no tecido pulmonar foi 

calculada com base na curva feita com o padrão de malondialdeído (0-50 µM), normalizada 

pela concentração de proteínas e expressa em mol de equivalentes de MDA/g de proteína. 

 

3.2.2.23 Avaliação do nível de transcrição de citocinas 

 As amostras dos tecidos pulmonares foram homogeneizadas em reagente de lise 

TRIzol
TM

 (Invitrogen, EUA) de acordo com as instruções do fabricante com o auxílio do 

sistema TissueRuptor (Qiagen, EUA). Durante o processo de purificação, o RNA foi tratado 

com TURBO DNA-free
TM

 (Invitrogen, EUA) para digestão de possíveis contaminações por 

ácido desoxirribonucléico (DNA) de acordo com as orientações do fabricante. As amostras 

foram acondicionadas a –80ºC até o momento da transcrição reversa.  

A concentração (ng/μL) e pureza (A260/A230 e A260/A280) do RNA total foram 

avaliadas por espectrofotometria (NanoDrop
TM

 2000, Thermo Fisher Scientific, EUA). O 

cDNA foi sintetizado a partir de 2 µg do RNA total por meio do kit de transcrição reversa 

High-Capacity RNA-to-cDNA
TM

 (AppliedBiosystem, EUA), segundo as instruções do 

fabricante, e acondicionado a -80ºC até o momento da realização da qPCR. 

Os níveis de expressão do TNF-α, interleucina-6 e GAPDH (gene de referência), cujas 

sequências dos primers estão representadas na Tabela 1, foram quantificados por PCR de 

tempo real utilizando o sistema SYBR Green Mastermix (AppliedBiosystem, EUA). Todos os 

procedimentos foram conduzidos de acordo com as instruções do fabricante e a 

termociclagem realizada com o auxílio do termociclador StepOne Plus (AppliedBiosystem, 

EUA) [120].  

 

Tabela 1. Sequência de bases nitrogenadas utilizadas para a construção dos primers. 

Gene Primers (5´ - 3´) Referência 

GAPDH 

 

Forward: ATGACATCAAGAAGGTGGTG 

Reverse: CATACCAGGAAATGAGCTTG 

 

[121] 

IL-6 

 

Forward: TGATGCTGGTGACAACCACG 

Reverse: CAGAATTGCCATTGCACAACTC 

 

[122] 

TNF-α 
Forward: CCCGAAGCGGACTACTATGC 

Reverse: TAGATGGCGTTGTTGCGGT  

[122] 
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3.2.2.24 Análise estatística 

 Os resultados obtidos com HOCl foram referentes à triplicata de três experimentos 

independentes e expressos como IC50 ± erro padrão, que representa a concentração necessária 

para reduzir a população bacteriana em 50%, e aqueles obtidos com células e com HOOU 

foram expressos como média do percentual de sobrevivência ± desvio padrão calculado a 

partir do controle negativo. Já os dados obtidos in vivo foram expressos em média ± erro 

padrão de cada grupo. Os dados foram analisados por One-way ANOVA seguidos pelo post-

test de Newman-Keuls, quando apropriado. As diferenças foram consideradas significativas 

quando o valor de p<0,05. As análises foram realizadas no programa GraphPad-Prism. Para 

triagem com o HOCl foi realizado duplicata de dois experomentos indepentes, conforme 

destacado na figura. 

 

3.2.3 Resultados 

Em experimentos preliminares observamos que a cepa com delação para o gene ahpc1 

foi a mais sensível ao HOCl dentre todas as cepas testadas (Tabela 2). O valor de IC50 para o 

HOCl incubado com a cepa Δahpc1 foi sete vezes menor que aquele determinado para a cepa 

selvagem (2,8±1,08 versus 21,5±0,73 µM, respectivamente; p=0,0058) (Fig. 2). 

 

Tabela 2. Determinação do IC50 para o HOCl incubado com as bactérias selvagem e 

mutantes. 

Cepas IC50 HOCl (µM)* 

WT 21,5±0,7 

Δahpc1 2,8±1,1 

Δahpc2 10,0±0,1 

Δohr 13,7±0,4 

ΔohrR 10,1±0,7 

Δlsfa 10,4±0,4 

Δgpx 6,7±0,2 

WT: selvagem. *Dados expressos em média ± erro padrão de dois experimentos independentes. 

As bactérias (1x10
6
 UFC/mL) foram incubadas com HOCl por 30 min a 37ºC em meio 

mínimo. Posteriormente, o meio reacional foi diluído 200 vezes em caldo LB e a suspensão 

bacteriana estriada sobre placa contendo ágar MH para a contagem das colônias remanescentes 

após 24 h a 30ºC.  
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Fig. 2. Curva de inibição de crescimento das cepas WT e ∆ahpc1 de PA14 na presença de 

HOCl. As bactérias (1x10
6
 UFC/mL) foram incubadas com HOCl por 30 min a 37ºC em meio 

mínimo. Posteriormente, o meio reacional foi diluído 200 vezes em caldo LB e a suspensão 

bacteriana estriada sobre placa contendo ágar MH para a contagem das colônias 

remanescentes após 24 h a 30ºC. Os dados foram expressos em média ± erro padrão da média 

das triplicatas de três experimentos independentes. Os dados foram ajustados nas equações 

hiperbólica e sigmoidal para as cepas ∆ahpc1 e WT, respectivamente, com auxílio do 

software GraphPad Prism 5.0. 

 

 Em seguida, as cepas WT e ∆ahpc1 foram opsonizadas com soro autólogo e incubadas 

com neutrófilos humanos por 1 h a 37ºC. Aproximadamente metade das bactérias selvagens 

sobreviveram ao burst oxidativo, enquanto que a cepa ∆ahpc1 foi estatisticamente mais 

sensível à morte pelos neutrófilos quando comparada com a linhagem WT (% de 

sobrevivência = 50 versus 36, respectivamente, p=0,0093, por test t-student). A adição de 

ácido úrico, um reconhecido antioxidante endógeno [123,48] e substrato da MPO [16], nas 

concentrações fisiológicas de 200 e 400 µM aumentou a sobrevivência da cepa WT de 50% 

para 73% (p<0,0002) e 80% (p<0,0002), respectivamente (Fig. 3A). Surpreendentemente, 

esse composto diminuiu a sobrevivência da cepa ∆ahpc1 de 36% para 22% (p<0,01) ou 26% 

(p<0,01), nas concentrações de 200 e 400 µM, respectivamente (Fig. 3B). Além disso, ABAH 

(50 µM) restaurou a sobrevivência das bactérias selvagem (Fig. 3A) e mutante (Fig. 3B) para 

70% (p=0,002) e 78% (p=0,0001), respectivamente. APO (1 mM) também restaurou a 

sobrevivência da WT e ∆ahpc1 (Fig. 3) para 85% (p=0,00011) e 79% (p=0,0001), 

respectivamente. Em neutrófilos incubados com a cepa WT, cerca de 16% da morte foi 

decorrente exclusivamente ao H2O2, conforme observado pela diferença na sobrevivência 

entre as incubações contendo APO e ABAH (p=0,01) (Fig. 3A). 
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Fig.. 3. Sobrevivência bacteriana ao burst oxidativo de neutrófilos e efeito do ácido úrico na 

sobrevivência das cepas WT (A) e ∆ahpc1 (B) de PA14. As bactérias (1x10
7
 UFC/mL) 

opsonizadas foram incubadas com neutrófilos (1x10
6
 células/mL) por 1 h, na presença de 

ácido úrico nas concentrações de 200 e 400 µM, ABAH (50 μM) e APO (1 mM). 

Posteriormente, o meio reacional foi acrescido de Triton X-100 (10%) e incubado por 10 min 

no gelo. Em seguida, o meio foi diluído 10
4
 vezes em PBS-glicose e a suspensão bacteriana 

foi estriada sobre placa contendo ágar a 30ºC overnight.  Os dados foram expressos em 

médias ± erro padrão das triplicatas de três experimentos independentes, com exceção dos 

controles contendo ABAH e APO que foram em triplicata de dois experimentos 

independentes. *p<0,05 comparado com o grupo sem ácido úrico; #p<0,05 comparado o 

grupo APO com ABAH, conforme ANOVA one-way seguido do post-test de Newman-Keuls. 

  

 Os resultados acima sugerem que o HOOU formado pelos neutrófilos (Silva et al., 

2018) pode ser o responsável pela morte acentuada da cepa ΔahpC1. Por essa razão, 

decidimos investigar o efeito do HOOU sobre a sobrevivência bacteriana in vitro. HOOU nas 

concentrações de 5 a 100 µM não causou a morte da cepa WT quando incubados por 30 min a 

37ºC (Fig. 4A). Por outro lado, HOOU em até 20 µM matou aproximadamente 50% das 

bactérias mutantes no gene ahpc1, enquanto que concentrações mais altas restaurou o padrão 

de crescimento bacteriano (Fig. 4B). Destaca-se que a fase móvel utilizada na purificação do 

HOOU por HPLC (em até 40 µL), contendo acetato de amônio residual, não interferiu na 

sobrevivência de ambas bactérias selvagem e mutante.  

A B 
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Fig. 4. Sobrevivência bacteriana ao HOOU em cepas PA14 WT (A) e PA14 ∆ahpc1 (B) in 

vitro. As bactérias (1x10
6
 UFC/mL) foram incubadas com HOOU por 30 min em meio 

mínimo (MM) a 37°C. Posteriormente, o meio reacional foi diluído 200 vezes em caldo LB e 

a suspensão bacteriana estriada sobre placa contendo ágar LB. Após 24 h a 30°C, as unidades 

formadoras de colônias (UFC/mL) residuais foram contadas.  FM: fase móvel (40 µL). Os 

dados foram expressos em médias ± erro padrão das triplicatas de três experimentos 

independentes. *p<0,05 quando comparado com as bactérias incubadas em MM, conforme 

ANOVA one-way seguido do post-test de Newman-Keuls.  

 

Em seguida, investigamos a taxa de oxidação de AhpC1 de X. fastidiosa por H2O2 

(Figs. 5A e 5B) e HOOU (Figs. 5C e 5D) em experimentos de cinética rápida com o intuito de 

verificar a velocidade da reação entre a enzima e os oxidantes. A intensidade da fluorescência 

decaiu rapidamente na presença de ambos oxidantes (Figs. 5A e 5C), sugerindo a oxidação do 

tiol à ácido sulfênico. As constantes de velocidade observadas foram linearmente dependentes 

da concentração de H2O2 (Fig. 5B) e HOOU (Fig. 5D) e as constantes de velocidade de 

segunda ordem, correspondentes à inclinação da reta, foram 1,54±0,07 x 10
8
 M

-1
s

-1
 e 

2,26±0,09 x 10
6
 para H2O2 e HOOU, respectivamente. 

 

A B 
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Fig. 5. Cinética de oxidação da AhpC1 pelo H2O2 (A e B) e HOOU (C e D). Em (A), a 0,5 

μM da AhpC1 pré-reduzida foi incubada com 1 μM de H2O2 e em (C) 1 μM da enzima foi 

incubada com 60 μM de HOOU. As reações foram feitas em tampão fosfato de sódio 5 mM 

(pH 7,4, 25°C) e monitoradas ao longo do tempo pela variação da fluorescência intrínseca da 

proteína (ex = 280 nm, filtro de emissão > 320 nm) em fluorímetro de fluxo interrompido. As 

constantes de velocidade observadas (kobs) foram calculadas pelo decaimento exponencial 

simples (traço vermelho). (B e D) kobs versus a concentração de H2O2 e HOOU, 

respectivamente. A constante de velocidade da segunda ordem foi calculada a partir desta 

inclinação (traço vermelho). V: voltagem. 

 

No intuito de verificar se a AhpC1 também é importante na sobrevivência da PA14 in 

vivo, nós infectamos camundongos com as cepas selvagem e ∆ahpc1, via intranasal, para 

induzir pneunomia aguda. Após 24 h da infecção, o pulmão, baço e fígado foram coletados e 

o número de UFC foi estimado. Os dados mostraram que os animais infectados com a cepa 

∆ahpc1 apresentaram menor carga bacteriana no órgão primário de infecção (Fig. 6), quando 

comparada à cepa WT (1,8x10
3
 versus 1x10

4
 UFC/g de tecido, respectivamente; p<0,0001). 

A B 

C D 
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Além disso, a cepa WT revelou-se mais virulenta, sendo capaz de se disseminar por outros 

órgãos, como baço e fígado, após 24 h de infecção (Fig. 6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 6. A AhpC1 confere virulência a PA14 durante a infecção pulmonar. Camundongos 

C57BL/6 foram infectados com 2x10
6
 bactérias (30 μL) das linhagens WT e ∆ahpc1 por via 

intranasal. Após 24 h de infecção, os animais foram eutanaziados, os órgãos coletados e 

imediatamente macerados em PBS-g.  Em seguida, o sobrenadante foi coletado, diluído, 

estriado em placa contendo ágar MH e o número de unidades formadoras de colônias (UFC/g 

de tecido) foi determinado. Os dados foram expressos em média ± erro padrão de 8 animais 

para os grupos infectados e 3 animais para o grupo controle. *p<0,05 comparado com o grupo 

controle. 
#
p<0,05 comparado com o grupo infectado por ∆ahpc1, conforme ANOVA one-way 

seguido do post-test de Newman-Keuls. 

 

 A pneumonia induzida por P. aeruginosa foi associada ao aumento na contagem de 

leucócitos totais no LBA dos animais infectados com ambas cepas WT e ∆ahpc1 (Fig. 7). O 

influxo de leucócitos foi aproximadamente oito vezes maior nos animais infectados com 

PA14 selvagem do que nos animais naïve (p<0,0001) (Figs. 7A e D), sendo os neutrófilos o 

maior representante dentre os leucócitos totais (94%). Os camundongos infectados com 

∆ahpc1 apresentaram um infiltrado leucocitário (Figs. 7A e E) e, consequentemente, 

neutrofílico (Fig. 7B) cerca de 50 e 70% menor que a cepa WT, respectivamente (p<0,0001 

para ambos). 
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Fig. 7. Contagem de leucócitos totais (A) e de neutrófilos (B) no LBA após 24 h de infecção 

intranasal com as cepas WT e ∆ahpc1 (2x10
6
 UFC). Após 24 h da inoculação das bactérias, o 

LBA foi coletado, as células foram diluídas em líquido de Turk e contadas em câmara de 

Neubauer. A contagem diferencial foi realizada após citocentrifugação de 50 µL da amostra, 

coloração pelo método Panótico rápido, e contagem de um total de 100 células. 

Fotomicrografias representativas da contagem de células no LBA de camundongos C57BL/6 

naïve (C), inoculados com a cepa WT (D) ou ∆ahpc1 (E). Os dados foram expressos em 

média ± erro padrão de 8 animais para os grupos infectados e 3 animais para o grupo controle 

(naïve). *p<0,05 comparado com o grupo controle; 
#
p<0,05 comparado com o grupo 

infectado por ∆ahpc1, conforme ANOVA one-way seguido do post-test de Newman-Keuls.  

 

Na avalição histológica, os pulmões dos camundongos infectados com a cepa WT 

apresentaram um intenso infiltrado neutrofílico (~19 células/campo) (p<0,0001) (Fig. 8A), 

enquanto que nos animais infectados pela cepa ∆ahpc1 a quantidade de neutrófilos nesse 

tecido foi semelhante ao grupo naïve (~1,9 células/campo) (Fig. 8A). A presença dos 

neutrófilos foi confirmada pela determinação da atividade peroxidásica tecidual, que se 

mostrou duas vezes maior no tecido do animal inoculado com a cepa WT quando comparada 

com a linhagem ∆ahpc1 (p<0,0001) (Fig. 8B). O uso de ABAH (100 μM) confirmou que a 

oxidação do TMB pelo homogeneizado do grupo infectado pela cepa WT foi decorrente quase 

que exclusivamente à presença dessa enzima (Fig. 8B). 
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Fig. 8. Contagem de neutrófilos no tecido pulmonar após 24 h de infecção (A), atividade 

peroxidásica (B) e fotomicrografias representativas da contagem de neutrófilos (setas) nas 

lâminas do tecido pulmonar coradas com HE de um animal do grupo naïve (C), inoculado 

com a cepa WT (D) e ∆ahpc1 (E) sob aumento de 400x. Camundongos C57BL/6 foram 

infectados com 2x10
6
 bactérias das linhagens WT e ∆ahpc1 por via intranasal. Após 24 h de 

infecção, o tecido pulmonar foi coletado cirurgicamente por laparotomia mediana e corado 

com HE. Parte do tecido pulmonar também foi homogeneizado em tampão fosfato de potássio 

e os homogenatos (10 µL) foram misturados com H2O2 e uma solução de TMB. A oxidação 

do TMB foi acompanhada a 450 nm. Os dados foram expressos em média ± erro padrão de 8 

animais para os grupos infectados e 3 animais para o grupo controle. *p<0,05 comparado o 

grupo WT com os grupos controle e o infectado por ∆ahpc1 (A); *p<0,05 comparado WT e 

∆ahpc1 com os grupos naïve e WT+ABAH (B); 
#
p<0,05 comparado o grupo infectado por 

WT com ∆ahpc1 (B). Todos os dados foram analisados por ANOVA one-way seguido do 

post-test de Newman-Keuls. 

 

Em seguida, os níveis de TBARS no tecido pulmonar (Fig. 9A) e de nitrito no LBA 

(Fig. 9B) foram avaliados na tentativa de determinar o estado redox preliminar do animal na 

infecção. Os dados demonstraram que ambos os parâmetros se apresentaram maiores nos 

camundongos infectados com a cepa selvagem quando comparados com aqueles inoculados 

com a cepa mutante (p<0,0001 e p<0,0002, respectivamente). 
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Fig. 9. Concentração de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico no tecido pulmonar (A) e 

de nitrito no LBA (B), após 24 h de infecção. Camundongos C57BL/6 foram infectados com 

2x10
6
 bactérias das linhagens WT e ∆ahpc1 por via intranasal. O tecido pulmonar coletado foi 

homogeneizado em tampão Tris HCl (50 mM) e hidroxitolueno butilado na concentração de 

100 mg/mL. Em seguida, o homogeneizado foi centrifugado, o sobrenadante coletado e 

diluído em tampão Tris HCl acrescido de ácido tricloroacético e ácido tiobarbitúrico. O meio 

reacional foi então aquecido, centrifugado e o sobrenadante lido a 535 nm. A concentração de 

TBARS no tecido pulmonar foi calculada com base na curva feita com o padrão de 

malondialdeído e expressa em mol de equivalentes de MDA/g de proteína. Após 24 h de 

infecção, o LBA foi coletado e cada uma das amostras do lavado (50 μL) reagiu com 50 μL 

de solução de 0,1% de naftiletilenodiamina e com 50 μL de solução de 1% de sulfanilamida. 

Os dados foram expressos em média ± erro padrão de 8 animais para os grupos infectados e 3 

animais para o grupo controle. *p<0,05 comparado com o grupo controle; 
#
p<0,05 comparado 

com o grupo infectado por ∆ahpc1, conforme ANOVA one-way seguido do post-test de 

Newman-Keuls. 

 

Por fim, o tecido pulmonar dos animais foi avaliado quanto à expressão de mRNA IL-

6 e mRNA TNF-α por qPCR com objetivo de investigar o perfil inflamatório do animal. 

Conforme pode ser observado na Tabela 3, apenas os camundongos infectados com a cepa 

WT apresentaram expressão de mRNA IL-6 e mRNA TNF-α, enquanto que nos grupos naïve 

e infectado com a cepa mutante para a enzima AhpC1 a expressão foi indetectável e, por esse 

motivo, os dados foram expressos apenas pelo cycle threshold. 

 

Tabela 3. Expressão das citocinas pró-inflamatórias no tecido pulmonar dos animais expostos 

as cepas WT e ∆ahpc1 de PA14. 

O RNA total foi extraído utilizando-se o reagente de lise TRIzol, conforme protocolo do 

fabricante. O cDNA foi sintetizado a partir de 2 µg do RNA total por meio do kit de 

transcrição reversa High-Capacity RNA-to-cDNA. O sistema SYBR Green Mastermix foi 

utilizado no PCR real-time. Os resultados de expressão gênica foram obtidos a partir das 

 Cycle threshold 

Gene C - WT Δahpc1 

GAPDH (housekeeping) 24,80 ± 1,46 24,22 ± 1,61 31,85 ± 5,74 

IL-6 ND 30,70 ± 0,51 ND 

TNF-α ND 27,78 ± 1,52 ND 

A B 
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médias de cycle treshold de cada gene. Os dados foram expressos em média ± erro padrão da 

média de três animais para cada grupo. ND, não detectado.  

 

3.2.4 Discussão 

 Neste estudo, demonstramos pela primeira vez o papel da enzima AhpC1 na virulência 

de P. aeruginosa, linhagem PA14. As enzimas AhpC são descritas em bactérias como 

Legionella pneumophila [82], Staphylococcus aureus [84] e Helicobacter cinaedi [85], sendo 

relacionadas com a detoxificação e sobrevivência desses micro-organismos diante diversos 

oxidantes. Nossos resultados demonstraram que a AhpC1 de PA14 é essencial para 

sobrevivência da bactéria exposta ao HOCl, tanto in vitro (Fig. 2) quanto gerado por 

neutrófilos humanos (Fig. 3). O HOCl é um potente oxidante capaz tanto de modificar o DNA 

bacteriano [124] quanto de inibir sua síntese [125], além de reagir com proteínas e lipídeos 

[126], o que justifica seu potencial microbicida, o que indica que a enzima AhpC1 possa estar 

envolvida na eliminação do HOCl e consequente sobrevivência da bactéria.  

O ácido úrico é reconhecido como um doador de elétrons acessível e que no contexto 

inflamatório pode ser rapidamente oxidado pela MPO através dos compostos I e II (4,610
5
 e 

1,710
4 

M
-1

.s
-1

, respectivamente), gerando radical de urato [16]. O radical de urato, por sua 

vez, reage com O2
•-
 para formar HOOU, um moderado oxidante [16,56] cujas propriedades 

biológicas ainda estão sob estudo. Além disso, o ácido úrico pode precipitar e formar de 

cristais responsáveis pela ativação do inflamassoma NALP3, estimular a secreção de IL-1β, o 

recrutamento de neutrófilos [52,54], a atividade de NADPH oxidase e a formação de NETs 

[55], eventos esses que contribuem consideravelmente com a amplificação do potencial redox 

dos fagócitos [13]. 

Nossos dados revelaram que a exposição ao ácido úrico protegeu a cepa WT da morte 

por neutrófilos humanos (Fig. 3A), o que provavelmente se deve à redução da atividade 

clorinante da MPO. Por ser substrato para a MPO, o ácido úrico compete com o ânion Cl
-
 e 

reduz a produção de HOCl o que resulta em menor depuração bacteriana [17]. Além disso, o 

ácido úrico pode reagir diretamente com o HOCl e originar produtos estáveis de baixo 

potencial oxidativo [123]. Todavia, a cepa ∆ahpc1 se mostrou mais sensível à morte por 

neutrófilos na presença de ácido úrico (Fig. 3B) quando comparada com a linhagem 

selvagem. Apesar da redução da atividade clorinante da mieloperoxidase pelo ácido úrico 

[17], o HOOU formado pode ser o responsável pela morte da cepa mutante em AhpC1, assim, 

hipotetizamos que essa enzima possa ter participação na depuração do HOOU. Dessa 

maneira, para comprovar que a morte bacteriana se devia prioritariamente por mecanismos 
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oxidativos dependentes da MPO, a adição do inibidor da enzima, ABAH [99,100], restaurou a 

sobrevivência de ambas cepas WT e ∆ahpc1 incubadas com neutrófilos humanos, o que 

provou o envolvimento da MPO nesse processo. 

Nós observamos em seguida que HOOU causou a morte da cepa ∆ahpc1 in vitro, em 

concentrações até 20 µM (Fig. 4B), mas não afetou a sobrevivência da linhagem selvagem 

quando incubado em até 100 µM (Fig. 4A). Carvalho e colaboradores [17] demonstraram que 

o ácido úrico desviou o ciclo clorinante da MPO ao passo que produz HOOU em células 

dHL-60 desafiadas com PA14, aumentando a sobrevivência da bactéria. Além disso, estudos 

de cinética rápida demonstraram que o HOOU e H2O2 reagem com uma Prx humana do tipo 

2-Cys, a Prx2, com altas constantes de velocidade (4,90 × 10
5
 e 1,00 x 10

8
  M

−1
s

−1
, 

respectivamente) [72,81], o que corrobora com nossa hipótese de que a AhpC1, também uma 

Prx do tipo 2-Cys, deve estar envolvida com a redução do HOOU e H2O2 (e mesmo do HOCl) 

e, possivelmente, na resistência da PA14 ao burst oxidativo.  

Estudos de cinética rápida foram então conduzidos para se determinar a constante de 

velocidade da reação entre HOOU e H2O2 com AhpC purificada de X. fastidiosa. Uma vez 

que a oxidação dos tiois peroxidásicos desta  2-Cys Prx causa o “quenching” da fluorescência 

intrínseca da proteína, monitoramos a queda desta fluorescência para fins do cálculo da 

velocidade da reação [109]. Conforme esperado, tanto HOOU (Figs. 5C e D) quanto H2O2 

(Figs. 5A e B) oxidam a enzima com altas constantes de velocidade de segunda ordem (k = 

2,26±0,09 x 10
6
 e 1,54±0,07 x 10

8
 M

-1
s

-1
, respectivamente). De acordo com a reatividade e 

cinéticas descritas para o HOCl, também esperamos que a reação entre AhpC1 e esse oxidante 

seja na mesma ordem, embora esses estudos ainda estão sendo conduzidos. Parsonage e 

colaboradores [108] observaram que a AhpC de Salmonella typhimurium, cuja identidade 

com AhpC1 de PA14 é de 61%, reagiu com H2O2 com constantes de velocidade de segunda 

ordem também elevadas (5,0 x 10
8
 M

-1
s

-1
). A Ohr de PA14 também pertencente à família das 

Prx do tipo 2-Cys, reage com H2O2 com constante de velocidade  na de 3,0 x 10
3
 M

-1
s

-1
 

enquanto que com uma série de hidroperóxidos de lipídeos  e peroxinitrito ambas na ordem de 

10
7
 M

-1
s

-1
 [89]. Esses achados corroboram o envolvimento das enzimas do tipo 2-Cys, 

especialmente a classe AhpC, no consumo desses oxidantes e, consequentemente, conferindo 

resistência das bactérias aos neutrófilos.   

P. aeruginosa é bem reconhecida pela associação com infecções e processos sépticos 

de difícil controle [60,61], sendo capaz de disseminar-se rapidamente in vivo, afetando todos 

os tecidos e especialmente os pulmões quando inalada [127]. No modelo animal de 

pneumonia aguda, a cepa WT de PA14 foi encontrada nos pulmões, baço e fígado com carga 
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bacteriana de 1x10
4
, 2x10

3
 e 1x10

3
 UFC/g de tecido, respectivamente (Fig. 6), conforme 

observado anteriormente [19]. A cepa mutante em AhpC1 também se disseminou para esses 

tecidos, contudo, a carga bacteriana foi menor (p=0,0001 e p=0,0063 para pulmão e baço, 

respectivamente) quando comparada com a linhagem WT (Fig. 6). Essa menor formação de 

UFC não se deve a uma alteração na taxa de crescimento da mutante, pois ambas as cepas 

∆ahpc1 e WT apresentaram curva de crescimento semelhante em meio LB (dado não 

mostrado), o que também foi observado em Vibrio vulnificus selvagem e mutada na AhpC1 

[128]. Um estudo recente com modelo animal de pneumonia aguda por PA14 também 

demonstrou que a carga bacteriana foi menor nos tecidos dos camundongos infectados com 

uma cepa de PA14 mutada na Prx do tipo 1-Cys LsfA, em comparação à linhagem selvagem 

[19]. Em conjunto, esses resultados evidenciam a importância das Prx na virulência de P. 

aeruginosa in vivo. 

No processo infeccioso, P. aeruginosa induz a migração de leucócitos, principalmente 

neutrófilos, para os capilares pulmonares no espaço alveolar enquanto dissemina-se pelo trato 

respiratório inferior [129,130]. Assim, nós detectamos um maior influxo de leucócitos totais 

no LBA e no pulmão (Figs. 7A e 8A) nos animais infectadados com a cepa WT, com 

predominância de neutrófilos (Figs. 7B e 8A), em comparação com os camundongos que 

receberam a cepa ∆ahpc1.  A migração neutrofílica causada pela cepa selvagem foi 

diretamente associada com o aumento na atividade peroxidásica no tecido pulmonar, em 

decorrência da presença da MPO (Fig. 8B) [131,8]. Similarmente ao observado para o 

infiltrado neutrofílico, a atividade da MPO também foi menor nos pulmões dos animais 

infectados com ∆ahpc1 (Fig. 8B). Esses achados suportam a hipótese que a mutante para o 

gene ahpc1 é mais sensível a resposta imune inata do hospedeiro quando comparada com a 

cepa WT, ao passo que não exige o aumento expressivo da infiltração leucocitária no curso da 

infecção. 

Neutrófilos ativados podem oxidar biomoléculas no tecido do hospedeiro e originar 

produtos que podem ser utilizados como biomarcadores da intensidade do processo redox 

[132,133]. A peroxidação lipídica é uma consequência bastante conhecida da ativação 

neutrofílica [134,135] e aqui nós quantificamos uma maior concentração de substâncias 

oriundas da peroxidação lipídica nos tecidos dos animais infectados com a cepa WT (Fig. 

9A). Além disso, em processos inflamatórios agudos, neutrófilos podem causar nitração em 

proteínas do agente infeccioso através da formação de NO2

 pela MPO, principalmente [136]. 

Por ser um produto de degradação de substância nitrantes, o NO2
-
 pode ser utilizado como 

marcador indireto da atividade da MPO [137]. Nossos dados demonstraram que a 
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concentração do nitrito também foi maior no LBA dos animais infectados pela cepa WT 

quando comparados com os infectados com ∆ahpc1 (Fig. 9B). 

O recrutamento desses neutrófilos para o sitio infeccioso acontece tanto por estímulo 

antigênico direto como também pela produção de citocinas pró-inflamatórias por linfócitos e 

macrófagos, que estimulam a migração de mais células, cujas concentrações relacionam-se 

diretamente com a virulência da bactéria [138,129]. Nos pulmões dos camundongos 

infectados com PA14 a bactéria mutante na AhpC1 não detectamos a expressão do mRNA 

para as citocinas IL-6 e TNF-α (Tabela 3), ao contrário dos animais expostos à cepa 

selvagem. Esses fatos indicam mais uma vez a relevância da enzima não apenas na virulência 

bacteriana como também na intensidade do processo inflamatório associado.  

Em conclusão, estes dados demonstram, pela primeira vez, o papel central da enzima 

AhpC1 na sobrevivência de PA14 in vitro, em neutrófilos humanos e in vivo. Estudos 

voltados à compreensão dos mecanismos de virulência bacteriana podem fornecer 

informações no desenvolvimento de moléculas antibacterianas novas e específicas, haja visto 

o crescimento dos casos de bactérias multiresistentes aos antibióticos convencionais. Nesse 

contexto, a enzima AhpC1 pode ser um alvo importante e ainda não explorado para o controle 

de infecções relacionadas com P. aeruginosa. Além disso, estudos clínicos podem fornecer 

subsídios necessários para a compreensão dos processos associados à virulência de PA14 e da 

defesa imune do hospedeiro diante de infecções causadas por bactérias virulentas, 

principalmente em condições envolvendo fatores agravantes como a hiperuricemia [62,65,18].  
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