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RESUMO

A isoniazida é o farmaco de primeira linha para o tratamento da tuberculose. Estudos recentes
sugerem a existéncia de interag0es entre o sistema imune e a isoniazida que podem reduzir a
atividade microbicida de neutréfilos e/ou formar adutos com aminoécidos especificos do
hospedeiro. A mieloperoxidase, enzima abundante em neutréfilos, tem papel central nesse
processo ao catalisar a oxidacdo da isoniazida a intermediarios radicalares. Nesse contexto, 0
objetivo deste trabalho foi investigar as consequéncias da interacdo entre mieloperoxidase e
isoniazida sobre a sobrevivéncia de Mycobacterium smegmatis (cepa mc2155). Desse modo, a
concentracdo bactericida minima e o ICso do HOCI, isoniazida e H,O, foram inicialmente
determinados. Em seguida, HOCI e isoniazida foram pré-incubados in vitro antes das
incubagbes com M. smegmatis no intuito de investigar reacdo entre as duas moléculas. Os
efeitos da INH sobre a atividade bactericida da mieloperoxidase purificada e de neutrofilos
humanos foram avaliados. Por fim, a formacdo de O" pelos neutrdfilos na presenca da
isoniazida também foi determinada. Os valores de 1Cso obtidos foram de 21 e 25 uM e de
concentracdo bactericida minima de 50 e 75 uM para o HOCI e isoniazida, respectivamente.
NOs observamos que a interacdo entre HOCI e isoniazida inibiu completamente a atividade
bactericida do HOCI (p<0,0001), mas reduziu a eficacia da isoniazida em 13% (p<0,01) na
concentracéo relativa ao I1Cso. A constante de velocidade da reacéo entre HOCI e isoniazida foi
calculada em 3,7x10” M. s, Nas incubagGes com a enzima purificada, a isoniazida restaurou
significativamente a sobrevivéncia da bactéria em cerca de 39 % (p<0,0001), 52% (p<0,0001)
e 71% (p<0,0001) nas concentracdes de 5, 7,5 e 10 uM, respectivamente. Nas incubagdes com
neutrofilos, a isoniazida restaurou a sobrevivéncia bacteriana em 33% (p<0,0001) nas
concentracdes de 25 e 75 uM, mas ndo interferiu na formacao de O2" por essas células. Nossos
resultados demonstraram pela primeira vez que a reacdo entre a isoniazida e mieloperoxidase,
bem como isoniazida e HOCI, prejudica a atividade bactericida oxidativa de neutréfilos, o que
pode interferir no papel do sistema imunoldgico em limitar a infeccdo por microbacteéria.

Palavras-chave: isoniazida, mieloperoxidase, neutré6filos humanos, Mycobacterium smegmatis.
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ABSTRACT

Isoniazid is the drug in the first line of treatment for tuberculosis. Recent studies suggest that
interactions between the immune system and isoniazid may reduce the microbiological activity
of neutrophils and/or form adducts with host’s amino acids. Myeloperoxidase, an abundant
enzyme in neutrophils, plays a central role in this process by catalyzing the oxidation of
isoniazid to respective radical. In this context, our aim was to investigate the consequences of
the interaction between myeloperoxidase and isoniazid on Mycobacterium smegmatis (mc2155)
survival. Firstly, minimum bacterial concentration and 1Csq of HOCI, isoniazid and H20, were
determined. HOCI and isoniazid were then pre-incubated in vitro before incubations with M.
smegmatis in order to investigate the reaction between these molecules. In addition, we
evaluated the effects of isoniazid on bactericidal activity of purified myeloperoxidase and
human neutrophils. Finally, formation of O2™ by neutrophils in the presence of isoniazid was
investigated. 1Cso values for HOCI and isoniazid were 21 and 25 UM, respectively. In parallel,
minimum bacterial concentration for HOCI and isoniazid was 50 and 75 UM, respectively. We
observed that the interaction between HOCI and isoniazid abrogated the bactericidal activity of
HOCI (p<0.0001) while reduced the isoniazid efficacy by 13% (p<0.01) at ICso concentrations.
A second order rate constant for the reaction between HOCI and isoniazid was estimated as
3.7x10" M1.s, When incubated with myeloperoxidase, isoniazid at 5, 7.5 and 10 uM restored
the bacterial survival by nearly 39% (p<0.0001), 52% (p<0.0001) and 71% (p<0.0001),
respectively. In incubations with neutrophils, isoniazid at 25 and 75 uM equally rescued the
bacterial survival by 33% (p<0.0001), with no effect O>™ production. Our results demonstrated,
by the first time, that the reaction between isoniazid and myeloperoxidase and directly with
HOCI impairs the oxidative bactericidal machinery of neutrophils and, consequently, it may
interfere with host immune response against mycobacterial infections.

Keywords: isoniazid, myeloperoxidase, human neutrophils, Mycobacterium smegmatis.
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1. INTRODUCAO

A tuberculose (TB) é a principal causa global de mortalidade por agente infeccioso,
superando inclusive a sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) e, no Brasil, foi
responsavel por cerca de 5400 6bitos em 2016 (WHO, 2017). Trata-se de uma infeccédo
bacteriana desencadeada quase que exclusivamente por Mycobacterium tuberculosis, um bacilo
transmitido principalmente por aerossois expelidos pelo individuo infectado para o individuo
susceptivel (Churchyard et al., 2017). De acordo com estimativas atuais, aproximadamente 24%
da populacdo global esta infectada pelo M. tuberculosis, porém os bacilos permanecem latentes
na maioria dos casos (Houben & Dodd, 2016).

Em individuos imunocompetentes, a atividade fagocitica é essencial para impedir o
avanco da infeccdo. Nos alvéolos, M. tuberculosis € fagocitado por macrofagos residentes, onde
ocorrera producdo de citocinas e quimiocinas, recrutamento de fagocitos auxiliares,
principalmente neutrofilos, e producao de especies reativas de oxigénio (ROS) e de nitrogénio
(RNS) na tentativa de eliminar a bactéria (Kaufmannm, 2001; Guirado & Schlesinger, 2013).
No entanto, o bacilo apresenta componentes na parede celular que bloqueiam a resposta efetiva
de macréfagos e inibem a maturacdo do fagossoma, o que resulta na sobrevivéncia da bacteria
e, consequentemente, formacao de granuloma pulmonar (Shaler et al., 2012; Philips & Ernst,
2012).

No granuloma o bacilo inativo pode permanecer viavel por décadas e ser reativado em
certas condicdes clinicas especificas como desnutricdo, infeccdo por virus da imunodeficiéncia
humana (HIV), cancer, senescéncia e outras situacdes de comprometimento imunoldgico, o que
caracteriza o processo agudo (Guirado & Schlesinger, 2013). Nesse contexto, os neutrdfilos
desempenham papel essencial no controle do processo infeccioso na TB ativa ao constituir linha
de defesa predominante nessa fase (Eum et al., 2010). O principal sistema microbicida de
neutrofilos associa-se a atividade da mieloperoxidase (MPO), uma hemeperoxidase capaz de
amplificar o potencial redox do H20. ao formar HOCI e radicais livres a partir de substratos
enddgenos (Hampton et al., 1998; Winterbourn et al., 2016).

Na maioria dos casos agudizados também € necessaria a utilizacdo de terapia
farmacoldgica especifica, cujo esquema rotineiro consiste no emprego concomitante de quatro
farmacos: isoniazida (INH), rifampicina (RIF), pirazinamida (PZN) e etambutol (ETB)
(MS/SVS, 2019). Dentre estes, a INH persiste, desde sua descoberta em 1945, como farmaco
de primeira linha para o tratamento da TB, bem como na quimioprofilaxia da doenca em
portadores de HIV (Gourevitch et al., 1999; Budha et al., 2008). Esse farmaco inibe



seletivamente a enzima bacteriana trans-2-enoil-ACP redutase, responsavel pela sintese dos
acidos micodlicos presentes na parede celular de micobactérias, embora mecanismos
complementares também j& tenham sido propostos (Slayden et al., 2000; Timmins et al., 2004).

Na bactéria, INH ¢é oxidada pelo dominio peroxidasico da enzima catalase-peroxidase
ao radical INH* que, por sua vez, reage covalentemente com NAD™ e esse aduto é capaz de se
ligar ao sitio ativo da enzima trans-2-enoil-ACP redutase, inibindo-a (Johnsson & Schultz,
1994; Rozwaskiet al., 1998). No contexto inflamatdrio, INH inibe a producédo de HOCI pela
MPO ao desviar para o ciclo peroxidasico, sendo oxidada a radicais que formam adutos
bioldgicos, particularmente com grupamentos amino de aminoacidos (Forbes et al., 2012) e
NAD* (Khan et al., 2016). As enzimas microssomais também sdo capazes de promover a
formacdo a oxidacdo da INH ao INH®, que se liga covalentemente ao NADP* (Meng et al.,
2015).

As interacdes entre INH e MPO podem, portanto, aumentar a sobrevivéncia bacteriana
na inflamacgéo aguda ao reduzir a producéo de HOCI (Forbes et al., 2012) e/ou a disponibilidade
do farmaco (Hofstra et al., 1992). Além disso, adutos potencialmente imunogénicos com
proteinas do hospedeiro podem ser originados na presenca de MPO e INH, uma vez que 0s
produtos dessa reacéo sao capazes de formar adutos com aminoacidos, principalmente lisina e
metionina (Forbes et al., 2012). Considerando a importancia clinica e epidemiologica da
tuberculose bem como as interacdes descritas entre o sistema imune e INH, o objetivo deste
trabalho foi, portanto, investigar as implicacdes da interacdo MPO versus INH sobre a

sobrevivéncia micobacteriana.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Investigar os efeitos da interacdo entre INH e MPO sobre a sobrevivéncia de

Mycobacterium smegmatis e na formacao de adutos com proteina.

2.2 Objetivos especificos

- Determinar as concentracdes inibitéria minima (MIC) e bactericida minima (MBC) da
INH e do HOCI;

- Investigar o efeito da interagdo entre HOCI e INH sobre a atividade bactericida de
ambos;

- Determinar a cinética de reacdo entre HOCI e INH;

- Investigar o efeito da INH sobre a capacidade micobactericida da MPO in vitro;

- Avaliar o efeito da INH sobre a capacidade micobactericida de neutrofilos humanos;

- Determinar o efeito da INH sobre a formacgéo de O, em neutréfilos humanos ativados.



3. DESENVOLVIMENTO

3.1 CAPITULO 01: REVISAO DE LITERATURA

3.1.1 Epidemiologia da tuberculose

A TB superou o HIV como infeccdo mais mortal em 2015, sendo responséavel por 1,4
milhdes de 6bitos contra 1,1 milhdes entre individuos HIV-positivos (WHO, 2016). Dados
atuais revelam uma reducéo de 2% ao ano na incidéncia da doenca, contudo, ainda representa
um desafio para a satde publica (WHO, 2017). No ano de 2016, cerca de 10,4 milhGes de
pessoas adoeceram por TB, sendo que 1,3 milhGes foram vitimas fatais entre individuos HIV-
negativos. As principais causas da mortalidade sdo a falta de acesso ao diagnéstico e tratamento
em alguns paises, e a multirresisténcia do micro-organismo ao tratamento farmacoldgico
(WHO, 2017).

No Brasil o panorama € igualmente preocupante e registrou em 2016 cerca de 76.000
novos casos de TB (excluindo portadores de HIV), sendo 5.400 fatais (WHO, 2017). A
variabilidade de ocorréncias entre as unidades da federacdo é grande, com maior nimero de
obitos notificados no Rio de Janeiro, Pernambuco, Amazonas e Para, o que revela
homogeneidade na distribuicdo geografica da doenca pelo pais (MS/SVS, 2017). No ano de
2015, a Bahia apresentou uma incidéncia de 26,1 a cada 100.000 habitantes, o que representa
um total de quase 4.000 novos casos e 380 oObitos (MS/SVS, 2017). Outro dado a ser
considerado foi o aumento no nimero de TB resistente aos multiplos farmacos (MDR) no
Brasil, que passou de 2.300 em 2015 para 2.400 casos em 2016 (WHO, 2017).

3.1.2 Etiologia e caracteristicas do micro-organismo

Os agentes etiologicos da TB pertencem a um grupo comum denominado complexo M.
tuberculosis, constituido pelas espécies M. bovis, M. africanum, M. tuberculosis, M. microti,
M. canetti, M. caprae e M. pinnipedii sendo apenas as trés primeiras causadoras de TB em seres
humanos (Orgeur & Brosch, 2018). M. tuberculosis € um bacilo aerdbico, classificado como
alcool-acido resistente, parasita intracelular facultativo, de crescimento lento (tempo de geracéo
de 12 a 24 h) e o principal micro-organismo do complexo ligado ao desenvolvimento de TB
(Akinola et al., 2013).

Os principais fatores relacionados a viruléncia desse bacilo estdo associados a natureza
lipidica de sua parece celular, composta principalmente por longas cadeias de acidos graxos,

glicolipidios e &cidos micdélicos, o que contribui para sua sobrevivéncia no interior de fagécitos



por décadas. Tal fato constitui a base para a cronicidade da TB, seu dificil diagndstico e longo
periodo de tratamento (Kaufmann, 2001). Segundo estimativas atuais, cerca de 24% da
populacdo mundial esta infectada pelo M. tuberculosis, no entanto, os bacilos permanecem
latentes na maioria dos casos (Houben & Dodd, 2016).

A pesquisa envolvendo micobactérias como M. tuberculosis e M. leprae ainda é um
desafio devido a patogenicidade e crescimento lento de ambas cepas. Contudo, para contornar
essa situacdo, pesquisadores tém optado por utilizar como modelo a M. smegmatis, uma
micobactéria aerdbica, ndo patogénica, de crescimento rapido e que compartilha diversas
caracteristicas comuns com espécies patogénicas como M. tuberculosis e M. leprae (He &
Buck., 2010; Akinola et al., 2013). Além disso, M. smegmatis € capaz de sobreviver por longos
periodos de tempo em baixas concentracdes de oxigénio e nutrientes reduzindo seu
metabolismo, e permanecendo em estado de laténcia assim como M. tuberculosis (Cordone et
al., 2011). Ainda, essa cepa possui um tempo de geracdo de trés a quatro horas, formando
coldnias visiveis em trés a quatro dias, em contraste com M. tuberculosis que necessita de trés

a quatro semanas para formar colénias visiveis em meio de cultura sélido (Akinola et al. 2013).

3.1.3 Terapéutica

Na maioria dos casos agudizados, devido a falibilidade do sistema imune em eliminar
M. tuberculosis, é necessaria a utilizacao de terapia farmacoldgica especifica para doenca. No
Brasil, 0 esquema para casos incidentes e reincidentes quase sempre consiste no emprego
concomitante de quatro farmacos: INH, RIF, PZN e ETB. O tratamento é realizado por um
periodo de seis meses e é dividido em duas fases: a fase intensiva dura dois meses e o individuo
com TB ativa é submetido a doses fixas dos quatro farmacos; nos quatro meses restantes de
tratamento ou fase de manutencdo, apenas a INH e a RIF sdo utilizadas (MS/SVS, 2019).

Dentre os farmacos utilizados no tratamento da TB, destaca-se a INH, utilizada desde
1945 como agente antimicobacteriano de primeira linha e também na quimioprofilaxia para
portadores de HIV (Gourevitch et al., 1999; Budha et al., 2008). E rapidamente absorvida e
atinge seu pico no soro cerca de 2 h apds administracdo oral, sendo amplamente distribuida
pelos fluidos corporais, incluindo o liquor, e possui atividade bacteriostatica para os bacilos em
laténcia e bactericida para aqueles em atividade (Budha et al., 2008).

A INH é um pro-farmaco e seus mecanismos de acdo sdo complexos e envolvem alvos
diversos, contudo sua principal atividade relaciona-se aos genes katG e InhA da micobactéria
(Budha et al., 2008). O gene katG é responsavel pela codificagdo da catalase-peroxidase,

enzima heme bifuncional pertencente a classe | da superfamilia das peroxidases, e exibe tanto



atividade catalasica quanto peroxidésica. Essa enzima limita o estresse redox no interior do
fagdcito e detoxifica per6xidos organicos gerados pela respiracdo ndo fermentativa da
micobactéria, sendo assim relacionada a sua viruléncia (Welinder, 1992; Manca et al., 1999).

O gene InhA codifica a enzima trans-2-enoil-ACP redutase, componente de um
complexo multienzimético bacteriano denominado Fatty Acid Synthase Il responsavel pela
sintese e elongacdo de &cidos graxos por ciclos repetitivos de condensagdo, reducéo,
desidratacdo e reducdo (Marrakchi et al., 2002). A trans-2-enoil-ACP redutase é
particularmente importante nesse processo, pois catalisa a reacao principal de sintese dos acidos
micdlicos, importante componente da parede celular micobacteriana (Barry et al., 1998;
Rozwaskiet al., 1998).

A INH ¢ ativada pela catalase-peroxidase da micobactéria e os produtos dessa reagdo
incluem espécies organicas reativas e o radical INH®, responsaveis pela inibi¢cdo da sintese de
acidos micolicos e por danos ao DNA bacteriano (Johnsson & Schultz, 1994; Budha et al.,
2008). INH* comumente conjuga-se com o0 NAD™ originando o complexo INH-NAD* que, por
sua vez, ao ligar-se ao sitio ativo da enzima trans-2-enoil-ACP redutase promove a inibigcdo da
sintese de acidos micolicos, acimulo de acidos graxos de cadeia longa na célula bacteriana e,

consequentemente, morte do micro-organismo (Rozwaskiet al., 1998; Slayden et al., 2000).

3.1.4 Imunopatologia

Portadores de TB pulmonar ativa expelem minusculas goticulas contendo o bacilo, que
suspenso no ar é inalado por hospedeiros saudaveis. Em contato com os alvéolos pulmonares,
M. tuberculosis é reconhecido por receptores do tipo toll-like e outros receptores de
reconhecimento padrdo presentes na superficie de macrofagos alveolares que induzem a
fagocitose do patégeno (Kaufmann, 2001; Shaler et al, 2012). O glicolipidio
lipoarabinomanana, abundante na parede celular do bacilo, pode impedir a fusdo do fagossomo
ao lisossomo celular e, assim, promover a evasao dos mecanismos microbicidas macrofagicos.
Dessa forma, ocorre a ativacdo de uma cascata de eventos inflamatorios, que culmina na
producdo de citocinas, principalmente o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucinas 1
(IL-1), 6 (IL-6), 12 (IL-12) e 18 (IL-18), quimiocinas, recrutamento de células auxiliares e
formacdo de granulomas no tecido pulmonar (Shaler et al., 2012; Domingo-Gonzalez et al.,
2016).

O granuloma tuberculoso é uma estrutura densa em células e organizada de forma a
conter o bacilo que ndo pode ser eliminado. Ele se constitui, principalmente, por macréfagos

infectados ou ndo infectados, linfocitos T e B, células epitelioides, células gigantes



multinucleadas de Langerhans, fibroblastos e tecido fibroso (Guirado & Schlesinger, 2013). O
ambiente no interior do granuloma é ideal para a sobrevivéncia de M. tuberculosis por longo
periodo. No interior dos endossomas o bacilo tem acesso ao ferro, nutriente essencial as
atividades metabolicas, além de reduzir o metabolismo basal e passar a utilizar lipidios como
fonte energética, que sdo nutrientes abundantes nos residuos caseosos do granuloma
(Kaufmann, 2001).

No granuloma, 0 micro-organismo pode permanecer em estado de laténcia por décadas
e ser reativado em condi¢fes de comprometimento imunolégico como desnutrigdo, infeccao
por HIV, cancer e senescéncia 0 que caracteriza o processo agudo da TB. Nessas condigdes, 0
acumulo do céseo tuberculoso no centro do granuloma conduz ao colapso do mesmo, com
disseminacdo dos bacilos pelo tecido pulmonar e inicio a um novo ciclo de infec¢bes. Esse
padrdo de necrose € conhecido como caseosa e € caracteristico da doenca ativa (Guirado &
Schlesinger, 2013).

Os neutrofilos desempenham papel essencial no controle de diversos processos
infecciosos, inclusive na TB ativa ao constituir linha de defesa predominante na fase aguda,
alem de serem abundantes no sangue e no fluido broncoalveolar (Eum et al., 2010; Parker et
al., 2016). Durante a ativacdo de neutrofilos, ha grande consumo de Oz num processo
denominado burst oxidativo cujas principais implicacdes sdo a producdo dos genericamente
chamados ROS e RNS, reacdes catalisadas essencialmente pelas enzimas NADPH oxidase,
superéxido dismutase (SOD) e MPO. Esses produtos estdo associados com a oxidagdo e
destruicdo do micro-organismo invasor (Hampton et al., 1998; Babior, 2004; Klebanoff, 2005).
Além da atividade oxidativa, os neutréfilos dispdem de um maquinario microbicida nédo
oxidativo que é constituido por enzimas como lisozima, catepsina G, elastase e lactoferrina
(Teng et al., 2017).

3.1.5 Mieloperoxidase

O principal sistema microbicida de neutrofilos associa-se a atividade da MPO, uma
hemeperoxidase abundante nos granulos azurofilicos do fagocito e capaz de amplificar seu
potencial oxidativo ao formar acidos de halogénio (HOX), principalmente HOCI, e radicais
livres através de vias chamadas clorinante e peroxidasica, respectivamente. O ciclo clorinante
consiste na oxidacdo do cloreto e outros halogénios ao seu respectivo HOX, engquanto que o
ciclo peroxidasico é responsavel pela conversdo de substratos como aminoacidos, ascorbato e

glutationa nos respectivos radicais livres e perdxidos organicos. Ambos os ciclos convergem



para 0 proposito comum de eliminar o patégeno (Hampton et al., 1998; Klebanoff, 2005;
Winterbourn et al., 2016).

O surgimento de cepas de M. tuberculosis resistentes a INH é comumente associado a
mutacfes nos genes katG e InhA (Budha et al., 2008). Entretanto, alguns estudos tém
demonstrado o papel do sistema imune na redugdo da eficiéncia do farmaco. Recentemente,
Forbes e colaboradores (2012) demonstraram que INH poderia atuar como substrato e/ou
inibidor da MPO, a depender da concentracdo, ao passo que reduziria a produgdo de HOCI,
embora a relevancia clinica desse efeito ndo foi explorada.

Adicionalmente, estudos cinéticos demonstraram que a atividade peroxidasica da MPO
é da ordem de 10* vezes mais rapida que aquela realizada pela catalase-peroxidase bacteriana,
0 que sugere o possivel papel dessa enzima na rapida oxidacdo de INH ao radical INH® em
neutrofilos (Hillar & Loewen 1995; Sampson et al 1998; Khan et al., 2016). Dessa forma, a
reacdo entre MPO e INH pode limitar a biodisponibilidade do farmaco o que, possivelmente,
pode aumentar a sobrevivéncia bacteriana (Forbes et al., 2012). Além disso, o INH*® pode reagir
covalentemente com NAD" e NADP*, importantes coenzimas intracelulares (Meng et al., 2015;
Khan et al., 2016). A formacdo do aduto INH-NADP™ poderia inibir a reciclagem do NADPH,
importante cofator da enzima NADPH oxidase e, consequentemente, aumentar a sobrevivéncia
bacteriana (Babior, 2004; Meng et al., 2015), embora esse mecanismo ainda ndo tenha sido
estudado.

Os adutos de aminoacidos, especialmente lisina e metionina, com INH* também foram
descritos (Forbes et al., 2012), o que suporta achados anteriores de que a rea¢do do INH com
proteinas de superficie de leucdcitos estejam associados ao desenvolvimento de reacdes auto-
imunes durante o tratamento, a exemplo do lpus iatrogénico (Hofstra et al., 1992). Diante da
complexidade da associacdo entre INH e MPO in vivo, ainda ha necessidade de mais estudos
para compreender 0os mecanismos pelos quais essa reacao ocorre e as implicacdes na infeccao

causada por M. tuberculosis.
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Resumo:

A isoniazida é o farmaco de primeira linha para o tratamento da tuberculose. Estudos recentes
sugerem a existéncia de interacdes entre o sistema imune e a isoniazida que podem reduzir a
atividade microbicida de neutrofilos e/ou formar adutos com aminoacidos especificos do
hospedeiro. A mieloperoxidase, enzima abundante em neutrdfilos, tem papel central nesse
processo ao catalisar a oxidacdo da isoniazida a intermediarios radicalares. Nesse contexto, o
objetivo deste trabalho foi investigar as consequéncias da interacdo entre mieloperoxidase e
isoniazida sobre a sobrevivéncia de Mycobacterium smegmatis (cepa mc2155). Desse modo, a
concentra¢do bactericida minima e o I1Cso do HOCI, isoniazida e H>O> foram inicialmente
determinados. Em seguida, HOCI e isoniazida foram pré-incubados in vitro antes das
incubacbes com M. smegmatis no intuito de investigar reacdo entre as duas moléculas. Os

efeitos da INH sobre a atividade bactericida da mieloperoxidase purificada e de neutrofilos
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humanos foram avaliados. Por fim, a formacdo de O™ pelos neutréfilos na presenga ou ndo da
isoniazida também foi determinada. Os valores de ICso obtidos foram de 21 e 25 uM e de
concentracdo bactericida minima de 50 e 75 uM para o HOCI e isoniazida, respectivamente.
NoGs observamos que a interagdo entre HOCI e isoniazida inibiu completamente a atividade
bactericida do HOCI (p<0,0001), mas reduziu a eficicia da isoniazida em 13% (p<0,01) na
concentracdo relativa ao I1Cso. A constante de velocidade da reacdo entre HOCI e isoniazida foi
calculada em 3,7x10” M. s*. Nas incubacdes com a enzima purificada, a isoniazida restaurou
significativamente a sobrevivéncia da bactéria em aproximadamente 39 % (p<0,0001), 52%
(p<0,0001) e 71% (p<0,0001) nas concentracdes de 5, 7,5 e 10 uM, respectivamente. Nas
incubacBes com neutrofilos, a isoniazida restaurou a sobrevivéncia bacteriana em 33%
(p<0,0001) nas concentracdes de 25 e 75 uM, mas sem interferir na formagéo de O," pelas
células. Nossos resultados demonstraram pela primeira vez que a reacdo entre a isoniazida e
mieloperoxidase, bem como isoniazida e HOCI, prejudica a atividade bactericida oxidativa de
neutrofilos, o que pode interferir no papel do sistema imunoldgico em limitar a infeccdo por
microbactéria.

Palavras-chave: isoniazida, mieloperoxidase, neutrofilos humanos, Mycobacterium smegmatis.
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3.2.1 Introducéo

A tuberculose (TB) é a principal causa global de mortalidade por agente infeccioso,
superando inclusive a sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) [1]. Trata-se de uma
infeccdo bacteriana desencadeada quase que exclusivamente por Mycobacterium. tuberculosis,
um bacilo transmitido principalmente por aerossoéis expelidos pelo individuo infectado para um
individuo susceptivel [2]. De acordo com estimativas atuais, aproximadamente 24% da
populacdo global esté infectada pelo M. tuberculosis, porém os bacilos permanecem latentes na
maioria dos casos [3].

Em individuos imunocompetentes, a atividade fagocitica é essencial para limitar o
avanco da infeccdo. Nos alvéolos, M. tuberculosis € fagocitado por macréfagos residentes, onde
ocorrera producdo de citocinas, principalmente o fator de necrose tumoral alfa, interleucinas 1,
6, 12 e 18, quimiocinas, recrutamento de fagocitos auxiliares, sobretudo neutrofilos, e producédo
de espécies reativas de oxigénio (ROS) e nitrogénio (RNS) na tentativa de eliminar a bactéria
[4,5,6]. No entanto, o bacilo apresenta componentes na parede celular que blogueiam a resposta
imunologica dos macrofagos e inibem a maturacdo do fagossoma, o que resulta na
sobrevivéncia da bactéria e, consequentemente, formacdo de granuloma pulmonar [7,8].

No granuloma o bacilo inativo pode permanecer viavel por décadas e ser reativado em
certas condi¢es clinicas especificas como desnutricao, infec¢do pelo virus da imunodeficiéncia
humana (HIV), cancer, senescéncia e outras situagdes de comprometimento imunoldgico, o que
caracteriza o processo agudo [5]. Nesse contexto, os neutrdfilos desempenham papel essencial
no controle do processo infeccioso na tuberculose ativa ao constituir linha de defesa
predominante nessa fase [9]. O principal sistema microbicida de neutrofilos associa-se a
atividade da mieloperoxidase (MPO), uma hemeperoxidase capaz de amplificar o potencial
redox do H20> ao formar HOCI e radicais livres a partir de substratos endogenos [10,11].

Na maioria dos casos agudizados também é necessaria a utilizacdo de terapia
farmacoldgica especifica, cujo esquema rotineiro consiste no emprego concomitante de quatro
farmacos: isoniazida (INH), rifampicina (RIF), pirazinamida (PZN) e etambutol (ETB) [12].
Dentre estes, a INH persiste, desde sua descoberta em 1945, como farmaco de primeira linha
para o tratamento da TB, bem como na quimioprofilaxia da doenca em portadores de HIV
[13,14]. Esse farmaco inibe seletivamente a enzima bacteriana trans-2-enoil-ACP redutase,
responsavel pela sintese dos &cidos micolicos presentes na parede celular de micobactérias,
embora mecanismos complementares também ja tenham sido propostos [15,16].

Na bactéria, INH é oxidada pelo dominio peroxidasico da enzima catalase-peroxidase

ao radical INH* que, por sua vez, reage covalentemente com NAD™ e esse aduto é capaz de se
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ligar ao sitio ativo da enzima trans-2-enoil-ACP redutase, inibindo-a [17,18]. No contexto
inflamatorio, INH também é oxidada pela MPO a produtos radicalares que formam adutos
biolégicos, particularmente com grupamentos amino de aminoacidos € NAD* [19], ao passo
que inibe a producdo de HOCI pela enzima [20]. As enzimas microssomais também sdo capazes
de promover a formacédo a oxidacdo da INH ao INH*, que se liga covalentemente ao NADP™*
[21].

As interacdes entre INH e MPO podem, portanto, aumentar a sobrevivéncia bacteriana
na inflamacdo aguda ao reduzir a producdo de HOCI [20] e/ou a disponibilidade do farmaco
[22]. Além disso, adutos potencialmente imunogénicos com proteinas do hospedeiro podem ser
originados na presenca de MPO e INH, uma vez que o0s produtos dessa reacdo sdo capazes de
formar adutos com aminoacidos, principalmente lisina e metionina [20]. Considerando a
importéncia clinica e epidemiologica da tuberculose bem como as interagdes descrita entre o
sistema imune e a INH, o objetivo deste trabalho foi investigar as implicac6es da interacao
MPO versus INH sobre a sobrevivéncia micobacteriana.

3.2.2 Materiais e metodos
3.2.2.1 Materiais e reagentes

Glicose anidra, glicerol, cloreto de sddio, cloreto de potassio, fosfato monobésico de
sodio, fosfato dibasico de sodio, fosfato monopotéssico, peréxido de hidrogénio, cloreto de
calcio, cloreto de magnésio, azul de tripan, citocromo C, taurina, acido 5,5’-ditiobis-2-
nitrobenzdico (DTNB), Histopaques 1077 e 1119, INH (13377), Tween 80, Triton X-100, SOD
(S9636), MPO (M6908), catalase de figado bovino (C9322), e as células liofilizadas de
Micrococcus lysodeikiticus (M0508) foram obtidos da Sigma-Aldrich. Os meios de cultura
Middlebrook 7H9 e 7H10 foram obtidos da Interlab. O HOCI foi obtido a partir de preparacéo
comercial de hipoclorito de sodio e sua concentracdo determinada espectrofotometricamente
(£200nm = 3,5x10% M*cm™) [23]. O tampao fosfato-salino-glicose (PBS-g) (10 mM, pH 7,4)
continha fosfato dibasico de sddio (10 mM), fosfato monopotassico (1,8 mM), cloreto de sddio
(137 mM), cloreto de potéassio (2,7 mM) e glicose anidra (1%). Os meios de cultura, solucao

salina e tampGes foram esterilizados por autoclavagem.

3.2.2.2 Cepa bacteriana
M. smegmatis, uma cepa nao patogénica, de rapido crescimento e que compartilha varias
caracteristicas estruturais, metabdlicas e genéticas com M. tuberculosis, foi utilizada nos

experimentos [24]. A cepa de M. smegmatis mc2155 foi gentilmente cedida pelo Prof. Dr. André
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Kipnis do Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica da Universidade Federal de Goias,
Goias, Brasil. A bactéria foi cultivada em caldo Middlebrook 7H9 (M7H9) adicionado de
glicose (0,2%), glicerol (0,2%), cloreto de sddio (0,085%) e Tween 80 (0,05%) ou em &gar
Middlebrook 7H10 (M7H10) adicionado de glicose (0,2%) e cloreto de sddio (0,085%) a 37 °C
em incubadora bacteriologica (Sterilifer SX 1.2 - DTMC, S&o Paulo - Brasil) por 48 h.
Posteriormente, o meio foi diluido em caldo M7H9 para 0 ODsoo = 0,1 e incubado por 5 h para
reativacdo da cepa, seguida de uma nova diluigdo (ODeoo = 0,1), 0 que equivale a 3,5x10°
UFC/mL, exceto quando descrito diferente.

3.2.2.3 Atividade bactericida do HOCI

As bactérias (3,5x10% UFC/mL) foram centrifugadas (2000 xg) por 10 min (Fanem 206-
LB, Séo Paulo - Brasil) e ressuspendidas em igual volume de PBS-g. Em seguida, foram
diluidas em PBS-g para a concentragdo de 1,8x10°® UFC/mL e desafiadas com HOCI (10-50
uM) a 37 °C por 30 min, num volume final de 200 pL. O meio reacional foi entdo diluido 500
vezes em PBS-g, e 10 uL foram estriados em placas contendo agar M7H10. As placas foram
entdo incubadas a 37 °C por 48 h e a atividade bactericida foi estimada pela contagem do

namero de coldnias residuais sobre a placa [25].

3.2.2.4 Atividade bactericida do H20»

As bactérias (3,5x108 UFC/mL) foram centrifugadas (2000 xg) por 10 min (Fanem 206-
LB, Sao Paulo - Brasil) e ressuspendidas em igual volume de PBS-g. Em seguida, foram
diluidas em PBS-g para a concentragdo de 1,8x10° UFC/mL e desafiadas com H.02 (50-500
uM) a 37 °C por 1 h, num volume final de 200 uL.. O meio reacional foi entdo diluido 500 vezes
emPBS-g ¢ 10 uL foram estriados em placas contendo agar M7H10. As placas foram incubadas
a 37 °C por 48 h e a atividade bactericida foi estimada pela contagem do nimero de col6nias

residuais sobre a placa [25].

3.2.2.5 Atividade bactericida da INH

As bactérias padronizadas na ODego = 0,1 (3,5x10° UFC/mL) foram diluidas para
2,5x10° UFC/mL em caldo M7H9 de acordo com o protocolo do Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) e desafiadas com INH (10-75 uM) a 37 °C por 24 h, num volume
final de 200 puL. Em seguida, o meio reacional foi diluido 5.000 vezes em caldo M7H9, e 10

uL foram estriados em placas contendo agar M7H10. As placas foram ent&o incubadas a 37 °C
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por 48 h, e a atividade bactericida foi também estimada pela contagem do nimero de colénias

residuais sobre a placa [26].

3.2.2.6 Efeito da incubagdo da INH com HOCI sobre a atividade bactericida do HOCI

INH (1 mM) foi pré-incubada por 10 min com HOCI (1 mM) a temperatura ambiente.
As bactérias (3,5x10° UFC/mL) foram centrifugadas (2000 xg) por 10 min (Fanem 206-LB,
Sédo Paulo - Brasil) e ressuspendidas em igual volume de PBS-g. Em seguida, as bactérias foram
diluidas em PBS-g para a concentracio de 1,8x10® UFC/mL e o HOCI pré-incubado com INH
foi adicionado nas concentragdes equivalentes a 21 e 50 uM, num volume final de 200 pL. Apos
30 min a 37 °C, a mistura reacional foi diluida 500 vezes em PBS-g, e 10 uL foram estriados
em placas contendo agar M7H10. As placas foram entdo incubadas a 37 °C por 48 h e a

atividade bactericida foi estimada pela contagem do namero de colonias residuais sobre a placa.

3.2.2.7 Efeito da incubacdo da INH com HOCI sobre a atividade bactericida da INH

INH (1 mM) foi pré-incubada por 10 min com HOCI (1 mM) a temperatura ambiente.
As bactérias padronizadas na ODgoo = 0,1 (3,5x10° UFC/mL) foram diluidas para 2,5x10°
UFC/mL em caldo M7H9 de acordo com protocolos do CLSI. Em seguida, INH pré-incubada
com HOCI foi adicionada as bactérias nas concentragdes de 25 ¢ 75 uM, num volume final de
200 pL. Apds 24 ha 37 °C, a mistura reacional foi diluida serialmente em 5.000 vezes usando
caldo M7H9, e 10 uL foram estriados em placas contendo agar M7H10. As placas foram entao
incubadas a 37 °C por 48 h e a atividade bactericida foi estimada pela contagem do nimero de

coldnias residuais sobre a placa.

3.2.2.8 Cinética competitiva da reacao entre INH e HOCI

INH (1-100 uM) foi incubada com taurina (15 mM) em PBS, seguida da adi¢&o de HOCI
(50 uM), num volume final de 300 uL. O meio reacional foi entdo diluido em uma solucéo de
acido 5-tio-2-nitrobenzdico (TNB) (OD 412nm = 0,5), preparada a partir da hidrélise basica do
DTNB. A absorbancia foi medida a 412 nm ap6s 5 min. A concentracdo final de HOCI (uM)
foi calculada pela formula: [(controle negativo — controle positivo) x fator de diluicdo x 10/,
sendo controle negativo a absorbancia do meio reacional sem HOCI; controle positivo a
absorbancia do meio reacional contendo HOCI; coeficiente de extingdo molar (¢) do TNB de
2,82x10* M*.cm™; fator de diluicdo = 5. O resultado foi expresso por meio de uma curva do
rendimento maximo [HOCI na auséncia de INH] x [taurina] dividido pelo rendimento na

presenca da INH (scavenger) versus concentracdo da INH (eixo x). O ajuste linear da curva
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obtida permitiu o célculo da constante de velocidade multiplicando o valor da inclinagéo pela
constante de reacdo da taurina com HOCI (4,8x10° Mt.cm®) [27,28]. Como controle, a
constante de reacéo da glutationa (1-25 uM) com HOCI foi determinada.

3.2.2.9 Atividade bactericida da MPO

As bactérias (3,5x10° UFC/mL) foram centrifugadas a 2000 xg (Fanem 206-LB, S&o
Paulo - Brasil) durante 10 min, ressuspendidas em volume necessario de PBS-g para a
concentragdo de 1x10® UFC/mL. Em seguida, as bactérias (1x10% UFC/mL) foram incubadas
num sistema contendo MPO (20 nM) e diferentes concentrac6es de INH (2,5 a 10 uM) a 37 °C
por 20 min, sendo a reacdo iniciada pela adigdo de H.O> (50 uM). O meio reacional foi entdo
diluido 500 vezes em PBS-g ¢ 10 uL foram estriados em placas contendo agar M7H10. As
placas foram incubadas a 37 °C por 48 h e a atividade bactericida foi estimada pela contagem
do numero de colbnias residuais sobre a placa [20].

3.2.2.10 Isolamento de neutréfilos do sangue humano periférico

As amostras de sangue humano foram obtidas de doadores voluntarios, saudaveis, de
ambos 0s sexos, com idade média de 28,5+2,5 anos, ndo fumantes, através de puncédo venosa
periférica por protocolos previamente aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia sob parecer de numero CAAE
46135315.4.0000.0055. O isolamento de granuldcitos foi realizado como descrito por English
& Andersen [29] com pequenas adaptacfes. O sangue foi inicialmente coletado em tubos
plasticos estéreis contendo heparina sodica e homogeneizado por inversdao. Em seguida, 2 mL
de Histopaque 1077 foi cuidadosamente vertido em 3 mL de Histopaque 1119 em um tubo
conico estéril de 15 mL, em temperatura ambiente, seguido da adicdo de 4 mL do sangue
coletado. Apos centrifugacdo a 700 xg (Fanem 206-LB, Sao Paulo - Brasil) por 30 min a
temperatura ambiente, o material sobrenadante foi descartado e a camada de granulécitos,
localizada entre os dois gradientes, aspirada com o auxilio de uma pipeta Pasteur, lavada com
10 mL de salina estéril (0,9%) e novamente centrifugada a 300 xg por 10 min. O sobrenadante
foi descartado e o infranadante foi submetido a hemolise hipotdnica, pela adicdo de 5 mL de
agua destilada gelada, para eliminar quaisquer resquicios de eritrocitos. Em seguida, a
suspensdo foi centrifugada a 300 xg por 10 min, o sobrenadante descartado e o infranadante
ressuspendido em 2 mL de tampédo PBS-g acrescido de cloreto de calcio (1 mM) e cloreto de
magnésio (0,5 mM). A contagem de células foi realizada em camara de Neubauer (Global

Optics, SP - Brasil) e a viabilidade celular confirmada pelo método de exclusdo por azul de
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tripan a 0,2% [30], sendo 98% do total de granuldcitos constituido por neutréfilos. Por esse

motivo, as células utilizadas para as incubacdes foram identificadas como neutrofilos.

3.2.2.11 Atividade bactericida de neutréfilos

As bactérias (3,5x10° UFC/mL) foram centrifugadas a 2.000 xg (Fanem 206-LB, S&o
Paulo - Brasil) durante 10 min, ressuspendidas em volume necessario de tamp&o de opsonizacao
(50% de PBS-g e 50% de soro humano autélogo inativado) para a concentragdo de 1x108
UFC/mL, e incubadas a 37 °C por 20 min. Os neutrdfilos (1x10° células/mL) foram entdo
incubados com as bactérias opsonizadas (1x10% UFC/mL, multiplicidade de infecgdo = 1:1) em
PBS-g na auséncia ou presen¢a de INH (25 e 75 uM), acido 4-aminobenzoico hidrazida
(ABAH) (50 uM), um inibidor da MPO [31,32], ou apocinina (APO) (1 mM), um inibidor da
NADPH oxidase [33,34], num volume final de 500 uL. Apés 1 h, Triton X-100 (0,5%) foi
adicionado, a mistura reacional homogeneizada e mantida em gelo por 10 min para lise total
dos neutréfilos. O homogenato total foi diluido 500 vezes em PBS-g e 10 uL foram estriados
em placas contendo agar M7H10. As placas foram incubadas a 37 °C por 48 h, e a atividade
bactericida foi estimada pela contagem do nimero de coldnias residuais sobre a placa [35].

Nessas condicdes, Triton X-100 ndo causa reducdo da viabilidade bacteriana.

3.2.2.12 Formagdo de O.* por neutrdfilos

A formacdo de O.* por neutréfilos foi determinada espectrofotometricamente pela
reducdo do citocromo C [36]. Neutréfilos (3,3 x 10° células/mL) foram incubados com INH (5,
10, 25 e 50 uM), APO (1 mM) ou SOD (100 pug/mL), na presenga de taurina (15 mM) em PBS-
g a 37 °C, num volume final de 300 pL. Posteriormente, citocromo C (40 uM) foi adicionado
ao meio e as células foram ativadas com acetato de forbol miristato (PMA) (100 ng/mL). A
reducdo de citocromo C foi acompanhada a 550 nm (e = 2,1 x 10* M*tcm™) durante 10 min, e

o dado foi expresso como concentracdo de citocromo C reduzido.

3.2.2.13 Anélise estatistica

Os dados foram analisados no programa GraphPad Prism versdo 5.0. Os experimentos
foram descritos pela média * erro padrdo das replicatas independentes e analisados por One-
way ANOVA seguido pelo pos-test de Newman-Keuls quando apropriado, sendo atribuida

significancia as diferencas com p<0,05.
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3.2.3 Resultados

M. smegmatis mc?155 foi incubada com HOCI, INH e H2O, por 30 min, 24 he 1 h,
respectivamente, e as col6nias residuais foram determinadas. O ajuste dos dados na curva dose-
resposta permitiu o célculo do ICso de 21 e 25 uM para HOCI (Fig. 1A) e INH (Fig. 1B),
respectivamente. Além disso, 0 MBC do HOCI e INH foi estimado em 50 e 75 uM,
respectivamente, ndo sendo possivel determinar o MIC devido a reatividade dos compostos
com a resazurina. No caso do H2O,, até a concentracdo de 500 UM, a sobrevivéncia da bactéria
foi reduzida em apenas 43% (p<0,0001) (Fig. 1C), ndo sendo determinado o ICsp.

>

150+

i
—]
=
1
[ ]

wn
=
1

Inibicdo do crescimento
bacteriano (%)

0 T T T T 1
0 20 40 60 80 100

HOCI (1M)

vy}

150+

bacteriano (%)
=
>
L

Inibi¢io do crescimento
n
(—]
L

0 T ] L 1
0 20 40 60 80

INH (uM)

UFC x 10°/mL
LF¥)
=
1
Ed

—

1 ] ] ]
0 50 100 200 300 500
Hy0; (uM)

Fig. 1. Inibico de crescimento de M. smegmatis mc?155 por HOCI (A), INH (B) e H,0: (C).
As bactérias (1,8x10% UFC/mL, 2,5x10° UFC/mL para HOCI/H202 e INH, respectivamente)
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foram incubadas com HOCI por 30 min, INH por 24 h e H2Oz por 1 h a 37 °C em PBS-g, para
HOCI e H20O2, ou caldo M7H9, para INH. Posteriormente, o meio reacional foi diluido em PBS-
g e a suspensdo bacteriana estriada sobre placa contendo 4gar M7H10 para a contagem das
colénias remanescentes ap6s 48 h a 37 °C. Os dados foram expressos em média + erro padréo
da média do percentual de inibicdo em triplicata de trés experimentos independentes para HOCI
e INH e média £ erro padrdo da média de UFC/mL de dois experimentos independentes para
H20,. Os dados foram ajustados na equacgéo sigmoidal no software GraphPad Prism 5.0 para
calculo do ICsp. *p<0,05 quando comparado com o controle negativo.

Em seguida, HOCI e INH foram pré-incubados in vitro e posteriormente avaliados
quanto as atividades bactericidas residuais. Quando o HOCI foi pré-incubado com INH, o
farmaco reverteu completamente a atividade bactericida do oxidante nas concentracdes
equivalentes ao I1Csp e MBC (p<0,0001) (Fig. 2A). Por outro lado, a oxidagdo do farmaco pelo
HOCI reduziu a atividade bactericida do INH em cerca de 13% na concentracéo relativa ao 1Cso
(p<0,01) (Fig. 2B).

A 40+ B 40-

b e “ # I

I -
= -
£ = =
™ 204 * = 20 -
5] — [ —_—
: 2
=] =
*
* I__.__I
0 T T T T T 0 T T T T T
C- 21 50 21 50 C- 25 75 25 75
HOCI (uM) HOCI + INH (uM) INH (uM) INH x HOCI (pM)

Fig. 2. Efeito da interacdo entre HOCI e INH sobre a atividade micobactericida do HOCI (A) e
INH (B). INH (1 mM) foi preé-incubada por 10 min com HOCI (1 mM) a temperatura ambiente.
As bactérias (1,8x10° UFC/mL e 2,5x10° UFC/mL para HOCI e INH, respectivamente) foram
incubadas com o meio reacional descrito acima por 30 min, para avaliar a atividade do HOCI,
e por 24 h, para avaliar a atividade da INH, a 37 °C em PBS-g ou caldo M7H9. Posteriormente,
o meio reacional foi diluido e a suspenséao bacteriana estriada sobre placa contendo agar M7H10
para a contagem das coldnias remanescentes apds 48 h a 37 °C. Os dados foram expressos em
média + erro padrdo das triplicatas de trés experimentos independentes para o grafico A e um
experimento independente para o grafico B. *p<0,05 quando comparado com o controle
negativo; #p<0,05 quando comparado com o respectivo grupo sem co-incubacéo.

Os dados acima sugerem que HOCI reage com INH, embora a atividade da INH se altere
sutilmente decorrente essa rea¢do. Por esse motivo, a cinética da reacao entre INH e HOCI foi
estimada pelo método competitivo com a taurina. A constante de velocidade observada foi

linearmente dependente da concentracdo de INH (Fig. 3A) cujo valor, correspondente a



23

inclinagdo da reta multiplicado pela constante taurina-HOCI, foi de 3,7x10” M™.s™. A constante
de velocidade do HOCI com a glutationa (Fig. 3B) foi de 2,5x10% M?t.s.
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Fig. 3. Cinética competitiva da reacéo entre HOCI e INH (A) ou glutationa (B). HOCI (50 uM)
foi incubado com taurina (Tau, 15 mM), na presenca ou auséncia de INH (1-100 uM) ou
glutationa (1-25 uM). O meio reacional foi entdo diluido em uma solugéo de TNB (OD 412nm =
0,5) e absorbéncia foi medida a 412 nm em espectrofotémetro. A concentracédo final de HOCI
apos a reacdo foi calculada, e o ajuste linear da curva obtida permitiu o célculo da constante de
velocidade multiplicando o valor da inclinagdo pela constante de reacdo da taurina com HOCI.
Os resultados foram expressos como a média + desvio padrdo da média das triplicatas de um
experimento independente. Rmax = rendimento na auséncia da INH; Rsaav = rendimento na
presenca da INH ou glutationa.

Em seguida, foi investigado o efeito da INH sobre a atividade bactericida da MPO
purificada. Apds 20 min de incubacéo, todas as bactérias morreram no sistema contendo MPO
e H202 (50 uM). Quando INH nas concentragdes de 2,5, 5,0, 7,5 ¢ 10 uM foram adicionadas ao
sistema, a sobrevivéncia da bactéria foi significativamente restaurada para aproximadamente
12 % (p<0,01), 43% (p<0,0001), 53% (p<0,0001) e 70% (p<0,0001), respectivamente.



24

50+

254

UFC x 105/mL

&
0 ) ] I 1 1 ]

C- +H,0, 25 5 75 10
+ INH (uM)

Fig. 4. Efeito da INH sobre a atividade bactericida da MPO. As bactérias (1x10® UFC/mL)
foram incubadas num sistema contendo MPO (20 nM) e diferentes concentragdes de INH (2,5
a 10 uM) a 37 °C por 20 min, sendo a reacdo iniciada pela adi¢cdo de H20, (50 uM). O meio
reacional foi entdo diluido em PBS-g e a suspensdo bacteriana estriada sobre placas contendo
agar M7H10 para a contagem de col6nias remanescentes ap0s 48 h a 37 °C. Os dados foram
expressos em média + erro padrdo das duplicatas de dois experimentos independentes. *p<0,05
gquando comparado com o grupo +H20. +H202: sistema contendo apenas MPO, H20: e
bactérias.

O efeito da INH sobre a atividade micobactericida de neutréfilos isolados do sangue
humano periférico foi também investigado (Fig. 4). Apds 1 h, cerca de 45% das bactérias
opsonizadas morreram na presenca de neutrdfilos humanos. Quando INH (25 e 75 uM) foi
adicionado ao sistema, a sobrevivéncia bacteriana aumentou em aproximadamente 33%, para
ambas as concentragdes, em comparacdo com 0 grupo que continha apenas neutrofilos e
bactérias (p<0,0001). ABAH e APO também aumentaram o numero de coldnias de bactérias
em aproximadamente 17% (p<0,0001) e 27% (p<0,0001), respectivamente. Também,
observou-se que a INH restaurou a sobrevivéncia da bactéria em aproximadamente 6% a mais
do que nos neutrdfilos pré-incubados com APO (p<0,01). Esses resultados sugerem que, além
de reduzir a morte por mecanismos da NADPH oxidase e MPO, INH deve possuir efeitos sobre

vias ndo oxidativas de neutroéfilos.
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Fig. 5. Efeito da INH sobre a atividade bactericida de neutrofilos isolados do sangue humano.
Os neutrdfilos (1x10° células/mL) foram desafiados com as bactérias opsonizadas (1x10°
UFC/mL) em PBS-g na auséncia ou presenca de INH (25 e 75 uM), ABAH (50 uM) ou APO
(1 mM). Apds 1 h, Triton X-100 (0,5%) foi adicionado, a mistura reacional homogeneizada e
mantida em gelo por 10 min para lise total dos neutrofilos. O homogenato total foi diluido em
PBS-g e a suspensdo bacteriana estriada sobre placas contendo agar M7H10 para a contagem
das colonias remanescentes apds 48 h a 37 °C. Os dados foram expressos em média + erro
padréo das triplicatas de trés experimentos independentes. *p<0,05 quando comparado com o
controle negativo; #p<0,05 quando comparado com o grupo que contém apenas neutrofilos e
M. smegmatis; 3p<0,05 quando comparados os grupos APO e INH. PMN (polimorfonucleares):
grupo contendo apenas neutrofilos e bactérias.

Posteriormente, o efeito da INH sobre vias upstream do burst oxidativo de neutréfilos
também foi determinado. A formagéo de O>* por neutrofilos ativados na presenca de INH (5-
50 uM) foi analisada espectrofotometricamente pelo determinacéo da reducdo do citocromo C.
INH, nas concentracGes utilizadas, ndo inibiu significativamente a formacdo O por
neutrofilos humanos (Fig. 5), sugerindo que os efeitos da INH no aumento da sobrevivéncia de
M. smegmatis sejam principalmente em decorréncia da inibi¢cdo da MPO. A inibicédo da reducao

do citocromo C na presenca de SOD confirma a formacdo de O,* no sistema.
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Fig. 6. Efeito da INH sobre a formagdo de O.* por neutréfilos isolados do sangue humano.
Neutrdfilos (3,3x10° células/mL) foram incubados com INH (5, 10, 25 e 50 uM), taurina (15
mM) em PBS-g a 37 °C. APO (1 mM) ou SOD (100 pg/mL) foram utilizados em algumas
incubagdes. Posteriormente, citocromo C (40 uM) foi adicionado ao meio, e as células foram
ativadas com PMA (100 ng/mL). A reducéo de citocromo C foi acompanhada a 550 nm durante
10 min. O resultado foi expresso como concentracao de citocromo C reduzido referente a média
da duplicata experimental.

3.2.4 Discussdo

Os neutréfilos desempenham um papel central no controle da infeccdo causada por
micobacterias, principalmente em processos agudos [9]. Dentre os sistemas microbicidas em
neutrofilos, aqueles associados a MPO se destacam. Essa enzima é capaz de amplificar o
potencial oxidativo do H20, ao formar acidos de halogénio e radicais livres [10,11,37]. Em
certas situacdes, a resposta imune do individuo ndo é suficiente para limitar a disseminacéo das
micobactérias, o que torna necessaria a implementacdo do tratamento farmacolégico, sendo
INH o farmaco de primeira linha no tratamento e quimioprofilaxia da infeccdo por essas
bactérias [12,13,14]. Todavia, os efeitos da INH sobre a atividade bactericida de neutrofilos
eram ainda desconhecidos. Neste estudo, demonstramos pela primeira vez que INH aumentou
a sobrevivéncia da M. smegmatis mc2155 ao inibir a producio de HOCI por neutrdfilos
humanos. Nos decidimos usar a M. smegmatis nos experimentos por se tratar de uma espécie
de micobactéria ndo patogénica, de rapido crescimento e que compartilha varias caracteristicas
genéticas em comum com M. tuberculosis [24].

O MBC da INH contra M. smegmatis mc?155 foi de acordo com descrito na literatura
anteriormente, ao considerar que utilizamos 5x10° UFC/mL enquanto Silva e colaboradores
[38] empregaram cerca de 10° UFC/mL (75 e 117 uM, respectivamente) nos experimentos. Em

contrapartida, o valor do MBC da INH contra M. tuberculosis é 166 vezes menor [39] que 0
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determinado por nés para M. smegmatis. Essa diferenga se deve possivelmente pela maior
expressdo de bombas de efluxo em micobactérias atipicas [38,40].

Nos também demonstramos que INH reage com HOCI com altas taxas de velocidade (k
=3,7x10” M1.s1), inibindo completamente a atividade bactericida do oxidante. A constante de
velocidade de segunda rdem foi determinada por método competitivo, e quando utilizamos
glutationa como padréo, confirmamos a robustez do ensaio, pois constante aqui determinada (k
= 2,5x108 M.s?) foi similar aquela previamente descrita (k = 1,2x10% M*.s) [41]. Em geral,
INH ndo apenas interfere na atividade da MPO [20], como também consome rapidamente o
HOCI formado, o que deve contribuir com a sobrevivéncia bacteriana. Por outro lado, a
atividade micobactericida do INH se reduz significativamente apenas quando incubado com as
bactérias na menor concentracio relativa ao 1Cso. E possivel que a oxidacio por HOCI na
estrutura da INH ndo ocorra nos grupos farmacofdricos da molécula [42].

INH pode agir como substrato e inibidor da MPO, ao passo que diminui a atividade
clorinante da enzima in vitro e em células [20]. Contudo, este estudo demonstrou pela primeira
vez que a interagdo entre INH e MPO prejudica a atividade bactericida tanto da enzima
purificada quanto de neutrdéfilos, considerando que a atividade micobactericida deste Ultimo se
deve quase que exclusivamente aos mecanismos oxidativos. Além disso, o fato da INH reagir
mais rapidamente com a MPO (k = 1,2x10° M.s™) do que com o seu alvo primario, a catalase-
peroxidase bacteriana (k = 4,3x10* M™.s™), explicaria o rapido consumo pela hemeperoxidase
de neutrofilos e, consequentemente, 0 comprometimento na sintese do HOCI [20].

Na oxidacdo da INH pela catalase-peroxidase, o radical de INH forma um aduto com
NAD®, que interfere na atividade da enzima trans-2-enoil-ACP redutase, responsavel pela
sintese de acidos micdlicos [17,18]. Khan e colaboradores [19] também demonstraram que o
produto de oxidacdo da INH pela MPO também é capaz de formar adutos com NAD™. Devido
a similaridade estrutural entre NAD* e NADP*, sugerimos que o radical de INH poderia
também formaria adutos com NADP™ e, eventualmente, reduzir a reciclagem de NADPH e a
atividade da NADPH oxidase de neutréfilos. Nos estudos preliminares nao observamos
alteracOes da producédo de O* de células ativadas na presencga de INH utilizando o método de
reducdo por citocromo C. Entretanto, reconhecemos as limitagfes do método desde que a
reducdo do citocromo C pode ocorrer por outros redutores que ndo O2* e, mais importante, o
citocromo C pode ser reoxidado na presenca de oxidantes e radicais gerados no ambiente
inflamatério, subestimando o efeito estudado [43].

Conjuntamente, esses dados demonstraram que a reacdo entre MPO e INH prejudica a

defesa imune aguda na infeccdo por micobactéria. A compreensdo dos mecanismos
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responsaveis pelas interacbes entre o organismo e farmacos, bem como a consequéncia disso,
sdo fundamentais no ajuste de terapias atualmente utilizadas em infecgdes micobacterianas,
bem como auxiliar no desenvolvimento de farmacos especificos e mais potentes para

tuberculose.
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