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RESUMO 

 

Mycobacterium tuberculosis (Mtb), o principal causador da tuberculose (TB), continua a 
representar um grave problema de saúde pública, principalmente em países de baixa e média 
renda. Estima-se que um terço da população mundial esteja infectada pelo Mtb, com 
aproximadamente oito milhões de casos novos e quase três milhões de mortes anualmente por 
TB. Após a infecção pelo Mtb, a resposta imune desempenha papel preponderante para 
impedir o inicio da doença infecciosa, a TB, bem como de seu curso. Assim, os oxidantes 
(espécies reativas do oxigênio/nitrogênio [EROs/ERNs]) gerados no burst oxidativo de 
células fagocíticas como, os neutrófilos, são essenciais para uma efetiva resposta ao patógeno. 
O uso indiscriminado de suplementação antioxidante, atualmente muito comum entre a 
população, ou o uso terapêutico durante o tratamento da TB, poderia comprometer a resposta 
imune frente às micobactérias, portanto, predispondo a uma maior susceptibilidade ao Mtb 
e/ou TB. Neste contexto, o objetivo deste estudo foi investigar ex vivo a influência do 
antioxidante sintético da classe dos nitróxidos, o 4-Hidroxi-2,2´,6,6´-tetrametilpiperidina-1-
oxil (Tempol), sobre a resposta microbicida de neutrófilos contra M. tuberculosis. Neutrófilos 
humanos foram isolados por gradiente de densidade a partir de sangue total de voluntários 
saudáveis. Para avaliar o burst oxidativo na ausência ou presença do Tempol, M. tuberculosis 
H37Ra (ATCC 35177) foi incubado a 37 ºC com neutrófilos a multiplicidades de infecções 
(MOI) variando de 1 a 100. A liberação de anions superóxido (O2

•-) pelos neutrófilos foi 
avaliada através do ensaio de redução do citocromo c. O ensaio de quimioluminescência 
amplificada com o Luminol foi utilizado para avaliar EROs/ERNs total e com Isoluminol para 
extracelular. Complementarmente, o ensaio de killing foi realizado para verificar a capacidade 
microbicida total dos neutrófilos tratados ou não com Tempol. Neste teste, foi adotado o 
protocolo "dois passos", em que, Mtb foi incubado com neutrófilos (por 10, 30 e 90 min a 37 
ºC) e, através de uma centrifugação diferencial (100 x g, 5 min) e lise dos neutrófilos com 
H2O pH 11, as micobactérias intracelular e extracelular foram quantificadas e os resultados 
reportados em Unidades Formadoras de Colônia (UFC), após uma incubação das 
micobactérias por 21 dias a 37 ºC. Através deste protocolo, as taxas de fagocitose (Kp) e morte 
intracelular (Kk) do Mtb foram calculadas. Paralelamente foi avaliada a possível atividade 
tóxica do Tempol sobre neutrófilos, tendo sido observado que Tempol a uma concentração de 
500 µM não foi citotóxico. O burst oxidativo dos neutrófilos contra Mtb foi 
significativamente diminuído na presença do Tempol (450 µM, p < 0,05) para todos os 
oxidantes avaliados. Esta concentração também foi capaz de diminuir a capacidade 
microbicida dos neutrófilos, em que o número de UFC de M. tuberculosis no grupo tratado 
com Tempol foi significativamente maior que no grupo controle (p < 0,05). Curiosamente, 
Tempol diminuiu o KK dos neutrófilos, mas não teve nenhum efeito sobre a seu Kp. Este 
estudo fornece informações sobre a influência de antioxidantes sobre a resposta imune contra 
o M. tuberculosis, de modo que as implicações clínicas para a prevenção e tratamento da 
tuberculose deve levar em conta estes achados.  
 
Palavras-chave: Tuberculose, Mycobacterium tuberculosis, NADPH oxidase, estresse 
oxidativo, Tempol, NET. 



ABSTRACT 
 
 
Mycobacterium tuberculosis (Mtb), the main cause of tuberculosis (TB), remains as a serious 
public health problem, chiefly in low- to middle-income countries. It is estimated that about 
one-third of the world's population has latent TB, with about eight million new cases and 
roughly three million deaths each year from TB. The innate immune response following Mtb 
infection plays a crucial role in preventing the onset of active TB, as well as its course. Thus, 
phagocytes-derived reactive oxygen/nitrogen species (ROS/RNS) during the oxidative burst 
(e.g., generated by neutrophils) are essential to an effective response to the pathogen. The 
indiscriminate use of antioxidant supplements, currently very common among the population, 
or their use as adjuvant therapy during TB treatment, could compromise the immune response 
to Mtb accordingly potentially increasing the host's susceptibility to Mtb/TB. In this context, 
the aim of this study was to investigate the ex vivo effect of the cyclic nitroxide tempol (4-
hydroxy-2,2,6,6-tetra-methyl-1-piperidinyloxy), an antioxidant with superoxide dismutase 
mimetic properties, on the microbicide response of neutrophils against M. tuberculosis. 
Human neutrophils were isolated from venous blood of healthy volunteers by Ficoll density 
gradient centrifugation. To assess the oxidative burst in the absence or presence of Tempol, 
M. tuberculosis H37Ra (ATCC 35177) was incubated at 37 ° C with neutrophils at multiplicity 
of infection (MOI) ranging from 1 to 100. ROS generation (O2

•-) by neutrophils was evaluated 
by using the cytochrome c reduction assay. The total and extracellular ROS were determined 
using the luminol- and Isoluminol-amplified chemiluminescence assay. Complementarily, the 
killing assay was performed to check the total microbicide capacity of neutrophils treated or 
not with Tempol. In this test, the "two-step" protocol was adopted in which, Mtb was 
incubated with neutrophils (for 10, 30, and 90 min at 37 °C) and, by differential centrifugation 
(100 x g 5 min) and lysis of neutrophils with H2O pH 11, the intracellular and extracellular 
mycobacteria were incubated for 21 days at 37 ° C and, mycobacteria were quantified and 
results the ensuing reported as number of Colony Forming Units (CFU). Through this 
protocol, were calculated the phagocytosis (Kp) and intracellular killing (Kk) rates for M. 
tuberculosis. The possible toxic activity of Tempol was evaluated on neutrophils and, was 
observed that 500 µM tempol was not cytotoxic. The oxidative burst of neutrophils against 
Mtb was significantly decreased in the presence of 450 µM Tempol, for all evaluated oxidants 
(p < 0.05). Treatment of neutrophils with 450 µM Tempol decreased the total microbicidal 
activity against M. tuberculosis, since colony-forming units of these mycobacteria in the treated group 
were significantly higher than those for the untreated group (p < 0.05). Strikingly, Tempol (450 
µM) decreased the kk of neutrophils, but had no effect on their kp. This study provides insights 
of the influence of antioxidants on the immune response to M. tuberculosis, so that clinical 
implications for the prevention and treatment of TB should take into account these findings. 

 

Keywords: Tuberculosis, Mycobacterium tuberculosis, NADPH oxidase, oxidative stress, 

Tempol, Neutrophil extracellular traps. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

As doenças infecciosas continuam a ser uma das principais causas de morbidade e 

mortalidade no mundo (CHANDRA, 2010; WHO, 2012). Como forma de defesa do 

organismo, a resposta imune inata a várias infecções tem como fator primordial a liberação de 

oxidantes por fagócitos, denominados espécies reativas do oxigênio/nitrogênio (EROs/ERNs). 

Este evento, catalisado pelo complexo NADPH oxidase (isoforma NOX2) é referido como 

burst respiratório ou burst oxidativo, e sua diminuição ou ausência tem sido associada a 

prognósticos desfavoráveis durante o curso de diferentes doenças infecciosas (BROWN et al., 

2009; MARTÍNEZ & ANDRIANTSITOHAINA, 2009; ALFADDA & SALLAM, 2012). 

Diferentes estudos têm estabelecido a ligação entre a formação de oxidantes e a efetividade na 

defesa do hospedeiro contra o Mycobacterium tuberculosis, agente causador da Tuberculose 

(TB) (MACMICKING et al., 1997; BOGDAN et al., 2000; SINGH et al., 2008). 

 O aumento na formação de ERO/ERN em humanos está associado a fatores 

ambientais, tais como, os danos químicos induzidos pela metabolização de fármacos ou 

quando da exposição a fontes de radiação, ou, ainda, a fatores que induzem o aumento da 

necessidade energética, com sobrecarga da função da cadeia respiratória mitocondrial, o que 

ocorre, com uma carga excessiva de exercícios físicos (GUARATINI et al., 2006; NATHAN 

& CUNNINGHAM-BUSSEL, 2013). 

 Controle do ciclo celular (SUZUKI et al., 1999; MACIP et al., 2002; DARWICHE et 

al., 2007), sinalização bioquímica (DUDA et al., 2002; STORZ, 2006; D’AUTRÉAUX & 

TOLEDANO, 2007; HANCOCK, 2009), diferenciação celular (SARDINA et al., 2010) e, 

apoptose (SUZUKI et al., 1999; Le BRAS et al., 2005; KIM et al., 2010) são alguns exemplos 

de mecanismos nos quais os oxidantes participam, desde que, em ideais concentrações. Por 

outro lado, doenças crônico-degenerativas e eventos patológicos têm suas gêneses 

metabólicas implicadas como um resultado de quando a quantidade de ERO/ERN excede a 

capacidade de defesa antioxidante do organismo, no chamado “estresse oxidativo”, causando 

danos a importantes macromoléculas como, as proteínas, os carboidratos, os lipídeos, o RNA 

e, o DNA (STORZ, 2006). Esta disrupção na homeostase redox pode ter como consequência 

as, complicações vasculares no diabetes (TIWARI et al., 2013), alterações cardiovasculares 

(YOSHIDA, 1996; LEE et al., 2005; LONN et al., 2005; COOK et al., 2007), câncer 

(OMENN et al., 1996; MANDA et al., 2009), doenças neurodegenerativas (STORZ, 2006; 

GRODSTEIN et al., 2007; ZHOU et al., 2007; JOMOVA et al., 2010), infertilidade 
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(SHARMA & AGARWAL, 1996) e, as doenças infamatórias (FERREIRA & 

MATSUBARA, 1997; TSUHAKO et al., 2010). 

 Diante disto, torna-se cada vez mais comum o uso de suplementos que contém 

compostos com atividade antioxidante, em parte justificados por suas propriedades 

terapêuticas (MEAGHER & RADER, 2001; LEE et al., 2005; LONN et al., 2005; COOK et 

al., 2007; BRAMBILLA et al., 2008; TSUHAKO et al., 2010). Durante a TB ativa, que requer 

alta rigorosidade na adesão e um prolongado uso dos medicamentos constantes em uma das 

linhas de fármacos anti-TB, têm sido relatado em pacientes, intenso estresse oxidativo, isto, 

proveniente de tal terapia. Como forma de resolver esta reação adversa aos medicamentos 

constantes na terapia da TB, estudos têm reportado a utilidade do uso de suplementos 

antioxidantes (como o resveratrol) por parte de pacientes durante o tratamento da TB, 

justificados pela restauração dos níveis de glutationa (BUTOV et al., 2013). Contudo, a 

preocupação cada vez mais crescente por parte da população quanto ao uso de suplementos 

antioxidantes e, a necessidade terapêutica de tal uso, pode conduzir a um novo problema de 

saúde pública, uma vez que a alteração no balanço do metabolismo entre a formação de 

ERO/ERN e as defesas endógenas de sua regulação, está relacionada ao aparecimento de 

efeitos indesejados, especialmente a predisposição às infecções por patógenos, quando há 

redução de EROs  (HERCBERG et al., 2007; SCHROECKSNADEL et al., 2007). 

 Uma vez que o equilíbrio redox do organismo é necessário para a defesa contra 

patógenos e à manutenção da saúde (D’AUTRÉAUX & TOLEDANO, 2007), o conhecimento 

das possíveis interferências dos antioxidantes na resposta a microrganismos é de fundamental 

importância na prevenção de um possível uso indiscriminado ou em condições críticas de 

susceptibilidade a infecções. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1. Oxidantes: histórico, origem e importância na saúde e nas doenças 

 

 Viver com o risco de estabelecimento de um quadro de estresse oxidativo é uma 

condição que organismos vivos têm de correr, devido às diferentes rotas metabólicas de 

produção de ERO/ERN, bem como às adaptações das demandas energéticas mais eficientes 

que acabam por produzir espécies oxidantes em excesso (ANDREYEV et al., 2005; REGOLI 

et al., 2013). Dentre estas, os radicais livres são espécies químicas que apresentam elétrons 

desemparelhados, sendo reativas em variados graus, dependendo do seu potencial de óxido-

redução (FERREIRA & MATSUBARA, 1997). 

 Fontes exógenas, como radiação ultravioleta e gama e metabolismo de fármacos são 

responsáveis pela formação de espécies oxidantes no organismo. Por outo lado, um 

considerável número de fontes endógenas são geradoras de tais espécies, como a cadeia de 

transporte de elétrons mitocondrial; os sistemas enzimáticos NADPH oxidase; flavoenzimas 

(ERO1); xantina oxidase; óxido nítrico sintetase; lipooxigenases; ciclooxigenases; complexo 

do citocromo P450, entre outros (NATHAN & CUNNINGHAM-BUSSEL, 2013). Apesar 

desta produção endógena, o organismo possui sistemas de detoxificação, mantendo o 

equilibrio funcional de forma dinâmica. Os sistemas antioxidantes das enzimas superóxido 

dismutases, catalase, glutationa-peroxidase e redutases são os principais responsáveis por este 

equilibrio. Compostos de baixa massa molecular, como o ascorbato, piruvato, α-cetoglutarato, 

ácido úrico e oxaloacetato também participam da manutenção do equilibrio redox celular 

(NATHAN & CUNNINGHAM-BUSSEL, 2013). 

 Após o reconhecimento da importância da formação de radicais livres em organismos 

vivos, tendo como gênese metabólica os processos redox envolvendo as biomoléculas, uma 

enorme quantidade de estudos buscou explorar os lados positivos e negativos destas espécies 

reativas, bem como uma melhor compreensão das alterações quantitativas que as envolve. O 

primeiro artigo científico a respeito foi publicado por volta de 1945 (ALFADDA & 

SALLAM, 2012), e abriu caminho para que, nos anos posteriores, tanto os processos 

benéficos quanto os deletérios advindos da produção de ERO/ERN começassem a ser 

desvendados pelo acúmulo de evidências científicas, e as relações dos compostos oxidantes, 

especialmente dos radicais livres, com alguns processos patológicos e doenças começaram a 

ser cogitadas (BALISH et al., 2005). 
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 A controvérsia quanto às atividades biológicas dos oxidantes são fruto da 

complexidade que envolve o balanço dos processos redox no organismo. Assim, a sutileza do 

limiar entre o que é fisiológico e o que passa a ser patológico dependem de complexos fatores 

e, a dualidade dos oxidantes é destacada (SCHROECKSNADEL et al., 2007; BARTOSZ, 

2009). 

 O possível papel benéfico de oxidantes sobre o sistema imunológico e a ação frente a 

patógenos é pleiotrópico, patógeno-específico e controverso, tanto em estudos in vitro quanto 

em realtos in vivo. Em processos infecciosos e/ou inflamatórios, a produção de ERO/ERN é 

um processo vital na defesa do organismo, e se inicia quando o fagócito recebe estímulos para 

o englobamento do microrganismo, originando uma série de alterações metabólicas 

coordenadas, as quais geram um aumento abrupto do consumo de oxigênio. Este processo, 

denominado burst respiratório ou burst oxidativo, não utiliza o O2 para a síntese de ATP 

através da respiração mitocondrial. Através de um complexo enzimático (o NOX 2, Figura 

1.), o O2 é transformado em ânions superóxido (O2
•-) os quais podem sofrer dismutação 

espontânea ou enzimática da superóxido dismutase (SOD), gerando peróxido de hidrogênio 

(H2O2). Partindo do H2O2, através da ação da enzima mieloperoxidase (MPO), são formados 

oxidantes mais reativos como o radical hidroxila (HO•), ácido hipocloroso (HOCl) e oxigênio 

singlete (1∆g O2), também denominadas espécies altamente reativas do oxigênio (do inglês 

highly reactive oxygen species, hROS). Ainda, com ativação de óxido nítrico sintetase 

induzida (iNOS), o óxido nítrico (•NO) reage rapidamente com O2
•-, originando peroxinitrito 

(ONOO
-
), um potente antimicrobiano. O processo de formação destes oxidantes em fagócitos 

é resumido na Fig. 2. abaixo. 

Estes compostos, por apresentarem grande reatividade com macromoléculas, são 

potencialmente capazes de matar corpos estranhos ao organismo (MOHAMMADI et al., 

2013). O burst respiratório é o evento central da fagocitose. Este mecanismo microbicida 

oxidante dos fagócitos é mediado por um complexo enzimático, associado à sua membrana 

citoplasmática e à membrana dos grânulos específicos, chamado NADPH (nicotinamida 

adenina dinucleotídeo reduzido) oxidase, hoje redenominada sistema NOX2 (BROWN & 

GRIENDLING, 2009). Em células não estimuladas, o sistema NOX2 está dormente e 

dissociado, com componentes presentes tanto no citosol quanto na membrana de grânulos 

secretórios, podendo ser rapidamente ativado quando os fagócitos são expostos a estímulos 

adequados. A ativação do burst respiratório envolve profundas mudanças de localização e 

atividades de diferentes componentes deste complexo enzimático (SEGAL, 2008). 
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O termo “burst respiratório” ou “burst oxidativo”, é assim referido devido a intensa 

produção de O2
•- através do complexo NADPH oxidase, em neutrófilos. NADPH oxidases são 

complexos multiproteicos e compreendem uma família de enzimas ligadas à membrana que 

geram O2
•- em ambos os compartimentos, extracelulares ou intracelulares. A muito tempo os 

fagócitos são conhecidos por expressar grandes quantidades de NADPH oxidase que residem 

na membrana plasmática ou nas membranas fagossomais, mas valores intermédiários ou 

baixos deste complexo ocorrem na maioria, se não em todos os tipos de mamíferos, de células 

e tecidos. O complexo NADPH oxidase de fagócitos (NOX 2) consiste de um componente 

transmembranar, associado a membrana de fagócitos ou de fagossomos durante a fagocitose, 

o citocromo b558, referido como o terminal do transporte de elétrons, formado por uma 

subunidade maior, a gp91phox (subunidade transmembranar, também conhecida como NOX 2), 

e uma menor, a p22phox e de outros componentes “phox” solúveis encontrados no citoplasma 

(p47phox, p40phox, e p67phox) de fagócitos em repouso, além de uma guanosina trifosfatase 

(GTPase, Rac1 ou Rac2). A subunidade gp91phox foi encontrado por ter vários homólogos em 

complexos NADPH oxidase não fagocíticos (outras NOX, expresso em outras células que não 

fagócitos, Fig. 1.). Juntamente com gp91phox, estes homólogos foram reunidas na família 

NOX, compreendendo NOX1, NOX2 (= gp91phox), NOX3, NOX4, NOX5, e também DUOX 

(dual-oxidase) 1 e 2 (Todos os diferentes sistemas NOX são mostrados na Fig. 1.). Os 

complexos NADPH oxidase não fagocíticos diferirem de NOX-2 (complexo fagocítico) na 

estrutura molecular, localização subcelular e função bioquímica (STOIBER et al., 2015).  

O complexo NADPH oxidase pode se apresentar em diferentes estados (em repouso, 

“primados”, ativo ou inativo, Fig. 3.). Em fagócitos não estimulados, o complexo NADPH 

oxidase está dormente e dissociado em componentes presentes no citosol (p47phox, p67phox e 

p40phox), e na forma de complexo quando na membrana de vesículas secretórias e grânulos 

específicos (gp91phox e p22phox), onde se associam a uma flavoproteína (Fig. 3.). Moléculas 

sinalizadoras e outros agentes são capazes de induzir a montagem das subunidades e posterior 

ativação, incluindo as citocinas pró-inflamatórias, microrganismos e derivados microbianos 

(LPS, fMLP, entre outros), agonistas de receptores Toll-like (TLR), e agentes químicos, tais 

como o PMA e, bem como será descrito na sequência, estes agentes são em grande parte os 

mesmos daqueles responsáveis pela indução de ETs/ETOse. Para o complexo ser funcional, é 

requerido a fosforilação de subunidades das proteínas (por exemplo, p47phox) por MAPK, e a 

translocação dos componentes citosólicos (p47phox, p40phox, p67phox e Rac) até as membranas, 

ligando se posteriormente aos sitios do citocromo b558, deste modo, levando a montagem do 



18 

 

complexo, que passa a ser funcional. A região do citocromo b558 corresponde ao sitio de 

ligação de FAD e NADPH. As vias de regulação da montagem do complexo NADPH oxidase 

variam dependendo dos estímulos moleculares envolvidos, como exemplos, em neutrófilos, 

PMA é um potente indutor do complexo por atuar direto sobre a proteína quinase C, ao passo 

que o fMLP requer a prévia ativação de vias como PI3K/AKT/mTOR (STOIBER et al., 

2015). 

Uma vez montado e ativado, o complexo NADPH oxidase catalisa a oxidação do 

NADPH, gerando NADP+ + H+ + e-. Os elétrons desprendidos são transportados através do 

gradiente de potencial de redução gerado, e transferidos para o FAD e, em seguida, para o 

aceptor final, o oxigênio molecular (O2), sendo assim, formando os ânions superóxido (O2
•-). 

Isto permite uma posterior cascata de geração de outros EROs (Fig. 2.), que continua com a 

rápida conversão de O2
• em H2O2, quer espontaneamente ou catalisada pela superóxido 

dismutase (SOD). O processo pode então proceder à formação de ácido hipocloroso (HOCl) 

pela ação de MPO sobre o H2O2. HOCl é capaz, por sua vez, de voltar a reagir com o H2O2 

para gerar 1O2. A disponibilidade de metais de transição (por exemplo, o Ferro) 

especificamente pode permitir que o H2O2 entre na reação de Fenton, formando o altamente 

reativo radical hidroxila (HO•). Outras reacções podem seguir sob determinadas condições, 

tais como a produção de óxido nítrico (NO) por iNOS, e isto pode implicar novamente em 

reacções consecutivas, por exemplo, do NO com O2 para formar peroxinitrito (STOIBER et 

al., 2015). 

 

Figura 1. Representação esquemática dos diferentes sistemas NOX encontrados em 
humanos. 
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Figura 2. Representação esquemática da formação das espécies reativas do oxigênio/nitrogênio 
(EROs/ERNs) em fagócitos.  

 
Legenda: NAD(P)H nicotinamida adenina dinucleotídeo reduzido; EROs/ERNs: espécies reativas do 
oxigênio/nitrogênio; iNOS: óxido nítrico sintetase induzida; MPO: mieloperoxidase; SOD: superóxido 
dismutase; hROS: espécies altamente reativas do oxigênio (highly reactive oxygen species); O2

•-: ânion 

superóxido; ONOO
-
: peroxinitrito; HOCl: ácido hipocloroso; OCl−: anion hipoclorito; 1O2: oxigênio singlete; 

•NO: óxido nítrico; HO•: radical hidroxila; H2O2: peróxido de hidrogênio. Pela ação da MPO fagocitica, são 
formadas as hROS. 
A príncipio, durante o burst oxidativo dos fagócitos, o O2

•- é formado através do complexo NADPH oxidase 
(sistema NOX-2). A seguir, ele sofre ação da SOD, ou dismutação espontânea, gerando o H2O2, que pode entrar 
na via de Fenton e gerar HO• e/ou sofrer ação da MPO e gerar OCl−, HO•, ou 1O2. Ainda, o O2

•- pode interagir 

com o •NO para gerar ONOO-.  
Observação: Neste esquema de representação esquemática, é apresento uma extremamente simplificada visão 
geral, portanto, as reações químicas/interações não estão balanceadas.  
Fonte: Autor 
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Figura 3. Ativação e montagem do complexo NADPH oxidase em fagócitos 

 
Legenda: Os componentes funcionais conhecidos envolvidos na ativação são apresentados: o citocromo b558, 
que consiste nas subunidades gp91phox e p22phox; os componentes citossólicos, p67phox, p40 phox, p47phox e o Rac2 
GTPase em complexo com a proteína reguladora GDI (inibidor de dissociação GDP). Em condições de repouso 
(na ausência de estímulo dos neutrófilos), os componentes estão separados, gp91phox e p22phox, associados a 
membrana e,  p67phox, p40 phox, p47phox e o Rac2, dissolvidos no citoplasma (parte superior da fígura).  Após a 
estimulação adequada dos neutrófilos humanos (como observado na fígura, de cima para baixo), ocorre a 
fosforilação de alguns componentes (por exemplo, p47phox), levando a ativação do complexo e traslocação dos 
componentes citoplasmáticos (p67phox, p40 phox, p47phox e o Rac2) até a membrana, onde ocorre à montagem do 
complexo NADPH oxidase (como observado na fígura, mais  abaixo), deesa forma, tornando-o funcional para 
que ocorra a transferência de elétrons por gradiente de potencial de redução até o FAD que, subsequentemente, 
para o aceptor final, o oxigênio molecular (O2), sendo assim, formado os ânions superóxido (O2

•-). 
Fonte: Bokoch & Diebold (2002).  
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A importância do sistema enzimático NOX-2 é claramente evidenciada em pacientes 

portadores de Doença Granulomatosa Crônica (DGC), que, devido a mutações autossômicas 

ou ligadas ao cromossomo X, em genes que codificam para as sub-unidades do complexo 

NADPH oxidase, tais pacientes não possuem capacidade de produzir quantidades normais de 

O2
•- pelos fagócitos, estando, então, sujeitos a infecções recorrentes durante toda a vida 

(SEGAL, 2008; BUSTAMANTE et a., 2011). 

Contudo, embora oxidantes tomem parte em importantes processos biológicos, o 

excesso deles podem provocar sérios danos ás células e/ou tecidos. Como exemplos, os 

anions superóxidos (O2
•-), formados através do sistema NOX 2 fagocítico, apresentam 

decomposição enzimática (via SOD, Fig. 2.) na velocidade de aproximadamente 5 X 105 M-1 

sec-1 em pH 7. Atualmente, é bem conhecido o papel do O2
•- no câncer, na gênese de doenças 

inflamatórias, cardiovasculares e neurodegenerativas, apesar do O2
•- apenas não ser capaz de 

danificar o DNA de forma direta (BATTIN et al., 2009). O radical hidroxila (HO•) apresenta 

decomposição espontânea, em torno de 10-9 segundos, restringindo sua localização nas 

proximidades onde são formados os anions superóxidos/H2O2. Este radical é altamente reativo 

e pode causar intenso dano intracelular, tendo grande potencial para oxidar lipídios, proteínas 

e ácidos nucleicos (BENZIE et al., 2000; SETSUKINAI et al., 2003; RÁC et al., 2015). 

Representando o primeiro estado excitado do estado fundamental do oxigênio 

molecular, o 1O2 pode reagir com todos às macromoléculas bilógicas, além de alta reatividade 

com compostos de baixo peso molecular, tais como grupos tióis de aminoácidos. O tempo 

entre sua formação e decomposição (espontânea) pode variar dentro de 10-5 segundos 

(RIBEIRO et al., 2005). O oxigênio singleto é considerado um importante agente 

antimicrobiano gerado por fagócitos (RAGÀS et al., 2013). Por outro lado, o 1O2 pode causar 

danos a importantes bimoléculas, através de reações químicas ou transferindo energia a elas. 

Assim, proteínas, ácidos nucléicos (DNA e RNA) e lipídios são alvos do 1O2, tendo como 

consequência a formação de endoperóxidos, hidroperóxidos ou dioxetanos, com consequente 

dano oxidativo a estas macromoléculas, o que pode resultar no aparecimento de doenças, tais 

como alterações dermatológicas, danos oxidativos ao fígado e porfiria eritropoiética (KON et 

al., 2004; BRIVIBA et al., 2007). Além disso, o 1O2 pode reagir com átomos de nitrogênio ou 

enxofre presente em aminoácidos, formando 1,2-dioxetanos, ou reagindo com aminoácidos 

fenólicos, gerando hidroperoxidienona (RONSEIN et al., 2006).  
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Os usos de alguns antibióticos bactericidas também têm sido apontados como grandes 

fontes de radicais livres, em parte, por seus metabolismos, ou para ativarem algumas vias 

metabólicas, os quais, em alguns casos, são considerados um efeito indesejável de seus usos. 

Porém em outras situações, podem ter desejáveis efeitos reforçadores da ação antimicrobiana, 

talvez explicando a possível controvérsia de sua possível ação antimicrobiana (FANG  et al., 

2004; CHANDEL & BUDINGER, 2013; KALGHATGI et al., 2013; MORONES-RAMIREZ 

et al., 2013). Reforçando este paradigma, adicional aos subjacentes mecanismos microbicidas 

dos oxidantes durante a reposta imune a patógenos, recentemente, Keren et al. (2013); Liu & 

Imlay (2013) demonstraram que as ações antimicrobianas in vitro de alguns antibióticos não 

são dependentes dos oxidantes, contrariando prévios estudos, em que se supunham que a ação 

de tais antimicrobianos dava-se pela indução da formação destas espécies reativas (DWYER 

et al., 2009; BRYNILDSEN et al., 2013). 

 Adicionalmente aos mecanismos microbicidas já conhecidos dos fagócitos 

polimorfonucleares, recentemente surgiram relatos na literatura de que os oxidantes que são 

gerados por NOX2 (BRINKMANN et al., 2004; RADIC & KAPLAN, 2013), especialmente 

H2O2 advindo da dismutação de O2
•-, estão de diferentes modos relacionados ao 

desprendimento intracelular de cromatina descondensada (nuclear e, em alguns casos, 

mitocondrial ou uma mistura de ambas) para o espaço extracelular, via citoesqueleto, 

complexada com grânulos proteicos com ação antimicrobiana (provenientes dos grânulos 

azurófilos [elastase e mieloperoxidase], específicos [lactoferrina] e terciários [catepsina e 

gelatinase]). Este complexo cromatina-grânulos é também conhecida como armadilha 

extracelular, que em neutrófilos é denominada de armadilha extracelular de neutrófilos (do 

inglês Neutrophil Extracellular Traps [NETs], Figura 4.). Esta estrutura é mais bem estudada 

em neutrófilos, embora eosinófilos (Armadilhas Extracelular de Eosinófilos, EETs), 

mastócitos (Armadilhas Extracelular da Mastócitos, MCETs) e monócitos/macrófagos 

(Armadilhas Extracelular de Macrófagos/monócitos, METs) também estejam aptas a executar 

tal mecanismo (GOLDMANN & MEDINA, 2013). Este mecanismo parece ser também uma 

forma de morte celular programada, diferente dos mecanismos clássicos de apoptose e 

necrose, sendo referido como NETose, em que a participação do Ca+2, peptidylarginine 

deiminase 4 (PAD4) e elastase são essenciais para a formação de NETs e posterior NETose 

(BRINKMANN et al., 2004; LI et al., 2010; PALMER et al., 2012).  

O papel da mieloperoxidase (MPO) também é preponderante na formação de NET 

(METZLER et al., 2010), onde a ação desta enzima sobre H2O2 com produção de HOCl 

incrementa o desprendimento da armadilha extracelular, além da participação ativa desta 



23 

 

enzima na descondensação da cromatina (PALMER et al., 2012). A ativação de NET também 

é possível por outros mecanismos, não se limitando, desta forma, ao envolvimento de NOX2 

(FUCHS et al., 2007; YOUSEFI et al., 2009). 

A formação de NET parece responder especificamente a diferentes estímulos 

patógeno/químico-específicos e, a robustez desta resposta, também varia com o tipo de 

fagócito em questão, sendo que, a formação destas estruturas, tem sido identificada como uma 

forma de defesesa em vertebrados, não se restringindo apenas aos humanos (BIANCHI et al., 

2009; GABRIEL et al., 2010; PILSCZEK et al., 2010; JUNEAU et al., 2011; YOUNG et al., 

2011; PALMER et al., 2012; GOLDMANN & MEDINA, 2013; STEPHAN et al., 2015; 

STOIBER et al., 2015). Recentemente, um mecanismo similar foi também descrito em 

Crassostrea gigas (ostra) como forma de defesa (POIRIER et al., 2014). O desprendimento de 

NETs foi recentemente dividido em duas fases: a primeira, não requer glicose exógena e uma 

glicólise satisfatória e, estendesse, até a descondensação de cromatina; a segunda fase, é 

dependente de glicose exógena e de uma intensa glicólise, talvez por requerer transporte ativo 

desta estrtura ao longo do citoesqueleto para a extrusão para o espaço extracelular 

(RODRÍGUEZ-ESPINOSA et al., 2015).  

 
 

Figura 4. Modelo esquemático da 
formação de NET. O neutrófilo, sob os 
diferentes estímulos, libera oxidantes 
pela ação de NADPH oxidase (NOX2). 
Os oxidantes formados guiam a 
translocação de elastase e MPO 
presentes nos grânulos (1). Os grânulos 
secretórios se movem ao núcleo, 
simultaneamente à ruptura do 
envoltório nuclear, (2) cujos conteúdos 
se misturam ao fluido celular, 
concomitante a ação de elastase e MPO, 
onde elas auxiliam na descondensação 
da cromatina (3). Após descondensação 
da cromatina (também facilitado pela 
PAD-4 e Ca+2), a NET formada por fitas 
de DNA impregnadas de proteínas com 
ação antimicrobiana e proteases de 
grânulos específicos do fagócito é 
liberada para o espaço extracelular 
através da interação com componentes 
do citoesqueleto (4).   

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

 Uma vez em que o efeito dual dos oxidantes pode ocorrer in vivo, isto dependente de 

suas concentrações (Fig. 5.), naturalmente, organismos vivos dispõem de sistemas de controle 

do balanço redox. Dentre estes, a glutationa e a coenzima Q têm importantes papéis em 

humanos. Os antioxidantes ganharam a atenção da saúde pública quando cientistas 

começaram a entender os danos à saúde causados por oxidantes, especialmente os radicalares, 

em estágios iniciais de condições como aterosclerose, câncer, perda de visão, e outras 

condições crônicas. Assim, historicamente, o uso de antioxidantes, seja para fins estéticos ou 

terapêuticos, tem sido cientificamente justificado por apresentarem propriedades no controle 

do excesso dos oxidantes que podem gerar danos à saúde (GUTTERIDGE et al., 1994). É, 

hoje, cada vez mais comum o uso de antioxidantes, especialmente entre os praticantes de 

atividades físicas intensas e de indivíduos que buscam tratamentos rejuvenescedores 

(BRAMBILLA et al., 2008). Diante das premissas de benefícios com o uso desta classe de 

compostos, as indústrias alimentícias e de suplementos começaram a explorar estas 

propriedades para fins de marketing, o que vem rendendo milhões de dólares anualmente a 

elas com a venda de suplementos antioxidantes (HARVARD, disponível em: 

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

 

Figura 5. Representação esquemática do sutil limiar entre o que é fisiológico e patológico no corpo 
humano como uma consequência do balanço redox na produção das espécies reativas do oxigênio 
(EROs) e nitrogênio (ERNs).  

 

 
 
 

Fonte: Autor 
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Antioxidantes sintéticos, como alupurinol, desferoxamina, propanolol, 

aminoesteróides, além das clássicas vitaminas C e E, atenuam o estresse oxidativo, dessa 

forma prevenindo ou atenuando os sintomas de algumas condições patológicas, como as 

cardiopatias induzidas por radicais livres, e podem ser utilizados para diferentes finalidades e 

adquiridos como forma de medicação ou suplementos (MEAGHER & RADER, 2001; SHITE 

et al., 2001). Contudo, na década de 90, surgiram dúvidas com relação aos possíveis efeitos 

pró-oxidantes das vitaminas (CARR & FREI, 1999). De acordo com Podmore et al. (1998), 

dependente da concentração, a vitamina C pode apresentar um efeito pró-oxidante, trazendo 

sérias consequências ao balanço redox celular e, levando, por exemplo, a oxidação de bases 

do DNA (JENNER et al., 1998). 

Recentemente, iniciaram-se pesquisas com antioxidantes sintéticos da classe dos 

nitróxidos. Dentre eles, o 4-Hidroxi-2,2´,6,6´-tetrametilpiperidina-1-oxil (Tempol, Figura 6.) 

é um mimético da enzima SOD. Tempol é considerado um promissor protótipo, apresentando 

desejáveis características físico-químicas, com um bom coeficiente de partição tanto em 

compartimentos hidrofóbicos quanto em hidrofílicos, amplo espectro de interação com os 

diferentes oxidantes produzidos no organismo, capacidade de interromper a cadeia de reações 

redox e de atuar de maneira reciclável na célula. Este composto paramagnético é considerado 

potente quanto à sua atividade protetora ao dano oxidativo induzido por alguns estados 

patológicos, especialmente nos quais há envolvimento de processos inflamatórios 

(CUZZOCREA et al., 2000; SAMUNI & BARENHOLZ, 2003; AUGUSTO et al., 2008; 

TSUHAKO et al., 2010;  WILCOX, 2010). 

 

 
Figura 6. Estruturas químicas do Tempol, onde se destaca o elétron desemparelhado centrado no 
oxigênio (Fig. 6. a.). 

 
 

 
 

 
Fonte: Autor (ACD/Labs. Version 6.0). 

a. b. 
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A oxidação de proteínas e outras macromoléculas biológicas são um sério problema e 

estão relacionadas ao desenvolvimento de algumas doenças (Exemplo, catarata e doenças 

cardíacas). Como uma função de grande importância desempenhada pelo Tempol, estáveis 

nitróxidos, como o Tempol, têm sido apontados como ótimos candidatos à contenção dos 

danos oxidativos a proteínas e outras macromoléculas, por reagir bem com compostos de 

baixo peso molecular, com taxas de segunda ordem de 10-6 a 10-9 M-1 s-1. Alguns estudos têm 

mostrado os efeitos in vivo do Tempol e possíveis aplicações clínicas deste nitróxido 

(CUSCELA et al., 1996; SOULE et al., 2007; AUGUSTO et al., 2008; WILCOX, 2010). 

 

2.3. Dependência do complexo NADPH oxidase para a formação das armadilhas 

extracelulares (ETs) e formação destas estruturas em resposta ao M. tuberculosis 

 

Como descrito por Brinkmann et al. (2004), além da fagocitose, a produção de 

EROs/ERNs, de proteínas/péptidos antimicrobianos e degranulação, fagócitos liberam 

armadilhas extracelulares (ETs), denominadas armadilhas extracelulares dos neutrófilos 

(NETs, do inglês neutrophil extracellular traps) em neutrófilos. As armadilhas extracelulares 

são uma descoberta recente (2004) e, os aspectos moleculares que governam a estrutura e 

funcionalidade delas, estão cada vez mais sendo estudados e um crescente número de 

publicações reportam conflitantes dados sobre os aspectos moleculares adjacentes a sua 

formação, desprendimento para o espaço extracelular e possível ação antimicrobiana 

(KÖCKRITZ-BLICKWEDE et al., 2010; BRINKMANN & ZYCHLINSKY, 2012; 

GOLDMANN & MEDINA, 2013; RADIC & KAPLAN, 2013).  

As armadilhas extracelulares têm sido implicadas na captura de diversos 

microrganismos no espaço extracelular, tais como vírus, bactérias, fungos e parasitas e além 

de responder a estes estímulos/microrganismos, também é capaz de responder a estímulos tais 

como partículas ou derivados microbianos (por exemplo, lipopolissacárido [LPS] ou N-

formil-metionil-leucil-fenilalanina [fMLP], beta glucanos da parede fúngica), Hepoxilin A3 

(DOUDA et al., 2015), a interleucinas (Exemplo IL-8), fibras amilóides (AZEVEDO et al., 

2012) ou a agentes químicos como o oxigênio singleto e o forbol-12-miristato-13-acetato 

(PMA, um elemento upstream de NOX-2) que age diretamente sobre a via de PKC, levando a 

montagem do complexo NOX-2 e consequente formação de oxidantes (NISHINAKA et al., 

2011; BYRD et al., 2013; GOLDMANN & MEDINA, 2013; RADIC & KAPLAN, 2013; 

STOIBER et al., 2015).  
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A retenção de microrganismos no espaço extracelular, através das ETs, pode propiciar 

uma resolução do foco infeccioso a nível local, evitando-se assim a disseminação do foco 

infeccioso. Embora este seja um assunto controverso (NAUSEEF, 2012), em alguns casos as 

armadilhas extracelulares podem matar patógenos, principalmente devido ao sua variada 

constituição, com a marcante presença de histonas (conhecidas como um dos mais potentes 

antimicrobianos já descobertos, MILLER et al., 1942; PARSEGHIAN & LUHRS, 2006; 

KAWASAKI & IWAMURO, 2008; POIRIER et al., 2014) e de proteínas com atividade 

antimicrobiana, como a lactoferrina, MPO, a proteína bactericida e indutora de 

permeabilidade (BPI, do inglês bactericidal permeability-increasing protein), catepsina G e 

lisozima. 

Dentre as cepas de M. tuberculosis, a cepa avirulenta (H37Ra) é uma linhagem 

micobacteriana derivada da tradicional cepa H37, isolada de um paciente com TB em 1905, a 

qual também originou a cepa virulenta H37Rv (STEENKEN & GARDNER, 1946; ZHENG 

et al., 2008). Esta cepa apresenta características como a perda de virulência in vivo, menor 

capacidade de sobrevivência em condições anaeróbicas ou dentro de macrófagos, reduzida 

capacidade de disrupcionar fagossomos e caracteristicas morfológicas distintas, como a perda 

da formação do fator corda (um fator de virulência do M. tuberculosis) (ZHENG et al., 2008).  

Não há dados na literatura para a formação de ETs contra a cepa não virulenta do M. 

tuberculosis (H37Ra). Ramos et al. (2009) mostraram que NETs são formadas em resposta ao 

M. tuberculosis (H37Rv) e ao M. canettii e, que as armadilhas geradas em resposta as 

micobactérias, foram posteriormente capazes de matar Listeria monocytogenes, comprovando 

que NETs são incapazes de matar M. tuberculosis devido a características da micobactéria e 

não devido à natureza da sua constituição (que contém DNA [na forma de histonas] e 

proteínas com ação antimicrobiana), que a micobactéria induz. Assim, embora o DNA 

(histonas são potentes antimicrobianos) tenha sido reportado como o principal agente 

antimicrobiano das ETs (HALVERSON et al., 2015) e, estas armadilhas tenham sido descritas 

como capazes de matar alguns microrganismos (BRINKMANN et al., 2004; URBAN et al., 

2006), estas armadilhas extracelulares não são capazes de matar o  M. tuberculosis, apenas 

captura-lo.   

Neste mesmo estudo, Ramos et al. (2009) sugeriram que, como os experimentos foram 

realizados com as micobactérias não-opsonizadas, poderia estar havendo o reconhecimento 

direto de estruturas (PAMPs) das micobactérias através do TLR-2/4 dos fagócitos. Estes 

PAMPs foram sugeridas por Ramos et al. (2009) por possivelmente ser algum componente da 

parede celular micobacteriana, tais como o lipoarabinomanano (LAM), lipomananas (LM), 
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fosfatidilinositol manosídeos (PIM2, PIM6) ou a lipoproteína de 19-kDa. Contudo, como será 

ainda aqui será observado, a lipoproteína de 19-kDa tem sido descartada como um possivel 

indutor de ETs (BRAIAN et al., 2013).  

Segundo Hosseinzadeh et al. (2012), Tempol a uma concentração de 2000 µM foi 

usada para a inibição do burst oxidativo e de NETs contra Candida albicans. Além disso, o 

efeito da Vitamina-C e de flavonóides tem sido implicados na diminuição destas armadilhas 

extracelulares, segundo tais autores, pelas propriedades antioxidantes como um “scavenger” 

de EROs/ERNs (KIRCHNER et al., 2013; MOHAMMED et al., 2013), apesar dos também 

possíveis efeitos de flavonóides sobre mediadores upstream do complexo NADPH oxidase já 

terem sido descritos (CIZ et al., 2012). 

Embora o Tempol possa interferir na resposta imune contra patógenos por diminuir a 

formação de oxidantes (Fig. 7.), isto seja uma situação indesejável, por outro lado, há 

situações em que realmente torna-se desejável reduzir o burst oxidativo por neutrófilos, 

devido ao pleiotropismo deste evento, que conduz a vários desfechos bioquímicos, como 

exemplo, na participação destas células em eventos/doenças cardiovasculares. Além disso, 

uma vez que o burst oxidativo gera diferentes oxidantes sinalizadores para a formação de 

armadilhas extracelulares, bem como outros mecanismos microbicidas, além dos próprios 

oxidantes que são microbicidas (Fig. 8.), o uso de Tempol durante a resposta microbicida ou 

durante a ativação de fagócitos por estímulos não microbianos que gerem estas armadilhas, 

poderia atenuar os danos causados pelo estresse oxidativo ou por estas armadilhas 

extracelulares, cuja formação excessiva ou presença pode ter sérias consequências ao 

hospedeiro e têm sido implicadas em eventos patológicos como a trombose, doenças 

autoimunes (Exemplo, lúpus eritematoso sistémico), doenças pulmonares, eventos 

inflamatórios intensos (Exemplo, artrite e gota [doença em que o urato tem sido implicado 

como um indutor de NETs, o que agrava o caso]) e câncer (COOPER et al., 2013; RADIC & 

KAPLAN, 2013; ZAWROTNIAK et al., 2013; ITAGAKI et al., 2015; GRABCANOVIC-

MUSIJA et al., 2015; YILDIZ et al., 2015).     

As possíveis vias de ativação de ETs são dependentes principalmente do estimulo 

(STOIBER et al., 2015) e, diferentes vias e componentes têm sido demonstradas em fagócitos 

humanos, tais como as envolvendo o receptor Toll-like 4/complexo NADPH oxidase, 

PAD4/Ca+2 (necessita da mobilização intra e extracelulares de cálcio), óxido nítrico (NO), 

Raf-MEK-ERK/autofagia (neste caso, ativação de PKC por PMA e upstream da via Raf-

MEK-ERK), “high mobility group box 1”, pentraxina 3, e a via que envolve os alvos da 

rapamicina nos mamíferos (“mTOR-related pathways”). Estas vias de sinalização intracelular 
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pode ou não requerer a prévia ativação do complexo NADPH oxidase (HAKKIM et al., 2011; 

REMIJSEN et al., 2011; MCINTURFF et al., 2012; GRAY et al., 2013; KESHARI et al., 

2013). 

Figura 7. Representação esquemática da formação das espécies reativas do oxigênio/nitrogênio 
(EROs/ERNs) em fagócitos e possíveis ações do Tempol sobre estes oxidantes.  
 

 
 
Legenda: NAD(P)H nicotinamida adenina dinucleotídeo reduzido; EROs/ERNs: espécies reativas do 
oxigênio/nitrogênio; iNOS: óxido nítrico sintetase induzida; MPO: mieloperoxidase; SOD: superóxido 
dismutase; hROS: espécies altamente reativas do oxigênio (highly reactive oxygen species); O2

•-: ânion 

superóxido; ONOO
-
: peroxinitrito; HOCl: ácido hipocloroso; OCl−: anion hipoclorito; 1O2: oxigênio singlete; 

•NO: óxido nítrico; HO•: radical hidroxila; H2O2: peróxido de hidrogênio. Pela ação da MPO fagocitica, são 
formadas as hROS. 
Como mostrado na figura, Tempol pode apresentar uma vasta gama de atividade (multifuncional), atuando sobre 
os oxidantes: •OH, ONOO−, NO•, O2

•-, H2O2, bem como sobre as enzimas iNOS e MPO, responsáveis pela 
formação de potentes oxidantes. Além disso, este nitróxido pode aceitar o e- proveniente do metal reduzido (Fe+2) 
na reação de Fenton, portanto, evitando a formação de HO•/ HO- por inibir esta rota. (SOULE et al., 2007). 
Observação: Neste esquema de representação esquemática, é apresento uma extremamente simplificada visão 
geral, portanto, as reações químicas/interações não estão balanceadas.  
Fonte: Autor 
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Figura 8. Representação esquemática da formação das espécies reativas do oxigênio/nitrogênio 
(EROs/ERNs) em fagócitos e seus possíveis mecanismos sinalizadores durante a resposta microbicida.   

 

 
 

 

Legenda: NAD(P)H nicotinamida adenina dinucleotídeo reduzido; EROs/ERNs: espécies reativas do 
oxigênio/nitrogênio; iNOS: óxido nítrico sintetase induzida; MPO: mieloperoxidase; SOD: superóxido 
dismutase; hROS: espécies altamente reativas do oxigênio (highly reactive oxygen species); O2

•-: ânion 

superóxido; ONOO
-
: peroxinitrito; HOCl: ácido hipocloroso; OCl−: anion hipoclorito; 1O2: oxigênio singlete; 

•NO: óxido nítrico; HO•: radical hidroxila; H2O2: peróxido de hidrogênio. Pela ação da MPO fagocitica, são 
formadas as hROS; NETs: armadilhas extracelular de neutrófilos (Neutrophils extracellular traps); METs: 
armadilhas extracelular de macrófagos/monócitos (Macrophages extracellular traps); MCETs: armadilhas 
extracelular da mastócitos (Mast cells extracellular traps); EETs: armadilhas extracelular de eosinófilos 
(Eosinophils extracellular traps).  
Como mostrado na figura, os oxidantes apresentam um papel diversificado na sinalização celular para 
importantes eventos bioquímicos. Neste contexto, Tempol poderia comprometer tais mecanismos, através da 
ação antioxidante ou inibindo as enzimas iNOS e MPO, responsáveis pela formação de potentes oxidantes, 
portanto reduzindo a resposta microbicida. Além disso, como alguns oxidantes tomam parte na formação de ETs 
e na ativação de enzimas com ação antimicrobiana, Tempol pode apresentar um efeito ainda mais notável sobre a 
resposta de fagócitos a patógenos.  
Observação: Neste esquema de representação esquemática, é apresento uma extremamente simplificada visão 
geral, portanto, as reações químicas/interações não estão balanceadas.  
Fonte: Autor 
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Como aqui já mencionado, tem sido descrito em grande parte da literatura a 

necessidade dos oxidantes gerados através do complexo NADPH oxidase para a formação de 

ETs (FUCHS et al., 2007; BIANCHI et al., 2009; NISHINAKA et al., 2011; RADA et al., 

2013; RÖHM et al., 2014; STOIBER et al., 2015). Estes oxidantes tomam parte na sinalização 

para a translocação de elastase/MPO, bem como para outros eventos que auxiliam na 

formação destas armadilhas (PAPAYANNOPOULOS et al., 2010). Na maioria dos casos, a 

formação de NETs tem sido reportada como dependente da prévia ativação do complexo 

NADPH oxidase e, consequente formação de ânions superóxidos, que dá origem a outros 

oxidantes (para induzir NETs, principalmente O2
•-, H2O2, HOCl e 1O2) que são implicados na 

translocação de MPO e elastase de grânulos primários no citoplasma até o núcleo da célula, 

facilitando a descondensação da cromatina e posterior formação da estrutura conhecida como 

armadilha extracelular (este processo é auxiliado por PAD-4, Fig. 4.). Além disso, Bianchi et 

al. (2009) conseguiram por terapia gênica, reconstituir a funcionalidade do complexo NADPH 

oxidase em fagócitos de pacientes com DGC e, desta forma, promover a formação de NETs 

na defesa contra Aspergillus nidulans (causador da aspergilose invasiva).  

Entretanto, recentemente, um novo mecanismo para a formação de NET foi proposto, 

o qual, não envolve a dependência pelo complexo NADPH oxidase (PILSCZEK et al., 2010). 

Através deste mecanismo, as NETs são formadas em resposta ao Staphylococcus aureus de 

forma muita rápida, de cinco (5) até 10 min, em contraste com os tempos de até 3 horas 

quando envolve o complexo NADPH oxidase, a formação é mais pontual, o que permite a 

formação de vesículas e, o desprendimento das NETs dentro destas intactas vesículas para o 

espaço extracelular, onde elas são rompidas, liberando NETs lá, ocorrendo a já reportada 

capacidade destas armadilhas de capturar na armadilha (trap) e de matar (Killing ) S. aureus. 

Tal mecanismo é considerado um processo que não traz alterações bruscas ao citoplasma e 

núcleo celular, portanto, não conduzindo a NETose, mecanismo que contrasta com os até 

então descritos que, devido ao padrão de ruptura nuclear e demanda citoplasmática (interação 

com citoesqueleto), conduz a morte celular (referida como NETose). No mesmo estudo, o 

Panton–Valentine leukocidin, uma toxina produzida por S. aureus que provoca lise de 

leucócitos, foi demonstrado como um potente indutor de NETs. Um mecanismo alternativo na 

resposta de fagócitos através do despreendimento de ETs em resposta a C. albicans também 

foi descrito (BYRD et al., 2013).  

Demonstrando a complexidade que governa a formação das armadilhas extracelulares 

e as consequencias biológicas destas estruturas in vivo e, levando-se em conta, à importância 

de estudos passados que hoje através de um link com estudos atuais trazem à tona todas as 
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faces das ETs, recentes estudos retratam a implicância destas estrturas em promover trombose 

e/ou doenças cardíacas, seja implicado a um processo infeccioso/inflamatório ou não 

(DELBOSC et al., 2011; RADIC & KAPLAN, 2013). Wong et al. (2013) observaram que 

embora ETs representem uma forma de defesa contra M. tuberculosis, o link com o estudo de 

Converse et al. (1996) pode indicar que uma resposta exacerbada destas estrturas contra as 

micobactérias pode resultar em trombose vascular. Assim, mais uma vez é aqui destacado o 

fato de que, se por um lado o Tempol pode enfraquecer a resposta immune contra patógenos, 

por outro lado, este antixidante pode contribuir com a diminuição da formação das ETs em 

situações em que o excesso destas estruturas possa representar um risco à saúde, 

principalmente naquelas condições que envolvem os tecidos pulmonares (MEDINA, 2009; 

CHENG & PALANIYAR, 2013).  

Neste mesmo sentido, embora um mecanismo para o clearance de ETs pareça 

envolver as proteínas surfactantes A, B e D (SP-A, SP-B e SP-D; SP: do inglês surfactant 

protein), de modo que para eliminar ETs elas se ligam ao DNA das ETs e facilitam a 

fagocitose destas estruturas por macrófagos alveolares, tenha sido descrito no pulmão 

(CHENG & PALANIYAR, 2013; ZAWROTNIAK et al., 2013), prévios trabalhos tem 

reportado que ETs formadas em grandes proporções e/ou quando a produção supera a 

capacidade depurativa destas estruturas, este excesso de ETs no tecido pulmonar pode 

dificultar a respiração através de obstruções e, assim sendo, elevar as taxas de mortalidade 

associadas a algumas condições clínicas, principalmente em pacientes com doença pulmonar 

obstrutiva crônica (DPOC) ou em pacientes com fibrose cística (FC) infectados com 

Pseudomonas aeruginosa (YOUNG et al., 2011; CHENG & PALANIYAR, 2013; 

GRABCANOVIC-MUSIJA et al., 2015; MARCOS et al., 2015). No estudo de Marcos et al. 

(2015), os níveis de “cell-free DNA” (cfDNA), neste caso, provenientes das NETs, foram 

relacionados com o grau de obstrução do fluxo aéreo pulmonar. A presença em grandes 

quantidades de armadilhas extracelulares de eosinófilos também é um sério problema no 

curso da asma neutrofílica (grande quantidade de neutrófilos e eosinófilos no escarro) 

(CHENG & PALANIYAR, 2013).  

Além disso, recentemente Röhm et al. (2014) demonstraram que o complexo NADPH 

oxidase está implicado na geração de oxidantes e consequentemente na ativação de 

NETs/NETose especificamente no pulmão, durante a pneumonia causada por Aspergillus 

fumigatus, de modo que a pneumonia foi observada tanto em camundongos tipo/selvagem e 

nos camundongos deficientes para o complexo NADPH oxidase (p47[phox-/-]), ao passo que 

a formação de NETs e consequente NETose não foi observada  nos camundongos p47(phox-/-
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). O autor conclui que o complexo NADPH oxidase é essencial in vivo para a formação de 

NETs e resolução do foco infeccioso a nível local, aumentando a resposta microbicida contra 

o fungo. Ainda, foi demonstrado por Röhm et al. (2014) que o complexo NADPH oxidase 

aumenta também o numero de neutrófilos que entram em apoptose, além da já referida 

NETose, dois processos bem distintos a que a população de neutrófilos pode submeter-se por 

uma modulação dual orientada pelo complexo NADPH oxidase, mas de qualquer forma, 

ambos contribuindo para o clearance de Aspergillus fumigatus. 

Cabe aqui ser mencionado que, como será posteriormente discutido neste estudo, para 

a relação entre carga microbiana (multiplicidade de infecção, MOI) e intensidade do burst 

oxidativo e, como também observado por Repasy et al., (2013), o número de micobacterias 

intracelulares presentes em fagócitos, tais como os monócitos e neutrófilos, tem sido 

implicados na patogênese da tuberculose, uma vez que, quanto maior a carga bacilar, maior a 

resposta inflamatória local, evidenciado pelo número de fagócitos que entram em morte 

celular, pelo proceso de necrose, apoptose e, como demonstrado mais recentemente, em 

NETose. Reforçando que, quanto maior a MOI, maior a intensidade da resposta via burst 

oxidativo a um determinado estimulo-patógeno específico e, isto pode ser o evento sinalizador 

para as diferentes formas de morte celular, como observado por Repasy et al., (2013), 

incluindo a NETose. 

O desprendimento das NETs tem sido descrito como um evento coordenado e não 

regidos por padrões estocásticos, assim, dada a complexidade da intrincada rede que envolve 

o sistema imune, a regulação recíproca entre imunidade inata/adaptativa, bem como a 

regulação, às vezes oposta, entre as células Th1/Th2, sugerem que a ativação/inibição de NET 

ultrapassa limites da imunadade inata. Como exemplo, um incremento do padrão de resposta 

Th2, por hora definido como antagonista ao padrão Th1 frente a alguns patógenos (inclusive 

M. tuberculosis) pelo incremento de IL-7 tem sido reportado como um fator inibidor do burst 

oxidativo (assim como a inibição também por IL-4, IL-9 e IL-10), podendo isto desta forma 

também inibir o desprendimento de NETs, por um mecanismo de retroalimentação (FRY & 

MACKALL, 2002; PILETTE et al., 2002).   

O crosstalk entre monócitos e neutrófilos durante a resposta immune ao M. 

tuberculosis envolvendo NETs tem sido bem estudado. Braian et al., 2013 observaram que 

neutrófilos estimulados com Mtb in vitro produzem NETs que se ligam a heat shock protein 

72 (Hsp72). Assim, quando macrófagos (MФ) são cultivados com neutrófilos previamente 

estimulados por M. tuberculosis, neutrófilos são capazes de transferir o Hsp72, que é um sinal 

ligado a NET, para os MФ, isto é capaz de recrutar e estimular tais células, também 
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reforçando a liberação de citocinas (IL-6, IL-1β, IL-10 e TNF- α) por elas. Esta interação, 

durante o inicio da imunidade inata, provavelmente desempenha um importante papel, não 

apenas na imunomodulação da resposta ao M. tuberculosis por MФ adjacentes, mas também 

durante a inflamação crônica que ocorre in vivo na TB, sendo importante para a regulação da 

autoimunidade. Persson et al. (2008) demonstraram que neutrófilos quando fagocitam M. 

tuberculosis liberam Hsp 72, mediando uma pró-inflamatória ativação de MФ. Ou seja, 

capacidade de neutrófilos estimularem MФ ao desprenderem NETs em resposta ao M. 

tuberculosis, é ao menos em parte, devido ao desprendimento concomitante de Hsp 72. 

Adicionalmente, Hsp72 é uma proteína com alta atividade como chaperona e como 

citocina, portanto funcionando como um forte fator pró-inflamatório, estimulando monócitos 

via receptores TLR 2 e 4, que  ativa a via do fator NF-ĸB, resultando no despreendimento de 

TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-12 e NO. TNF-α aumenta a geração de oxidantes e o aumenta o 

Killing  das micobactérias (BRAIAN et al., 2013).  

Outra evidência apontada por Braian et al. (2013) é que, a formação das armadilhas 

extracelulares (ETs) precede a ETOse, eles provaram isto experimentalmente ao levar em 

conta o estudo de Persson et al. (2009), que demonstrou a importância de uma lipoproteína de 

19-kDa em M. tuberculosis para induzir apoptose em neutrófilos, portanto em M. tuberculosis 

mutantes, falho para esta lipoproteína (lspA–/–), apoptose não ocorre, assim Braian e 

colaboradores demonstraram que M. tuberculosis (lspA–/–) induz NETs em neutrófilos 

normalmente, evidenciando que neste caso, apoptose não é necessária para a formação de ETs 

e, que, quando apoptose esta associada à formação destas estruturas, ela ocorre posteriormente 

as suas formações. 

A descoberta de NETs é um evento recente no campo da Biologia e Medicina, assim, 

variados mecanismos e efeitos experimentados no corpo humano e reportados antes de 2004, 

hoje podem ser experimentalmente ligados de alguma forma a NETs, não se restringindo 

apenas ao sistema de defesa do organismo (EL HAFEZ, 2014). Por exemplo, o papel de NET 

pode também ser evidenciado em prévios trabalhos, que já reportavam sobre o papel de 

nucleotídeos na sinalização da promoção do clearance durante á apoptose e da resposta 

inflamatória (ELLIOTT et al., 2009). Outro link entre estados patológicos/doenças e ETs, é a 

antiga questão do cfDNA, que são fragmentos de DNA no soro/plasma, que há muito tempo 

atrás (precedendo a descoberta de ETs em 2004), são demonstrados em casos de estresse 

oxidativo intenso e, associados à morte celular. Neste caso, o estresse oxidativo pode 

previamente sinalizar via oxidantes para a formação de ETs, o que pode elevar localmente e, 

posteriormente, sistemicamente, a quantidade de DNA que não sofreu clearence local via 
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macrófagos, portanto, ganhando a corrente sanguínea. Sobre uma situação de estresse 

oxidativo intenso, parte da morte celular poderia também ser atribuída a ETOse e, não apenas, 

devido à necrose/apoptose (ERMAKOV et al., 2013; CHEN et al., 2014). Como também 

demonstrado por Carswell et al. (1984), em 1984, antes do descobrimento das ETs, o DNA era 

um relatado componente presente no escarro de pacientes com FC, atualmente reconhecido 

como o DNA proveniente das NETs (MARCOS et al., 2015). 

Do notório repertório de fatores de virulência e patogênicidade presentes no M. 

tuberculosis, a região de diferença 1 (RD1) está presente no genoma de cepas altamente 

virulentas de M. tuberculosis, cuja expressão codifica para o sistema de secreção do tipo VII 

(ESX), que é responsável pela secreção de proteínas, como a ESAT-6 (um dos maiores 

antígenos de células T presente no M. tuberculosis) ou CFP10. Este sistema permite a 

secreção de proteínas que constituem a principal interface entre a micobactéria e o hospedeiro 

(i.e., a maioria são antígenos ou compostos altamente imunogênicos). Recentemente Francis 

et al. (2014) demonstraram que ESAT-6 (40 µg/mL) isoladamente propicia o aumento de Ca+2 

e formação de NETs (Ca+2 intra e extracelular são necessários para a formação de ETs, como 

já discutido aqui), sendo, portanto, considerado um potente indutor das armadilhas 

extracelulares. Como os autores concluem e, como ainda será descrito aqui, esta função de 

ESAT-6 é interessante, uma vez que ela é capaz de induzir NETs e manter o processo 

inflamatório e necrótico necessário para a formação do granuloma e transmissão da TB 

(talvez isto se reflita em um processo evolutivo de propagação das micobacterias e 

perpetuação através de um equilíbrio de co-existência com o hospedeiro) ao mesmo tempo em 

que ESAT evita o Killing por fagócitos, em que o complexo CFP10:ESAT6 é capaz de inibir a 

trans-ativação do lipopolissacarídeo, que induz o fator NF-ĸB, regulando, assim, a produção 

de oxidantes para concentrações inferiores àquelas essenciais durante o burst oxidativo de 

fagócitos. 

Mycobacterium bovis, cepa BCG (“Bacille de Calmette et Guérin’’),  é uma cepa que 

não apresenta a região genômica RDI (perda devido a uma deleção) que codifica para ESX, 

portanto, não secretando o fator de virulência ESAT-6, o que explica, em parte, a sua ausência 

de patogênicidade (FRIGUI et al., 2008). No entanto, M. bovis pode induzir uma efetiva 

resposta por fagócitos (NEUFERT et al., 2001). 

Mycobacterium tuberculosis, cepa H37Ra, apesar da ausência de patogênicidade, 

apresenta algumas características imunogênicas, o que justifica seu uso em vacinas contra a 

TB, como a indução in vivo de INFγ por células do hospedeiro em resposta a estimulação por 

H37Ra e, capacidade de induzir a fagocitose, o burst oxidativo e atividade microbicida por 
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macrófagos ou neutrófilos (PERSKVIST et al., 2000; NEUFERT et al., 2001). Quando 

estimulados por M. tuberculosis H37Ra, os neutrófilos acionam o complexo NADPH oxidase 

por um mecanismo dependente das proteínas tirosina quinase (PTKs, upstream ao complexo 

NADPH oxidase). O acionamento de PTKs leva a fosforilação de varias proteínas, uma das 

quais a fosfolipase Cg2 (PLCg2) e, posteriormente, acionamento da p38 MAPK 

(PERSKVIST et al., 2000). Além disso, uma lipoproteína de 19-kDa (um PAMP de M. 

tuberculosis H37Ra) tem sido descrita como um forte indutor para o priming e posterior 

efetiva ativação de neutrófilos frente às cepas H37Ra de M. tuberculosis, com indução do 

burst oxidativo e posterior ação microbicida por neutrófilos (NEUFERT et al., 2001). 

Entretanto, Braian et al. (2013) demonstraram a independência da lipoproteína de 19-kDa 

para que os neutrófilos produzam NETs, mas uma extrema necessidade para uma efetiva 

fagocitose das micobectérias para que ocorra a formação de NETs e posterior NETose, quando 

do caso (i. e., tem sido descrito algums pré-requisitos para que os neutrófilos façam NETose, 

como uma alta MOI ou um estímulo muito exagerado).  

Apesar da expressão de ESAT-6 (embora em menor proporção comparada à cepa 

H37Rv, FRIGUI et al., 2013), a cepa H37Ra de M. tuberculosis não secreta tal proteína de 

forma eficiente in vitro, não devido à falta de ESX (desde que o sequenciamento do genoma 

de M. tuberculosis H37Ra demonstrou não haver deleção em RDI, FRIGUI et al., 2013; 

ZHENG et al., 2008), mas por mecanismos pós-regulatórios da secreção (envolvendo PhoP e 

EspA), o que já foi demonstrado também in vivo, desde que esta proteína, quando secretada, é 

especificamente reconhecida por células T do hospedeiro gerando uma subsequente resposta. 

Portanto, outros fatores da cepa H37Ra de M. tuberculosis podem estar de algum modo 

relacionado à indução de ETs. Uma vez que a cepa H37Ra de M. tuberculosis apresenta 

mutação no gene phoP, além da perda de controle sobre a secreção de ESAT-6 e seu parceiro 

CFP-10, que é feita por PhoP, consideráveis fatores de alta virulência encontrados na cepa 

virulenta (H37Rv), como os sulfolipídeos (SL), diaciltrealoses (DAT) e poliaciltrealoses 

(PAT) não são encontrados em M. tuberculosis H37Ra, desde que a ação de PhoP também é 

notória sobre a biossíntese destes lipídios conjugados (GONZALO-ASENSIO et al., 2008).  

Embora também da rica constituição lipídica do M. tuberculosis, sérios candidatos 

possam surgir como possíveis fatores e/ou PAMPs atuando como estimulo para a formação 

das ETs, desde que estes compostos são conhecidos indutores do sistema imune, tais como os 

glicanos ou lipomananos que, inclusive, estes últimos são implicados na indução de apoptose 

em fagócitos (BRENNAN, 2003; DAO et al., 204; MANTOVANI et al., 2011), é mais 

provável a participação de outros fatores de M. tuberculosis na indução de ETs, como os 
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carboidratos ou proteínas/lipoproteínas (como já provado para a proteína ESAT e outros 

exemplos mereçam destaque, como o antígeno apoptogênico e agonista de TLR2, desde que a 

via envolvendo TLR2 tem sido descrita por sinalizar para a formação de ETs) 

(KLEINNIJENHUIS et al., 2011; FORRELLAD et al., 2013), desde que estudos têm 

demonstrado que a inativação microbiana pelo calor ainda é capaz de induzir ETs, assim 

destaca-se a importância da termoestabilidade e/ou conservação de estruturas que possam se 

ligar aos fagócitos e, ativar rotas intracelulares de indução das ETs. Adicionalmente, segundo 

Kleinnijenhuis et al. (2011), fagócitos reconhecem carboidratos de M. tuberculosis e, isto, 

leva a ativação de vias intracelular envolvendo Raf1 e NF-ĸB, portanto, talvez 

compartilhando semelhanças com a ativação de ETs.  

Assim, o conhecimento do(s) PAMP(s) em M. tuberculosis, além do já conhecido 

indutor de NETs, ESAT-6, poderia propiciar novos conhecimentos sobre as vias de ativição 

das ETs por neutrófilos e macrófagos em resposta a este microrganismo, uma vez que, esta 

vias, incluindo as dependentes de EROs, respondem especificamente a um determinado 

indutor. Alguns PAMPs/estruturas têm sido descritas na literatura como potentes indutores de 

ETs, como o LPS, o fMLP, a piocianina (uma exotoxina considerada um fator de virulência de 

Pseudomonas aeruginosa) (RADA et al., 2013), os fatores de virulência de S. aureus 

leucocidina Panton-Valentine e leucotoxina GH (PILSCZEK et al., 2010; MALACHOWA et 

al., 2013) e os beta glucanos da parede de C. albicans (BYRD et al., 2013) e, experimentos 

com estes estímulos isolados, tem demonstrado que eles geram ETs por vias diferentes, 

algumas delas independentes de EROs. Além dos efeitos não esperados de ETs no organismo, 

outro ponto a ser considerado como um sério problema surge quando os microrganismos 

lançam mão de fatores de virulência para degradar ETs ou escapar delas, como a hiper-

produção de proteases (ARAZNA et al., 2013, HAHN et al., 2013), de DNAses (BEITER et 

al., 2006) ou a própria constituição intrínseca do microrganismo (como a presença de um alto 

conteúdo lipídico da parede celular de M. tuberculosis, HAHN et al., 2013).  

Resumindo o possível papel do Tempol quanto à formação das ETs, embora NETs seja 

um importante mecanismo de defesa do organismo, vários efeitos patológicos surgem de um 

processo inflamatório exacerbado, devido a uma formação excessiva das ETs durante um 

mecanismo de defesa do hospedeiro exagerado (por exemplo, contra o Streptococcus sp. em 

uma bacteremia/endocardite) e/ou o quando o natural clearance destas armadilhas são 

ineficazes (Exemplo, na vasculite de pequenos vasos ou gerando o lúpus eritematoso 

sistémico) (RADIC & KAPLAN, 2013). Portanto, por um lado, Tempol poderia diminuir a 
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resposta microbicida contra patógenos, mas por outro lado, ele também poderia diminuir a 

formação de ETs naquelas situações em que tal intervenção terapeutica fosse requerida. 

 
 
2.4. Mycobacterium tuberculosis e a Tuberculose (TB) 
 

 Mycobacterium tuberculosis, ou bacilo de Koch, uma micobactéria primeiramente 

identificada por Robert Koch, em 1882, é a principal espécie pertencente ao complexo 

Mycobacterium tuberculosis, do qual também fazem parte Mycobacterium canettii, 

Mycobacterium africanum, Mycobacterium microti, Mycobacterium bovis, Mycobacterium 

caprae e Mycobacterium pinnipedii, sendo o principal agente etiológico da tuberculose 

pulmonar (TB), considerada uma das maiores causas de morte por doenças infecciosas em 

todo mundo. Nos últimos anos, com a mundialmente emergência de linhagens multi-

resistentes dos bacilos frente aos fármacos disponíveis (tuberculose resistente a múltiplas 

drogas [multidrug resistant TB, MDR-TB] e extensivamente resistente [extensively drug-

resistant TB [XDR-TB]), a incidência de TB voltou a crescer e tornou-se um grave problema 

de saúde pública, carente de estratégias de controle, principalmente a produção de novos 

quimioterápicos antimicobacterianos (DYE et al., 1999; GANGULY et al., 2008; HERRERA-

LEÓN et al., 2009; CDC, 2009; FORRELLAD et al., 2013). 

 A parede celular do M. tuberculosis apresenta predominância de lipídeos (envelope 

celular com predominância de ácidos micólicos) frente a outros constituintes, como os 

peptideoglicanos e arabinogalactanos, com produção de estruturas únicas, chamada de parede 

celular de quimiotipo IV, alvo de diferentes drogas, devido à alta biossíntese de ácidos 

micólicos e sua importância como componente da parede celular micobacteriana, além de 

conferir resistência à coloração álcool ácida. Lipídeos fracamente ligados ou livres, como o 

6,6 dimicolil-trealose, conhecido como fator corda (FC), que juntamente com a cera D, são 

importantes fatores de virulência contribuindo significativamente para a patogênese da 

micobactéria. Mycobacterium tuberculosis é um aeróbio restrito, de lento crescimento e 

patógeno intracelular facultativo que coloniza preferencialmente as cavidades pulmonares, 

onde a pressão de oxigênio é alta, sendo o homem seu único reservatório. A morfologia 

celular típica do microrganismo, observada em colorações para bacilos álcool acido 

resistentes (BAAR), são de bacilos delgados, ligeiramente curvos, imóveis, de coloração 

vermelha intensa, com aspecto distinto em rosário. Em meio Löwenstein-Jensen ou 

Middlebrook apresenta-se como colônias não pigmentadas, rugosas e de cor camurça, 



39 

 

podendo ocorrer o cordão serpentiforme devido à produção do FC (KONEMAN et al., 2008; 

NEYROLLES & GUILHOT, 2011).   

Mycobacterium tuberculosis é também responsável pelas chamadas tuberculose extra-

pulmonares, originadas por disseminação hematogênica a partir de um foco pulmonar 

primário, podendo afetar diversas partes do organismo, tais como, laringe, ossos, sistema 

gênito-urinario, trato gastrointestinal, sistema nervoso (meningite tuberculosa), sistema 

tegumentar (lúpus vulgar), sistema linfático, além do próprio sistema hematológico com 

possibilidade de ocorrer à forma vascular disseminada da infecção e sepse, sendo que à 

possibilidade de ocorrência destas condições estão associadas aos fatores de defesa do 

hospedeiro bem como do padrão de virulência/patogênicidade das diferentes cepas de M. 

tuberculosis (ALFANDARI, et al., 1995; GARCÍA-RODRÍGUEZ et al., 2007; KONEMAN 

et al., 2008). 

O controle da TB, que se supunha que ocorreria por volta do fim do século XX, 

claramente já teve sua data adiada, sendo que em 1993 a OMS a declarou uma emergência 

mundial, embora controlados momentaneamente, os casos de TB teve novamente um 

incremento significativo no século XXI. A tuberculose resistente a múltiplas drogas (MDR-

TB) é definida como a resistência das micobactérias à rifampicina e à isoniazida, e o aumento 

em sua incidência tem sido publicado mundialmente. Muitos fatores têm contribuído para o 

recrudescimento e disseminação da TB, podendo-se destacar o fato da TB ser uma doença 

altamente contagiosa e com transmissão aerógena, além de desigualdade social, presença de 

aglomerados populacionais, os movimentos migratórios, o envelhecimento da população e a 

epidemia da síndrome da imunodeficiência adquirida (AIDS) (LONNROTH et al., 2009). 

Como há poucos fármacos efetivos disponíveis, a MDR-TB pode levar a uma doença 

potencialmente intratável, com possibilidade do número de portadores da doença aumentar 

exponencialmente. Esta ameaça não deve ser negligenciada na busca e conquista efetiva de 

novos fármacos antimicobacterianos, para superar a MDR-TB, principalmente por se tratar de 

uma doença que atinge majoritariamente países subdesenvolvidos, cujos afetados apresentam 

baixo poder aquisitivo, com carência de terapias com menor custo. Estes dados reforçam uma 

perspectiva assustadora, pois, a MDR-TB, com a emergência da AIDS e, aumento de 

infectados pelo vírus da imunodeficiência humana (HIV), prenunciam-se como as principais 

endemias urbanas da atualidade, com a possibilidade de conversão da endemia de “tratável” 

em “intratável”, assim como antes de 1944 (MARCH, 1996; GLAISSBERG, 1999; SOUZA & 

VASCONCELOS, 2005; PEDROSO & ROCHA, 2009). 



40 

 

 A TB é uma doença infecto-contagiosa, declarada na atualidade como um grave 

problema de saúde pública em todo mundo, em especial, nos países subdesenvolvidos (Fig. 

9.), estimando-se em um terço a população mundial infectada com M. tuberculosis, estando 

sob o risco de desenvolver a doença, com aproximadamente oito milhões de casos novos e 

quase três milhões de mortes anualmente (DYE & WILLIAMS, 2010; CRESWELL et al., 

2014). No Brasil, a redução da magnitude da TB nunca foi significativa, representando um 

sério impacto no País, sendo uma doença de prioridade nacional, uma vez que juntamente 

com outros 21 países em desenvolvimento, albergam 80% dos casos mundiais da doença. 

Estima-se que 50 milhões de brasileiros estejam infectados por M. tuberculosis, 

aproximadamente 80.000 casos novos com cerca de 4 a 5 mil mortes anualmente, cuja 

associação da doença com a AIDS tem contribuído consideravelmente com a alta mortalidade. 

A projeção de novas infecções adquiridas entre 2002 e 2020 foi estimada em um bilhão de 

pessoas; desses, 150 milhões deverão adoecer e 36 milhões morrer de tuberculose (BRASIL, 

2009). A estimativa de TB para 2013 no Brasil foi de 83.000 casos novos mantendo a 

incidência de aproximadamente 42 casos anualmente para cada 100.000 habitantes (WHO, 

2012; BRASIL, 2013). 

 
 

Figura 9. Estimativa por país para os novos casos de Tuberculose para cada 100.000 pessoas. 
 

 
 Adaptado de: WHO report, 2013. 
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Dentre o um terço da população mundial que estão latentemente infectados com o M. 

tuberculosis, cerca de 5 a 10 % irão desenvolver a doença TB ao longo da vida. Isto se deve a 

uma possível imunodeficiência que possa vir a ocorrer com os pacientes infectados, levando a 

manifestação das micobácterias que são normalmente contidas pelo sistema imune 

competente de pacientes saudáveis. Contudo, estudos clínicos mostram que o desfecho TB 

parece ser mais comum em pacientes infectados em que exista uma comorbidade, sendo que, 

frequentemente, diabetes ou HIV/AIDS são as principais doenças/condição que predispõem 

pacientes infectados a desenvolverem TB, elevando-se assim o risco para o desfecho TB 

nestes grupos de infectados (AHAMAD, 2011; CHOI et al., 2013).  

 Um dos principais determinantes quanto à manifestação da tuberculose em pacientes 

infectados pelo M. tuberculosis são os fatores do hospedeiro que estão relacionados ao 

sistema imunológico, assim destaca-se o envolvimento dos oxidantes. Fatores de virulência de 

M. tuberculosis estão relacionados à sua resistência à defesa do hospedeiro. As proteínas 

CFP-10, ESAT-6 (já discutido aqui, como um indutor de NETs) e o complexo CFP10:ESAT6 

são capazes de inibir a trans-ativação do lipopolissacarídeo, que induz o fator NF-ĸB, 

regulando, assim, a produção de oxidantes para concentrações inferiores àquelas essenciais 

durante o burst respiratório de fagócitos, comprometendo a resposta destas células 

(GANGULY et al., 2008). Isto explica em parte, a capacidade das micobactérias virulentas 

(como exemplo, a cepa padrão H37Rv) de sobreviverem dentro de fagócitos (devido ao M. 

tuberculosis evitar a acidificação do fagossomo, com a expressão da proteína quinase G 

[PknG], que posteriormente evita a fusão dos fagossomos com os lisossomos), fato este não 

observado para a cepa avirulenta do M. tuberculosis (H37Ra) que, devido à plasticidade de 

seu genoma, com grandes transposições/inserções e/ou mutações pontuais (SNPs) em 

sequencias de DNA essenciais para a formação de proteínas chaves, apresenta limitado 

repertório para o processo de colonização do hospedeiro, virulência e patogênicidade (RINDI 

et al., 1999; LARI et al., 2001; ZHENG et al., 2008).  

 Desde o sequenciamento completo do genoma de M. tuberculosis, em 1998 (cepa 

H37Rv (GenBank, acesso no. NC_000962) e em 2002 (com a compração entre o genoma de 

isolados clínicos CDC1551 [GenBank, acesso no. AE000516] e a cepa H37Rv), diversos 

mecanismos de resistência, elucidamento de alvos de fármacos em uso e, até mesmo, novos 

alvos terapêuticos, têm sido propostos, inclusive evidênciando um diversificado padrão 

genético entre os isolados clínicos e a cepa padrão H37Rv, refletindo nas caracteristicas dos 

mecanismos de resistência aos antimicrobianos, presença de alvos farmacológicos, 

patogênicidade e diversificados mecanismos de virulência de M. tuberculosis.  Demonstrando 
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a marcante constituição de M. tuberculosis, a maior parte das moléculas testadas, exploram 

suas propriedades hidrofóbicas, devido ao grande número de enzimas relacionadas ao 

metabolismo dos lipídeos em M. tuberculosis, reveladas pelo sequenciamento de seu genoma 

que evidenciou uma alta densidade gênica relacionados as sínteses de mais de 250 enzimas da 

biossíntese de lipídeos, comparadas com 50 em E. coli, destacando a importância da 

constituição lipídica de M. tuberculosis (COLE et al., 1998; FLEISCHMANN et al., 2002). 

 Embora o M. tuberculosis possa se comportar como um importante patógeno 

intracelular, nos últimos anos, o papel da matriz extracelular tem recebido notório destaque na 

patogênese de algumas doenças pulmonares, inclusive na TB, tendo sido evidenciado o papel 

de EROs/ERNs no espaço extracelular e, os possíveis papéis destes oxidantes neste ambiente 

(BARGAGLI et al., 2009; ELKINGTON et al., 2011).  

O macrófago constitui a principal célula de defesa frente o M. tuberculosis, dispondo 

de uma variedade de resposta microbicidas, dentre estas, as que ocorrem de forma sequencial, 

envolvendo a fagocitose, produção de intermediários reativos de oxigênio e nitrogênio, a 

maturação do fagossomo em fagolisossomo (i.e., com prévia acidificação do meio e, 

posteriormente, morte das micobactérias nos fagolisossomos, por ação das enzimas 

hidrolíticas do lisossomo), a posterior produção de citocinas e a apresentação de antígenos 

(HESTIVIC et al., 2005). Em geral, uma resposta imune mediada por células desenvolve-se 

até 8 dias após a infecção com o M. tuberculosis, macrófagos, linfócitos T e outras células 

imune ativadas formam granulomas circundando os nichos infeciosos e impedindo sua 

disseminação. Se a resposta adaptativa for do tipo Th-1, uma ação efetiva ocorrerá para a 

eliminação das micobactérias e os granulomas sofreram cura por fibrose e calcificação, neste 

caso a doença não progride. Quando o padrão de resposta adaptativo Th-2 é superior ao Th-1 

os granulomas sofrem necrose, os bacilos se disseminam e o curso infeccioso progride 

(AHMAD, 2011). 

 A efetividade e importância da resposta de oxidantes de nitrogênio ao M. tuberculosis 

foi demonstrada no estudo de Singh et al. (2008). Em experimentos realizados in vitro, a 

adição de substâncias sintéticas (diferentes derivados de Nitro-Imidazóis bicíclicos) reforçou 

o desprendimento de diferentes ERN, incluindo •NO, tendo como desfecho a morte de M. 

tuberculosis em condições anaeróbicas. Adicionalmente, a utilização em um grupo controle 

de agentes sequestradores de •NO protegeu os bacilos da morte anaeróbica por doses letais 

dos derivados nitro-imidazólicos. Assim, sugere-se um possível efeito sinérgico na atuação 

destes compostos in vivo com os mecanismos intrínsecos da resposta imune inata 

intermediada por oxidantes contra o M. tuberculosis. 
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 Em humanos, os neutrófilos tem uma meia vida de aproximadamente 6,6 horas, o que 

resulta em um turnover de aproximadamente 109cells/kg/dia. Contudo, em processos 

inflamatórios, a vida média de um neutrófilo pode aumentar em até varias vezes (STEPHAN 

& FABRI, 2015). Recentemente foi demonstrado que a vida útil dos neutrófilos pode atingir 

até dois (2) dias (LU et al., 2012). Quanto à função, diferentes desfechos podem ocorrer na 

resposta imune mediada por neutrófilos (Fig. 10.). 

 

Figura 10. Possíveis desfechos da ação de neutrófilos frente a patógenos 

 
Legenda: A. A fagocitose e Killing  de microrganismos por neutrófilos reforçam a apoptose e posterior remoção 
por macrófagos (MФ ). Este processo promove a resolução do foco/resposta infeccioso/ inflamatória. B. fatores 
de virulência do microrganismo pode causar lise dos neutrófilos, facilitando a disseminação do patógeno e 
liberação de moléculas citotóxicas que geram dano tecidual; C. NETs capturam e, em alguns casos, matam 
patógenos, mas isto pode resultar no desprendimento de citocinas que geram dano tecidual e/ou um extensivo 
dano inflamatório, neste caso, a formação de NET e posterior NETose, quando do caso, pode levar ao desfecho 
doença.  
Adaptado de Lu et al. (2012). 
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Embora macrófagos sejam as células efetoras na defesa imunológica ao M. 

tuberculosis, nos últimos tempos foi claramente estabelecida a importânica da ação de 

neutrófilos nos primeiros momentos de infecção, bem como a grande participação destas 

células na formação dos granulomas encontrados na TB ativa (MANTOVANI et al., 2011; 

FRANCIS et al.; 2014). Braian et al. (2013) mostraram que a produção de NETs por 

neutrófilos frente a este microrganismo é determinante para a ativação de macrófagos (Fig. 

11.). Neste mesmo trabalho, foi explicitado que a produção de EROs por neutrófilos é um 

evetno essencial para a fomação de NETs. Assim é destacado a importância da interação entre 

monócitos/macrófagos e neutrófilos durante a infecção por M. tuberculosis e, o crostalk entre 

estas células durante a resposta imune inata e, também, com outros componentes do sistema 

imune, inclusive, da resposta imune adaptativa contra as micobactérias (BRAIAN et al., 2013; 

FRANCIS et al., 2014). Além disso, tem sido demonstrado que neutrófilos que fagocitam 

micobacterias, sofrendo ou não apoptose ou NETose tendem a liberar diferentes fatores que 

amplificam a resposta imune e também contribuem na transição entre a resposta imune inata e 

adquirida (ERUSLANOV et al., 2005; POKKALI et al., 2009).  
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Figura 11. Interação entre macrófagos e neutrófilos durante a formação de armadilhas extracelulares por 
estes fagócitos em resposta ao Mycobacterium tuberculosis ou contra outras micobactérias. 

 
Legenda: Em resposta as micobactérias, os grânulos primários (azurófilos) produzidos por neutrófilos e 
as armadilhas extracelular de neutrófilos (Neutrophils extracellular traps - NETs, portando sinais como 
a presença de Hsp72 [‘danger signal’], não mostrados na fígura) são capazes de estimular os 
macrófagos para gerar armadilhas extracelular de macrófagos/monócitos (METs). Contudo, uma alta 
MOI, o Interferon gama (INFγ) gerados por células de defesa e o sistema ESX-1 de M. tuberculosis são 
essenciais para ativar os macrófagos e em seguida permitir que estas células façam METs.  
Fonte: Braian et al., (2013); Hahn et al. (2013); Wong & Jacobs Jr, (2013) 
 

  

Assim, analisando em conjunto a resposta oxidativa de fagócitos e o uso de 

antioxidantes, levanta-se um ponto crucial, que permanece não esclarecido: se o uso de 

antioxidantes altera a resposta de neutrófilos frente a M. tuberculosis. 
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3. OBJETIVOS 

 

 O objetivo central deste estudo foi avaliar a ação do antioxidante Tempol sobre a 

resposta microbicida de neutrófilos humanos contra o Mycobacterium tuberculosis. 

Especificamente, foi avaliado: 

(i) A ativação do sistema NOX2 de neutrófilos humanos expostos ao M. tuberculosis; 

(ii) A capacidade microbicida de neutrófilos humanos sobre M. tuberculosis; 

(iii) A ação do antioxidante Tempol sobre o sistema NOX2 de neutrófilos humanos expostos a 

M. tuberculosis e seus possíveis efeitos sobre a capacidade microbicida destas células. 
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4. CASUÍSTICA E METODOLOGIA 

 

4.1. Reagentes e solventes  

 

Os reagentes e solventes, bem como todos os materiais utilizados neste estudo, foram 

esterilizados em autoclave ou por filtração em filtros Millipore (Millipore Corporation, 

hydrophilic Durapore® PVDF, 0.22 µm, ∅ 47 mm), quando necessário. N-formil-metionil-

leucil-fenilalanina (fMLP, Sigma Life Science); Diphenyleneiodonium chloride (DPI, Sigma); 

Superóxido dismutase (SOD, from bovine erythrocytes, Sigma-Aldrich); 3-

Aminophthalhydrazide (luminol 97 %, Sigma-Aldrich); Dextran from Leuconostoc spp 

(Fluka-Sigma); Thapsigargin (≥98 % HPLC, Sigma); 4-Aminophthalhydrazide (Isoluminol 97 

%, Sigma-Aldrich); 3-(4,5-dimethylthiazolyl-2)-2,5-diphenyltetra-zolium bromide (MTT 

Ultrapure, USB Corp., Cleveland, OH); D-glucose (Vetec fina); Cytochrome c (from equine 

heart, Sigma-Aldrich); Horseradish peroxidase (Sigma); Ester phorbol 12-myristate 13-acetate 

(PMA, Sigma); Ficoll-Paque Plus (GE Healthcare); Meio Roswell Park Memorial Institute 

(RPMI-1640 without phenol red, Sigma); Bovine serum albumin (BSA, Sigma); Leishman’s 

stain (Sigma); Triton-X-100 1 % (Invitrogen); 4-Hydroxy-2,2,6,6-tetramethylpiperidine 1-

oxyl (4-Hydroxy-Tempo ou Tempol 97 %, Sigma-Aldrich) foi diluído em água deionizada 

(purificada através de um sistema Milli-Q). Meios de cultivo microbiano: Agar/Caldo 

(7H10/7H9) Middlebrook (HiMedia Laboratories); Suplemento de crescimento Middlebrook 

OADC (Albumina bovina fração V: 2,50 g Dextrose: 1,00 g Catalase: 0,002 g Ácido oléico: 

0,025 g Cloreto de sódio: 0.425 g Água destilada: 50.00 mL, HiMedia Laboratories). Os 

solventes DMSO (Neon Comercial) e Álcool metílico (Êxodo científica) utilizados nestes 

experimentos foram de grau analítico. H2O pH 11 foi preparada através da adição de NaOH (1 

mM) a água deionizada. Tampão fosfato-salino (PBS, pH 7,4): NaCl (120 mM), KH2PO4 (1,7 

mM), Na2HPO4 (8,3 mM) e KCl (5 mM). 
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4.2. Cultivo do Mycobacterium tuberculosis e preparo do estímulo 

 

As cepas do Mycobacterium tuberculosis H37Ra (ATCC 35177) foram obtidas da 

American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA) e cultivadas em meio Löwenstein 

Jensen (MLJ) e mantidas em garrafas de cultura celular, no Laboratório de Microbiologia e 

Imunologia Básicas da UNIFAL-MG, sob a supervisão do Prof. Dr. Jorge Kleber Chavasco. 

Para obtenção dos inóculos utilizados na realização do burst oxidativo e Killing , M. 

tuberculosis foi cultivado por 21 dias a 37 ºC em caldo Middlebrook 7H9 (acrescido de Tween 

80 [0,05 %], peptona [0,5 %], glicerol [0,5 %] e o suplemento OADC [48 mL por litro de 

meio]). A seguir, 10 mL deste cultivo foram centrifugados a força centrífuga relativa (unidade 

x g) de 2200 por 8 minutos e o pellet ressuspendido em PBS (pH 7,4). Por espectrofotometria, 

o inóculo foi padronizado em Unidade formadora de Colônia (UFC) por mL 

(OD600=0,05=aproximadamente 5 X 106 CFU/mL). Por último, M. tuberculosis foi inativado 

pelo calor por 30 minutos a 80 ºC apenas para alguns experimentos da avaliação do burst 

oxidativo, sendo que para o ensaio de Killing , foi utilizado o M. tuberculosis viável. A 

opsonização foi realizada por incubação a 37 ºC durante uma hora do M. tuberculosis com 

soro humano homólogo (20 %), sendo em seguida centrifugado a 700 x g por 10 minutos. O 

pellet formado foi ressuspendido em PBS. 

 

4.3. Obtenção dos neutrófilos 

 

Declaração de ética 

 

Estudos ex vivo foram realizados com neutrófilos humanos isolados de sangue total 

por gradiente de densidade, obtidos a partir da coleta de sangue venoso. Este estudo foi 

conduzido de acordo com a resolução CNS 466/12 (BRASIL, 2012), e foi aprovado pelo 

Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) da UNIFAL-MG (protocolo de aprovação: CAAE 

17064713.0.0000.5142, ANEXO A ). Os voluntários doadores do sangue venoso foram 

convidados a participar e foram escolhidos entre indivíduos saudáveis, do sexo masculino, na 

faixa etária de 20-38 anos, que não fizeram uso de antibióticos e/ou anti-inflamatórios nos 

últimos sete dias que antecederem as coletas de sangue, bem como voluntários que relataram 

a não ocorrência de prévia doença infecciosa (principalmente por M. tuberculosis) próxima à 

data de coleta (últimos sete dias). As coletas de sangue foram realizadas em condições 
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apropriadas de assepsia, após esclarecimentos dos propósitos do trabalho e assinatura do 

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE, APÊNDICE A ) pelos voluntários. 

 

Isolamento dos neutrófilos 

 

O isolamento dos neutrófilos foi realizado conforme metodologia descrita por Nauseef 

(2007) com algumas alterações propostas por Magbool et al. (2011). O sangue total coletado 

em tubos com heparina (aproximadamente 40 mL) foi diluído 1:1 em PBS, em seguida, 

transferido suavemente para tubos Falcon contendo Ficoll e, posteriormente, centrifugados a 

2000 x g por 15 minutos. Assim, três camadas foram observadas, sendo que após a eliminação 

da camada de plaquetas/plasma (ao topo), do anel de mononucleares e do remanescente de 

Ficoll, os neutrófilos presentes no pellet foram ressuspendidos em PBS e tratados com 

dextrana (4 %), com os tubos tendo sido mantidos inclinados em banho de gelo para 

sedimentação das hemácias por 45 min. A seguir, o sobrenadante obtido, correspondendo aos 

neutrófilos, foi coletado, completado com PBS e, centrifugados a 600 x g por 5 minutos. Após 

a centrifugação, o sobrenadante foi descartado e o pellet tratado com água Milli-Q gelada para 

lise das hemácias, após isto, NaCl 2,7 % foi adicionado aos neutrófilos para restabelecer a 

isotonicidade, sendo que, de acordo com Itakura & McCarty (2013), o KCl proveniente deste 

tampão é essencial para se atingir tal objetivo. O remanescente celular foi completado com a 

adição de NaCl 0,9 %, nova centrifugação foi realizada a 400 x g por 10 minutos e o pellet 

obtido, que corresponde aos polimorfonucleares, foram ressuspendidos em 2 mL de PBS 

desprovido de glicose, CaCl2 e MgCl2 e mantidos em temperatura adequada até a realizção 

dos experimentos. Análise de viabilidade pelo método de exclusão com Trypan blue foi 

performada, tendo sido considerado um valor de viabilidade igual ou maior a 92 % como 

satisfatório. Coloração da lâmina foi realizada, em que, um grau de pureza dos neutrófilos de 

94 % dentre as células polimorfonucleares foi considerado. Por último, contagem dos 

neutrófilos em hemocitômetro foi realizada, e a quantidade de células por mL foi ajustado 

para 106/mL. 

 

4.4. Mensuração da atividade do sistema NOX2 dos neutrófilos  

 

Para avaliar a capacidade dos neutrófilos, tratados ou não com o Tempol, de 

produzirem oxidantes contra M. tuberculosis, neste trabalho, foram utilizadas as metodologias 

de redução do ferrocitocromo c (550 nm) inibida por SOD, para quantificar especificamente o 
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O2
•- extracelular liberado pelo sistema NOX2 e, o ensaio de quimioluminescência amplificada, 

que avalia os EROs/ERNs total (intracelular e extracelular) com o uso do Luminol e, EROs 

extracelular, quando isoluminol é usado. Na avaliação da produção de oxidantes, para o 

controle de inibição do burst oxidativo, os neutrófilos foram incubados por 10 min com o 

inibidor de NOX2, o DPI (30 µM). Nos grupos tratados, os neutrófilos foram pré-tratados 

também por 10 min com o Tempol (450 µM). Como um estimulo para a ativação do burst 

oxidativo foram utilizados M. tuberculosis (em alguns experimentos inativado pelo calor) 

opsonizados ou não com soro (a multiplicidade de infecção [MOI] variando de 1 a 100) ou 

fMLP (40 µM) ou PMA (10 nM) ou Tapsigargina (4 µM). Antes da realização do burst 

oxidativo com o Tempol a uma concentração de 450 µM nas condições experimentais aqui 

descritas, foi realizada uma triagem (dados não mostrados) para avaliar a concentração efetiva 

do Tempol que reduziu a absorbância dos grupos tratados em 50 % comparados ao grupo 

controle (EC50), através do teste com o ferrocitocromo c, portanto, avaliando a influência do 

Tempol especificamente sobre a diminuição do O2
•- extracelular. A EC50 foi obtida através de 

regressão linear, com os tratamentos com Tempol nos grupos estimulados com M. 

tuberculosis (MOI 10) tendo sido feitos com concentrações que variaram de 0,7 a 700 µM. A 

EC50 obtida, 450 µM foi utilizada em todos os experimentos, exceto quando especificado de 

outra forma. 

 

Quantificação das EROs/ERNs totais 

 

Para o ensaio de quimioluminescência amplificada, em tubos Eppendorf de 1,5 mL, 

neutrófilos (106 células/mL) foram incubados na presença ou ausência de DPI (32 µM) ou 

Tempol (450 µM) por 10 min. A seguir, foram adicionados glicose (10 mM), CaCl2 (1 mM), 

MgCl2 (1,5 mM), Luminol (50 µM) ou Isoluminol (50 µM, neste caso, com adição de 

horseradish peroxidase [HRP, 8U/mL]). Na sequencia, foi adicionado o estimulo: M. 

tuberculosis (MOI de 10) ou fMLP (40 µM). As leituras foram realizadas em um luminômetro 

GloMax™ 20/20 (Promega) durante 60 minutos e os resultados reportados como unidade 

relativa de luz (URL) geradas neste intervalo de tempo (DAHLGREN et al., 2007). 

 

Quantificação de O2•- extracelular 

No teste com o citocromo c, após a adição dos neutrófilos (106 células/mL) em poços 

de uma microplaca de 96 poços recobertos com BSA (1 % em PBS), foi realizado um prévio 
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tratamento das células por 10 min com o DPI (32 µM), SOD (50 U/mL) ou com o Tempol 

(450 µM). A seguir, glicose (10 mM), CaCl2 (1 mM) e MgCl2 (1,5 mM) foram adicionados aos 

poços para propiciar ideal ativação do burst oxidativo. Após isto, os poços foram acrescidos 

de citocromo c (25 µM). Por último, foram adicionados os estímulos: M. tuberculosis (em 

alguns casos opsonizadas, MOI variando de 1 a 100) ou fMLP (40 µM), ou PMA (100 nM) ou 

Tapsigargina (4 µM). A microplaca foi então incubada a 37 ºC por três horas e as leituras 

foram feitas a 550 nm em um espectrofotômetro (do tipo leitor de ELISA). Os resultados 

foram expressos em nmols de O2
•- por 106 neutrófilos gerados neste período de tempo, 

calculados como mostrado abaixo,31,32 obedecendo a estequiometria para a redução de um mol 

de citocromo c por um mol de O2
•- e usando o coeficiente molar de extinção (ԑ) de 21.1 mM-1 

cm-1 (CHOVANIEC, 1978; DAHLGREN et al., 2007):  

 

∆ OD550 = OD550(amostra) - OD550(referência [SOD]) 

∆ OD550 X 12,64 = nmols O2
•-/106 neutrófilos/3 horas 

 

4.5. Teste de capacidade microbicida dos neutrófilos contra M. tuberculosis 

 

 Para avaliar a capacidade microbicida de neutrófilos sobre M. tuberculosis, foi 

realizado o ensaio de killing, de acordo com o protocolo sugerido por Green et al. (2007), com 

algumas modificações. Resumidamente, as suspensões padronizadas de M. tuberculosis (107 

UFC/mL) não opsonizadas foram incubadas com neutrófilos humanos (106/mL) a 37 ºC, por 

10, 30 e 90 minutos, acrescidos de glicose (10 mM), CaCl2 (1 mM) e MgCl2 (1,5 mM). Após 

cada um destes períodos de incubação, os grupos, incluindo os tratados ou não com Tempol 

(450 µM), foram tratados com PBS gelado (pH 7,4), para parar a atividade dos neutrófilos, e 

submetidos a uma centrifugação diferencial (100 x g durante 8 minutos) e, ambos, o pellet 

(que contém as micobacterias intracelular) e o sobrenadante (que contém as micobacterias 

extracelular) obtidos, foram diluídos em H2O pH 11 (para lisar os neutrófilos) e, após 

sucessivas diluições em H2O pH 11 (103, 106 e  109), foram dispensados sobre o agar 

Middlebrook 7H10. Após isto, as placas foram incubadas a 37 ºC em atmosfera de 5% de 

CO2. DPI (32 µM) foi utilizado para o controle de inibição do burst respiratório. Após o 

período de incubação (21 dias), o crescimento do M. tuberculosis foi mensurado pela 

contagem de colônias e os resultados expressos em UFC.  
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4.6. Determinação de viabilidade celular e ensaio de toxicidade do Tempol 

 

 Paralelamente, os neutrófilos tratados com Tempol nos mesmos períodos de tempo de 

incubação, para os experimentos supracitados, foram submetidos ao ensaio de redução do 

MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium. Neste teste, 100 µL de 

neutrófilos (106/mL) foram adicionados aos poços e incubados ou não com Tempol (500 µM), 

após os períodos de incubação, equivalente aos tempos que são obedecidos para o burst 

respiratório, quantificação de NETs e ensaio de Killing (ou seja, até 4 horas de incubação), 10 

µL de MTT foi adicionado e a placa novamente incubada por mais 4 horas, em seguida, as 

células foram tratadas com 10 µL de DMSO para solubilizar os cristais de Formazan. Por 

último, a leitura foi realizada (OD570), e a possível redução na absorbância do grupo tratado 

com Tempol foi comparada ao controle contendo apenas neutrófilos. Triton-X-100 foi 

utilizado como um controle positivo, sendo que a viabilidade dos neutrófilos tratados 

previamente com este composto foi considerada igual a 0 %. 

 

4.7. Análises dos dados 

 

Os experimentos foram realizados, no mínimo, em triplicatas independentes e as 

médias dos testes comparadas àquelas dos controles por Analise de Variância (ANOVA) 

seguida pelo teste de Tukey para comparação múltipla de médias. Os níveis de significância 

(α) adotados foram de 5% (diferença entre as médias foram considerados estatisticamente 

significativos com p < 0,05). Para o cálculo das taxas de fagocitose (Kp) e Killing  (Kk) foi 

utilizado a Planilha do Microsoft Office Excel 97-2003 (disponível em: 

<http://www.otago.ac.nz>), que executa os cálculos, partindo-se da entrada dos dados 

experimentais, neste trabalho, realizados em triplicata (GREEN et al., 2007).  
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5.  RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Burst oxidativo 

  

Prévios trabalhos têm reportado a importância do burst oxidativo de células 

fagocíticas em resposta a infecções micobacterianas, principalmente contra M. tuberculosis na 

TB ativa (REDDY et al., 2004). Neste mesmo campo, estudos têm tentado estabelecer o 

verdadeiro link entre o status redox do hospedeiro nas infecções por M. tuberculosis e durante 

a TB ativa. Entretanto, a controvérsia dos resultados destes estudos aponta que, tanto os danos 

oriundos de um estresse oxidativo, quanto os provenientes de uma exacerbada resposta 

antioxidante, são de preocupante, portanto, o equilíbrio do status redox seria desejado, o que 

parece ser improvável de ser atingido, devido ser multifatorial.  

Os resultados do burst respiratório conduzidos neste estudo, mostraram que o Tempol 

a 450 µM inibiu significativamente (p < 0,05) o burst respiratório nos grupos estimulados 

com M. tuberculosis, na concentração efetiva para reduzir 50 % do burst respiratório, 

previamente estabelecida (EC50=450 µM). A quantidade em nmols de O2
•- produzido pelos 

neutrófilos na presença ou ausência do Tempol, bem como os dados de unidade relativa de luz 

(URL) são apresentados abaixo (Figs. 12. e 13.). 

 Na clínica, a diminuição do burst oxidativo e da fagocitose tem sido descrita em 

variadas situações clínicas que predispoe pacientes infectados a TB, com ou sem co-

morbidades (SHALEKOFF et al., 1998). Cabe aqui ressaltar que, a cepa de M. tuberculosis 

aqui utilizada, a avirulenta (H37Ra), pode diferir na indução do burst oxidativo com relação a 

outras cepas, como a cepa virulenta (H37Rv) ou as cepas de diferentes isolados clínicos, pois 

como demonstrado em um recente estudo, estas cepas apresentam características distintas, 

como presença de diferentes PAMPs/antígenos, que levam a diferentes intensidades no burst 

oxidativo gerado por fagócitos em resposta a elas (STEENKEN & GARDNER, 1946; 

ZHENG et al., 2008; ROMERO et al., 2014).  
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Figura 12. Valores de nmols de O2
•- 

/106 neutrófilos/3 horas produzidos por 
neutrófilos nas diferentes condições experimentais  

Legenda: Mtb: Mycobacterium tuberculosis; TG: Tapsigargina (4 µM); N: Neutrófilos; fMLP : N-
formil-metionil-leucil-fenilalanina (40 µM);  T: Tempol (450 µM); PMA: Ester phorbol 12-myristate 13-
acetate (100 nM); Op: Mtb opsonizado; SOD: Superóxido dismutase (50 U/mL); DPI: 
Diphenyleneiodonium chloride (32 µM), inibidor do burst oxidativo; Os valores de nmols O2

•-/106 
neutrófilos/3 horas representam a média de uma triplicata de três experimentos independentes (n = 3), 
as quais foram consideradas significativamente diferentes (como comentados abaixo), quando p < 0,05, 
de acordo com o teste de Tukey (α=5 %). 
Fonte: Autor 
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Figura 13. Avaliação do burst oxidativo dos neutrófilos, reportados em unidade relativa de luz  
(URL) nas diferentes condições experimentais.  

 
Legenda: Mtb: Mycobacterium tuberculosis; N: Neutrófilos; fMLP: N-formil-metionil-leucil-fenilalanina (40 
µM);  T: Tempol (450 µM); DPI: Diphenyleneiodonium chloride (32 µM), inibidor do burst oxidativo. Os 
valores de URL, calculados durante o intervalo de 60 minutos, representam a média de três experimentos (n = 3), 
e foram consideradas significativamente diferentes (*), quando p < 0,05, de acordo com o teste de Tukey (α=5 
%). 
Fonte: Autor 
 

Na Fig. 12. pode ser observado que o Tempol inibiu significativamente (p < 0,05) o 

burst oxidativo dos neutrófilos humanos contra M. tuberculosis a uma concentração de 450 

µM. M. tuberculosis, cepa H37Ra (“avirulenta”), a MOIs de 10, 20 e 100, apresentaram a 

mesma capacidade que PMA, fMLP e tapsigargina (TG) para elicitar o burst oxidativo dos 

neutrófilos (valores de O2
•- induzido por estes estímulos são significativamente iguais, p > 

0,05). A diferença entre a capacidade de indução do burst respiratório variando-se MOI, 

avaliados por este método, mostrou que um incremento na MOI de 10 para 20, promoveu um 

pequeno incremento no estímulo, e pouca foi esta diferença quando ocorreu uma brusca 

variação da MOI de 10 para 100. Isto pode ser explicado, ao menos em parte, por uma 

possível saturação do sistema de geração de oxidantes, ou por uma indução de apoptose, uma 

vez que MOIs muito altas já foram reportadas como sendo um comum desencadeador deste 

desfecho bioquímico (MATSUDA et al., 1999). Mais recentemente, a indução de NETose 

quando utilizadas altas MOI também foram relatadas (PALMER et al., 2012). Segundo os 

autores Jackson et al., (2004); Hosseinzadeh et al. (2012), na inibição do burst oxidativo, a 

EC50 para o Tempol pode variar de  54 a 2000 µM. Corroborando com tal intervalo, neste 
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estudo foi previamente estabelecida uma EC50 de 450 µM para o Tempol (dados não 

mostrados) contra M. tuberculosis, pelo teste com o citocromo c, e os dados aqui apresentados 

(Fig. 12.) evidenciaram que tal concentração foi ideal para reduzir especificamente o O2
•- 

extracelular em quase 50 %, e ela foi próxima de 50 % para a redução de EROs extracelular, 

avaliados pelo teste com o Isoluminol (Fig. 13.), mas de qualquer forma, significativa (p < 

0,05) comparada ao grupo não tratado. Com uma concentração de 450 µM, Tempol não 

reduziu 50 % de EROs total (intracelular e extracelular, incluindo H2O2, HO•, entre outros 

oxidantes), avaliados com o Luminol, mas a redução foi significativa comparada ao grupo 

apenas estimulado com M. tuberculosis (p < 0,05), e próxima ao valor de 50 % (Fig. 13.). 

Os anions superóxidos (O2
•-) formados através do sistema NOX2 fagocítico 

apresentam decomposição enzimática (por SOD) na velocidade de aproximadamente 5 X 105 

M-1 sec-1 em pH 7. Se por um lado à formação deste oxidante é fundamental durante a 

resposta imune contra patógenos, atualmente, é bem conhecido o papel do O2
•- no câncer, na 

gênese de doenças inflamatórias, cardiovasculares e neurodegenerativas, apesar do O2
•- apenas 

não ser capaz de danificar o DNA de forma direta (BATTIN et al., 2009).  

O N-formil-metionil-leucil-fenilalanina (fMLP), um fator quimiotático presente em 

certos microrganismos, elícita EROs não apenas por acionar a proteína quinase C (PKC), que 

é uma molécula upstream a NADPH oxidase, mas também por alternativamente acionar 

mTOR, que é um upstream a maquinaria de autofagia, a qual também tem sido demonstrada 

promover a citrulinação de histonas, portanto sendo esta uma rota alternativa para a indução 

de NETs em neutrófilos (ITAKURA & McCARTY, 2013). Neste estudo, o fMLP foi 

considerado um potente indutor do burst oxidativo de neutrófilos (Figs. 12. e 13.), por ambos 

os métodos avaliados. Tapsigargina (TG) é uma substância conhecida por causar um estresse 

do retículo endoplasmático rugoso e induzir uma maior montagem do sistema NOX2. Isto 

ocorre através de um desequilíbrio nas concentrações de Ca2+ intraluminal após prévio 

contato com TG, conduzindo a um acumulo de proteínas desdobradas, induzindo maior 

disponibilidade de componentes do complexo NOX2 (GUPTA et al., 2010). 

Interessantemente, pode ser observado neste estudo que além de uma considerável indução do 

burst oxidativo em neutrófilos (Fig. 12.), esta substância também foi capaz de restaurar os 

níveis de EROs em neutrófilos inibidos pelo Tempol. Levando-se em conta as concentrações 

utilizadas de TG e Tempol e o efeito de TG em induzir burst respiratório, muito 

provavelmente, isto indica que se faz necessário maiores concentrações de Tempol para 

reduzir EROs quando em associação com TG, comparados aos grupos não tratados com TG. 
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Além disso, TG aumentou o burst oxidativo dos neutrófilos contra M. tuberculosis em duas 

diferentes MOIs avaliadas. 

A inativação de M. tuberculosis, realizada neste estudo, para a indução do burst 

oxidativo, sinaliza para um já conhecido mecanismo que envolve o reconhecimento das 

micobacterias por fagócitos profissionais, incluindo neutrófilos, através de padrões 

moleculares associados ao patógeno (PAMPs). Tal reconhecimento se deve em parte pela 

expressão de receptores pelos neutrófilos, conhecidos como receptores de reconhecimento dos 

padrões (PRRs) (ERNST, 1998). A diferença encontrada para o burst oxidativo avaliados por 

diferentes metodologias, na resposta de neutrófilos ao M. tuberculosis viável e contra o M. 

tuberculosis inativado pelo calor, embora mínimas, pode ocorrer, e mesmo que exista uma 

controvérsia a respeito da possibilidade de sub/superestimar os reais valores do burst 

respiratório em tais medidas, ao menos em parte, isto pode ser explicado pela produção de 

grandes quantidades de enzimas com atividade antioxidante pelo M. tuberculosis vivo, isto é 

corroborado por prévios estudos que mostram que, tanto in vitro quanto in vivo, o aumento na 

expressão de genes para AhpC, KatG e SOD em M. tuberculosis são fatores relacionados à 

sobrevivência da micobactéria dentro dos fagócitos (COLE et al., 1998). Além disso, a 

resposta pode ser também mais exacerbada, devido à viabilidade micobacteriana. Neste 

contexto, tais células fagocíticas, além de lançar mão de outros mecanismos de defesa, tenta 

explorar o burst oxidative para a eliminação do M. tuberculosis via produção de EROs/ERNs 

(DENIS, 1991), embora em infecções persistentes tenha sido observadas as expressões 

aumentadas de tais sistemas de detoxificação do burst oxidativo e, em modelos de estresse 

nitrosativo e oxidativo contra M. tuberculosis (HU & COATES, 2009). Adicionalmente, KatG 

e AhpC também medeiam a resistência de M. tuberculosis a isoniazida, sendo assim um 

mecanismo pleiotrópico da defesa micobacteriana (DHANDAYUTHAPANI et al., 1996). 

Com relação ao complexo contexto no status redox do hospedeiro durante a infecção 

por M. tuberculosis ou a TB ativa, existem diferentes fatores a se considerar para o equilíbrio 

de tal status, tais como as características de virulência do M. tuberculosis (Ex. produção 

exagerada de SOD e Kat-G), fatores relacionados ao hospedeiro, diferentes fatores ambientais 

(Ex. nutrição, isto pode incluir uso ou não de suplementação antioxidante), fatores genéticos 

(ex. competência da resposta imune) e, em casos da TB ativa, regime terapêutico com o uso 

de medicamentos altamente complexos quanto à promoção de um desequilíbrio no status 

redox do hospedeiro, não apenas a nível local da infecção pulmonar, mas também 

generalizado, pelo metabolismo dos fármacos depletarem os níveis de glutationa (GSH), em 
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que uma marcante redução nos níveis de GSH é observada (DALCOLMO et al., 2007; 

BUTOV et al., 2013). De acordo com Wiid et al. (2005), durante a TB ativa, os níveis de 

antioxidantes no paciente são baixos (avaliado segundo o status total antioxidante, do inglês 

total antioxidant status [TAS]), isto se deve ao regime terapêutico para tratar a TB, em que, o 

metabolismo dos fármacos induzem um estresse oxidativo. Por outro lado, segundo Cole et al. 

(1998), as altas concentrações de KatG e SOD produzidas localmente pelo M. tuberculosis 

agravam ainda mais este desbalanço. 

Contudo, Morris et al. (2013) observaram que uma formulação lipossomal contendo 

GSH (L-GSH), direcionada a neutrófilos, pode incrementar os níveis intracelulares de GSH e, 

dessa forma, resultando na redução intracelular de EROs conduzindo a um aumento da 

acidificação dos fagossomos contendo o M. tuberculosis e inibição do crescimento das 

micobactérias. Assim, um novo mecanismo adotado por neutrófilos para  controlar a infecção 

por M. tuberculosis tem sido descrito.  

Segundo a American Thoracic Society (ATS), o tratamento de escolha para 

tuberculose (TB) na atualidade consiste em antimicrobianos de primeira linha, a isoniazida 

(INH), rifampicina (RMP) pirazinamida (PZA) e etambutol (BEM), sendo que esta associação 

de fármacos combina as ações bactericidas, de prevenção de resistências e de esterilização, 

por um período de tempo suficientemente longo, de forma a evitar falências de tratamento e 

recaídas. A escolha do esquema terapêutico baseia–se na compreensão da biologia do 

Mycobacterium tuberculosis, no hospedeiro e nas atividades específicas dos fármacos, 

considerando-se a prevalência e o padrão de susceptibilidade da tuberculose na comunidade 

em questão. A segunda linha é utilizada na falência da primeira opção, sendo constituída por 

fármacos como as fluorquinolonas e estreptomicina (CDC, 2003).  

Os fármacos constantes do regime terapêutico de primeira linha contra a TB, 

isoniazida, rifampicina e etambutol, são classicamente conhecidos por produzir um estresse 

oxidativo em pacientes sob o regime terapêutico, além de reduzir o Zn2+ (antioxidante) 

plasmático. Butov et al. (2013) conduziram um estudo com 74 pacientes com MDR-TB, 66 

pacientes com TB não MDR e 30 voluntários sem TB (controle), afim de se avaliar a 

influência dos dois tipos de TB sobre o status redox dos voluntários. Segundo estes autores, o 

uso de suplementação antioxidante durante o regime terapêutico da TB é aconselhável. Além 

disso, o tempo de tratamento da TB, que é longo, a associação com outros agentes 

terapêuticos, principalmente, frutos do surgimento de cepas de M. tuberculosis multi-

resistentes, agravam ainda mais as mudanças no status redox, por aumentar a quantidade de 
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fármacos que promovem os danos oxidativos (BUTOV et al., 2013). Os novos fármacos para 

tratar TB multi-resistente que estão sendo aprovados (ex. Sirturo [bedaquiline]), também 

proporcionam sérios efeitos tóxicos, incluindo sérios danos oxidativos.  

A importância do equilíbrio redox nas infecções por M. tuberculosis ou na TB ativa 

tem sido reportada (YUNIASTUTI, 2012). Efeitos deletérios sobre biomoléculas, como a 

peroxidação lipídica e oxidação proteica são eventos que podem ocorrer quando ocorre um 

“estresse oxidativo”, comum em pacientes com TB (REDDY et al., 2004). Neste estudo, 

Tempol foi capaz de reduzir o burst respiratório de neutrófilos humanos em um modelo 

experimental ex vivo, contra M. tuberculosis. Este fato pode ser considerado uma 

característica desejável em alguns casos, como aqueles em que a resposta exacerbada ao M. 

tuberculosis é deletéria ao hospedeiro humano. Por outro lado, Tempol, um potente 

antioxidante, também poderia comprometer a resposta imune ao M. tuberculosis, predispondo 

infectados a TB, ou agravando um estado de TB ativa. 

A despeito da opsonização das micobactérias e as diferentes formas de opsonização, 

isto pode modular a intensidade do burst, consequentemente, na avaliação de NETs, a 

quantidade destas estruturas formadas podem ser alteradas, pois, estudos têm mostrado que 

opsonização prévia aumenta a exposição de receptores (CR3, Fcγ), assim, à formação de 

NETs pode sofrer uma up-regulation de forma direta por permitir maior ligação de 

micobactérias ou por modular de forma indireta ativando vias alternativas para a sua 

formação. Por outro lado, microrganismos não opsonizados também induzem o burst 

oxidativo efetivamente, entretanto, por outras vias de sinalização, como as relacionadas aos 

PRRs dos fagócitos, tais como os Toll-like receptors (TLRs), que reconhecem “diretamente” 

os PAMPs (PALMER et al., 2012). 

Com relação às espécies altamente reativas do oxigênio, devido à meia vida associada 

e a capacidade de atravessar ou não membranas biológicas, algumas destas espécies oxidantes 

são de difícel detecção, de modo que os usos de específicas sondas fazem-se necessárias 

(HAMPTON et al., 1996). Até o momento, nenhuma técnica/método tem se mostrado capaz 

de avaliar o burst oxidativo e estabelecer um satisfatório e coesa ligação entre este evento e a 

paralela atividade antimicrobiana ou evento inflamatório associado, bem como já era 

conhecida à independência entre o evento inflamatório e a atividade microbicida (Killing de 

microrganismos) (DAHLGREN et al., 2007; AMORIM et al., 2014). Assim, embora neste 

trabalho EROs/ERNs total bem como O2
•- tenham sido aqui avaliados, é aqui reconhecido o 

complexo processo que governa a ação microbicida, sendo que EROs/ERNs são coadjuvantes 

num contexto em que outros potentes agentes microbicidas, tais como as enzimas com ação 
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antimicrobiana, DNA, histonas e ETs são cruciais para a efetiva atividade antimicrobiana 

(HALVERSON et al., 2015).  

No contexto de um papel de dualidade desempenhada pelos oxidantes (PAIVA & 

BOZZA, 2014), formado posteriormente a geração de O2
•- pelo sistema NOX-2, o radical 

hidroxila (HO•), uma espécie altamente reativa do oxigênio gerado através da aão da MPO, ou 

pela reação de Fenton (Fig. 2.), apresenta decomposição espontânea, em torno de 10-9 

segundos, restringindo sua localização as proximidades onde são formados os anions 

superóxidos/H2O2. O radical HO• é altamente reativo e pode causar intenso dano intracelular, 

tendo grande potencial para oxidar lipídios, proteínas e ácidos nucleicos (HALLIWELL, 

1999; BENZIE, 2000; BATTIN et al., 2009).  

A diminuição de espécies altamente reativas do oxigênio in vivo pode representar um 

evento marcante no curso da infecção pelo M. tuberculosis ou durante a TB. De acordo com 

Catherine et al. (2013), é conhecido o papel de fármacos que matam efetivamente 

microrganismos através da geração de espécies altamente reativas reativas do oxigênio, como 

os radicais HO• gerados pela via de Fenton (Fig. 2.), assim os autores demonstraram que, a 

vitamina C, uma substancia conhecida por induzir e amplificar a reação de Fenton, pode 

efetivamente guiar um efetivo Killing de cepas sensíveis e resistentes do M. tuberculosis in 

vivo. Como já reconhecido pelos autores, o pleiotropismo deste evento é marcante, uma vez 

que como também aqui observado, a vitamina C, em concentrações ideais pode ser um aliado 

na diminuição do estresse oxidativo imposto pela terapia anti-TB, ao mesmo passo que ela 

também pode diminuir a formação de armadilhas extracelulares e, aumentando ainda mais 

este complexo contexto, paradoxalmente, em grandes concentrações, apresentar um efeito 

pró-oxidante a nível sistêmico (PODMORE et al., 1998; BREWER et al., 2013; 

MOHAMMED et al., 2013). Além disso, desde que o M. tuberculosis dispõem de diferentes 

mecanismos para colonizar fagócitos e sobreviver dentro deles sobre as mais variadas 

condições de estresse, incluindo o estresse oxidativo (EHRT & SCHNAPPINGER, 2009), 

torna-se difícil mensurar a efetiva partipação de EROs/ERNs na resposta imune contra o 

patógeno e, portanto, a possível influencia do Tempol. Como exemplos a proteína KefB, 

presente na parede celular de M. tuberculosis, moléculas com a propriedade de chaperonas 

(Alpha-crystallin [Acr]), algumas isoformas de SOD e de KatG, tióis peroxidases, além de, 

todos conhecidos fatores de virulência de M. tuberculosis, afetam a produção de EROs/ERNs 

in vivo, levando a uma diminuída produção de oxidantes por fagócitos e consequente menor 

taxa de Killing das micobactérias (FORRELLAD et al., 2013). 

Tempol é um potente antioxidante capaz de proteger lipídios de lipossomos do ataque 
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oxidante da radiação γ (SAMUNI & BARENHOLZ, 2003). Este antioxidante tem ampla 

capacidade de permear membranas celulares, portanto atuando sobre os oxidantes 

intracelulares e extracelulares, interagindo principalmente com •OH, ONOO−, NO•, O•−, H2O2 

e também apresentando atividade sobre algumas enzimas fagociticas. Assim, o Tempol tem 

sido descrito na literatura como um antioxidante multifuncional (Fig. 14.), atuando inclusive 

sobre as espécies altamente reativas do oxigênio, dessa forma, afetando o status intra e 

extracelulares de diferentes oxidantes, não apenas por atuar como um “scavenger” de 

EROs/ERNs, mas também pela atuação sobre enzimas e intermediários na geração destes 

oxidantes (Fig. 15.). A maior atividade do tempol nas concentrações utilizadaas neste estudo é 

como um mimético da enzima SOD, isto explica os resultados aqui demonstrado, em que 

houve uma marcante diminuição na formação do O2
•- pelo Tempol a 450 µM. Tempol também 

é efetivo como um mimético da catalase previne a geração de HO-/HO• proveniente do H2O2 

na presença de metais de transição na reação de Fenton (Fig. 14.) (WILCOX, 2010). Tempol 

também atua sobre o HO-, contudo, dado o pH do ambiente celular, esta interação conta por 

apenas 10 % de redução deste oxidante pelo Tempol (SUY et al., 1998; WILCOX, 2010). 

Embora as espécies reativas do nitrogênio (ERNs), históricamente, tenham sido 

descritas como os pricipais oxidantes responsáveis pela atividade microbicida (Killing ) do M. 

tuberculosis, recentemente, tem sido reconhecido com um notório destaque a participação e 

importância das espécies reativas do oxigênio (EROs) na ação antimicobacteriana (Hawn et 

al., 2013), principalmente dos radicais hidroxila (HO•) (CATHERINE et al., 2013).   

Neste estudo, o intervalo de avaliação do burst oxidativo, através do ensaio de 

quimioluminescência amplificada, com o uso do Luminol para avaliar EROs/ERNs totais, 

intra e extracelulares, foi de 60 min. É aqui reconhecido que, a ação conjunta entre a ativação 

do sistema NADPH oxidase para gerar O2
•- e, a expressão/ativação de iNOS, que gera •NO, 

que posteriormente interage com o O2
•- para formar ONOO− (uma ERN com potente ação 

antimicrobiana), requer um considerável tempo e, portanto, talvez uma quantidade 

satisfatória/efetiva de ERNs não seja produzida no intervalo de 60 min por neutrófilos 

estimulados com M. tuberculosis. 
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Figura 14. Possíveis ações do Tempol sobre as espécies reativas do oxigênio/nitrogênio 
(EROs/ERNs) geradas por fagócitos.  

 

 
 
Legenda: NAD(P)H nicotinamida adenina dinucleotídeo reduzido; EROs/ERNs: espécies reativas do 
oxigênio/nitrogênio; iNOS: óxido nítrico sintetase induzida; MPO: mieloperoxidase; SOD: superóxido 
dismutase; hROS: espécies altamente reativas do oxigênio (highly reactive oxygen species); O2

•-: ânion 

superóxido; ONOO
-
: peroxinitrito; HOCl: ácido hipocloroso; OCl−: anion hipoclorito; 1O2: oxigênio singlete; 

•NO: óxido nítrico; HO•: radical hidroxila; H2O2: peróxido de hidrogênio. Pela ação da MPO fagocitica, são 
formadas as hROS. 
Como mostrado na figura, Tempol pode apresentar uma vasta gama de atividade (multifuncional), atuando sobre 
os oxidantes: •OH, ONOO−, NO•, O2

•-, H2O2, bem como sobre as enzimas iNOS e MPO, responsáveis pela 
formação de potentes oxidantes. Além disso, este nitróxido pode aceitar o e- proveniente do metal reduzido (Fe+2) 
na reação de Fenton, portanto, evitando a formação de HO•/ HO- por inibir esta rota. (SOULE et al., 2007). 
Observação: Neste esquema de representação esquemática, é apresento uma extremamente simplificada visão 
geral, portanto, as reações químicas/interações não estão balanceadas.  
Fonte: Autor 
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Figura 15. Representação esquemática dos possíveis oxidantes afetados pela ação do Tempol. 
 

 
 
Legenda: NAD(P)H nicotinamida adenina dinucleotídeo reduzido; EROs/ERNs: espécies reativas do 
oxigênio/nitrogênio; iNOS: óxido nítrico sintetase induzida; MPO: mieloperoxidase; SOD: superóxido 
dismutase; hROS: espécies altamente reativas do oxigênio (highly reactive oxygen species); O2

•-: ânion 

superóxido; ONOO
-
: peroxinitrito; HOCl: ácido hipocloroso; OCl−: anion hipoclorito; 1O2: oxigênio singlete; 

•NO: óxido nítrico; HO•: radical hidroxila; H2O2: peróxido de hidrogênio. Pela ação da MPO fagocitica, são 
formadas as hROS. X: representa inibição e/ou diminuição; 
Como mostrado na figura, Tempol pode apresentar uma vasta gama de atividade (multifuncional), atuando sobre 
os oxidantes: •OH, ONOO−, NO•, O2

•-, H2O2, bem como sobre as enzimas iNOS e MPO, responsáveis pela 
formação de potentes oxidantes. Além disso, este nitróxido pode aceitar o e- proveniente do metal reduzido (Fe+2) 
na reação de Fenton, portanto, evitando a formação de HO•/ HO- por inibir esta rota. (SOULE et al., 2007). 
Assim, a quantidade intra e extracelulares de diferentes oxidantes são afetadas pelo Tempol, principalmente 
devido ao fato que às reações sequênciais que ocorrem a partir de um dado oxidante são afetadas.  
Observação: Neste esquema de representação esquemática, é apresento uma extremamente simplificada visão 
geral, portanto, as reações químicas/interações não estão balanceadas.  
Fonte: Autor 
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Ensaio de Killing 
  

Os resultados dos ensaios de Killing  são mostrados na integra nas Figs. 16. e 17. Na 

Fig. 16., é demonstrado que M. tuberculosis não sofreu interferência do Tempol (também 

observado em detalhes na Fig. 18., A.), com relação ao seu crescimento quando cultivado com 

este composto. O número de unidade formadora de colônias, UFC, demonstrados na Fig. 16., 

para o crescimento de apenas M. tuberculosis, foi considerado o controle para a comparação 

da avaliação da ação microbicida dos neutrófilos contra M. tuberculosis e, nas mesmas 

condições, mas tratados com Tempol. Os resultados da Fig. 17 mostram que em 5 minutos, os 

neutrófilos significativamente reduziram a carga bacilar (p < 0,05), comparadas a UFC 

evidenciada na Fig. 16. Segundo Green et al. (2007), a centrifugação diferencial realizada 

neste ensaio, permite acompanhar ao longo do tempo a variação nas cargas bacilar 

extracelular (sobrenadante) e intracelular (pellet). Após 30 minutos de incubação, a carga 

bacilar do pellet, que representa às micobactérias intracelular, ligeiramente aumenta, 

contrariando o preceito da redução, que normalmente acontece com as micobactérias 

encontradas no sobrenadante (referente às micobactérias extracelular, que estão sendo 

fagocitadas). Isto se deve ao fato de que neste intervalo de tempo, muitas micobactérias foram 

fagocitadas (ou seja, adentraram ao espaço intracelular), mas ainda não mortas. Por outro 

lado, no intervalo de transição entre 30 e 90 minutos, uma marcante redução bacilar é 

observada no pellet (Fig. 17 e Fig. 18., B.), ou seja, dos M. tuberculosis localizados 

intracelular.  
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Figura 16. Número de unidade formadora de colônias (UFC) de Mycobacterium tuberculosis, na 
presença ou ausência do Tempol (450 µM), após 90 min. de incubação. 

 
Legenda: CFU: colony-forming unit; Os valores de CFU (X 104/mL) representam a média de três 
experimentos (n = 3), as quais foram consideradas significativamente iguais, de acordo com o teste de 
Tukey (α=5%). 
Fonte: Autor 

 
 
 
Figura 17. Avaliação da capacidade microbicida dos neutrófilos contra Mycobacterium 
tuberculosis nos tempos de 10, 30 e 90 min. de incubação, tratados ou não com Tempol. 

 
Legenda: Mtb: Mycobacterium tuberculosis; N: Neutrófilos; T: Tempol (450 µM); DPI: 
Diphenyleneiodonium chloride (32 µM); s: sobrenadante, equivalente as micobactérias extracelular; p: 
pellet, equivalente as micobactérias intracelular. 
Fonte: Autor 
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Fagocitose, taxa de Killing , intensidade de estímulo do burst oxidativo e quantidade de 

NETs lançadas para o espaço extracelular, estes são mecanismos que têm sido propostos como 

dependentes da MOI (LEIJH  et al., 1970; HAMMER et al., 1981; MATSUDA et al., 1999; 

YOUNG et al., 2011). Entretanto, segundo Li et al. (2002), em ensaios de Killing , para a 

razão de bactérias efetivamente mortas por neutrófilos ou monócitos, o que é considerado 

“crítico” é a quantidade de células inicialmente incluídas no sistema, que deve ser superior a 

3-4 X 105 células/mL, sendo tal atividade pouco influenciada pela razão de microrganismos 

por célula estudada, ou seja, independe da MOI. Neste estudo, a MOI utilizada foi de 10, 

como sendo a quantidade idealmente reportada por Green et al. (2007), mas o número de 

neutrófilos iniciais foram de 106/mL. Interessantemente, o número mínimo de células exigidas 

neste ensaio (3-4 X 105 células/mL), é próxima ao número mínimo (≤ 5 X 105/mL) necessário 

para predispor humanos as doenças infecciosas bacterianas e fúngicas (LI et al., 2002).  

Os autores Schlesinger, (1993); Cywes et al. (1999); Velasco-Velázquez et al. (2003) 

relataram que M. tuberculosis não opsonizados com C3bi tem a mesma capacidade de ligação 

ao receptor CR3. Neste caso, CR3 também serve como um PRP de fagócitos, desta forma ele 

reconhece uma específica cápsula polissacarídica presente em M. tuberculosis, que é um 

PAMP, e permite à ligação desta em outro sitio, que não aquele da ligação com C3bi, tendo o 

M. tuberculosis, portanto, o mesmo grau de fagocitose que as micobactérias opsonizadas. Tal 

suposição de que M. tuberculosis não opsonizados poderia ligar-se com eficácia aos 

receptores dos fagócitos, surgiu do fato de que componentes do complemento poderiam ser 

limitados no espaço alveolar dos pulmões nos estágios inicias da infecção, devido à formação 

e o tempo requerido para sair do plasma e alcançar tais órgãos, mas mesmo assim em 

infecções por M. tuberculosis, nos estágios iniciais, observava-se uma efetiva resposta de 

fagócitos, independente da ativação do complemento ou da resposta imune humoral (por 

exemplo, com a formação de IgG) (STOKES et al., 1993; VELASCO-VELÁZQUEZ et al., 

2003). No ensaio de Killing  avaliado em nosso estudo, as micobactérias não foram 

opsonizadas, e os tempos de leitura foram adaptados para 10, 30 e 90 minutos, tendo sido 

observados relevantes resultados corroborando a premissa de que não há necessidade de 

prévia opsonização para uma eficiente fagocitose de M. tuberculosis. 
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Figura 18. Avaliação da capacidade microbicida dos neutrófilos contra Mycobacterium 
tuberculosis em agar Middlebrook 7H10.  

 
Legenda: A. A figura A. mostra que na incubação de apenas Mycobacterium tuberculosis e Tempol, não houve 
interferência significativa (p > 0,05) do Tempol (450 µM) sobre o crescimento das micobactérias (vide seta, em 
que no quadrante referente à máxima diluição, tratado com Tempol, não houve interferência no crescimento 
micobacteriano); B. Neutrófilos não tratados com Tempol (450 µM) foram eficientes em matar M. tuberculosis 
no meio intracelular (análise do pellet), como indicado pela seta, que mostra que, na máxima diluição realizada, 
não houve crescimento micobacteriano e, na diluição anterior, poucas UFC foram observadas; C. O tratamento 
com Tempol (450 µM) inibiu a atividade microbicida dos neutrófilos contra os M. tuberculosis intracelular (vide 
seta), tendo sido observado um grande número de UFC no quadrante da máxima diluição realizada. 
Fonte: Autor 

 
 
Como observado nas Figs. 17. e 18., C., Tempol inibiu significativamente (p < 0,05) a 

ação microbicida dos neutrófilos frente M. tuberculosis intracellular (pellet), evidenciados 

pelo aumento no número de UFC. Com relação a uma possível ação microbicida do Tempol 

no espaço extracelular sobre as micobacterias, não houve significativa interferência deste 

composto sobre tal ação. 

A Fig. 19. resume o que aconteceu com as micobacterias intracellular e extracellular 

ao longo dos períodos de tempo avaliados para a ação microbicida dos neutrófilos sobre elas, 

bem como a ação do Tempol sobre esta ação microbicida (90 min.), consequentemente 

influenciando o número de UFC.  

C. 
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Figura 19. Comparação da atividade microbicida dos neutrófilos humanos contra Mycobacterium  
tuberculosis (Mtb) nos diferentes tempos avaliados, na presença ou ausência do Tempol.  

 
Segundo o gráfico, o numero de unidades formadoras de colônias (UFCs ou colony-forming unit - CFU) 
das micobactérias extracelulares diminuem ao longo do tempo de icubação com os neutrófilos (de 10 a 
90 min). Nos primeiros 30 min de análise, paradoxalmente, as UFCs de micobactérias intracelulares 
(linha azul) aumentam, isto porque elas estão sendo fagocitadas de modo eficiente pelos neutrófilos, 
mas não mortas. A partir de 30 min ,o Killing  intracelular do M. tuberculosis aumenta, assim as UFCs 
de micobacterias diminui (linha azul). Após 90 min de incubação das micobacterias com neutrófilos 
tratados com Tempol (450 µM), a capacidade microbicida dos fagócitos diminuiu, isto evidenciado pelo 
aumento do número de UFCs de M. tuberculosis (quadrado), ao passo que, tal tratamento, não teve 
influência sobre o número das micobacterias extracelulares (triangulo).   
Fonte: Autor 

 

A Fig. 20. mostra que o Tempol, assim como o inibidor do sistema NOX2, o DPI, um 

conhecido bloqueador do complexo NADPH oxidase (ELLIS et al., 1988), interferiram nas 

taxas de Killing , sem, no entanto, alterar a fagocitose. Esta capacidade do tempol em atuar na 

sinalização intracelular para o Killing  de M. tuberculosis é marcante, de modo que na há 

interferência na fagocitose da micobactéria. Como observado por Francischetti et al. (2014), o 

efeito intracelular do Tempol é destacado, comparado a um possível efeito deste composto no 

espaço extracelular. Estudos tem demonstrado a importância do complexo NADPH oxidase 

na geração de oxidantes e, consequente, habilidade microbicida de fagócitos (OLIVEIRA-

JUNIOR et al., 2011). Embora esta resposta esta resposta total microbicida contra o M. 
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tuberculosis seja contrevérsia e complexa, o radical HO• parece ser um considerável agente 

antimicobacteriano (CATHERINE et al. 2013), não ausência de tempo hábil (tempo maior que 

90 min) para a indução de iNOS e consequente formação de ERNs contra o M. tuberculosis. 

 

 
Figura 20. Taxas de fagocitose (Kp) e Killing (Kk) dos neutrófilos frente ao Mycobacterium  
tuberculosis nos grupos não tratados, tratados com Tempol ou com DPI.  

 
Legenda: Como observado, o Kp não foi alterado pelo Tempol, ou pelo Diphenyleneiodonium chloride 
(DPI) (p > 0,05), por outro lado, o Kk foi significativamente (p < 0,05) diminuído na presença de Tempol 
(450 µM) ou DPI (32 µM).  
Fonte: Autor 

 

A fagocitose de microrganismos opsonizados com IgG por neutrófilos tem sido 

descrita como ocorrendo em um tempo de até 30 s em média. Mas o tempo de maturação dos 

fagossomos e, as efetivas respostas microbicidas, permanecem incertas e variam de acordo 

com o tipo de fagócito, variações individuais e principalmente depende do estimulo 

empregado (NORDENFELT & TAPPER, 2011).  

É aqui ressaltado que, esses resultados, não devem ser interpretados e/ou extrapolados 

para dados in vivo, com relação a um possível efeito de ação inibitória da resposta de 

fagócitos frente ao M. tuberculosis, uma vez que estudos mais avançados devem ser 

realizados. Como revisado por Wilcox, (2010), o Tempol não enfraquece in vivo a resposta 

microbicida contra Pseudomonas aeruginosa, em um modelo experimental de sepse induzida 

por este microrganismo, sugerindo que este composto não altera a capacidade do organismo 

em responder a esta condição clínica.  

Exemplificando outro efeito pró-hospedeiro do Tempol durante a resposta imune 
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contra patógenos, como a patogênicidade da malaria envolve a geração de HO•/HO- seguindo 

o despreendimento de ferro (Fe) dentro das hemácias (Efeitos do Tempol sobre os radicais 

HO•/HO- e sobre o Fe+2 são demonstrados na Fig. 2.), o Tempol inibe o crescimento do 

parasita (avaliado para o Plasmodium berghei) e protege as hemácias dos danos oxidativos 

(WILCOX, 2010). Ampliando este conceito, recentemente Francischetti et al. (2014) 

demonstraram que o Tempol pode proteger o hospedeiro dos danos gerados durante a malaria 

cerebral, induzida pelo Plasmodium berghei, devido ao efeito antioxidante desempenhado 

pelo Tempol.  

Por outro lado, dois efeitos do tempol que podem promover e/ou incrementar o fardo 

da doença infecciosa são destacados (ou seja, efeitos pró-patógenos/doenças infecciosas). Em 

um estudo in vivo, Tempol administrado oralmente por meses a camundungos infectados por 

Leishmania amazonensis foi capaz de favorecer o incremento da carga parasitária, 

prncipalmente por inibir a expressão de iNOS e, consequentemente, de peroxinitrito (ONOO-, 

mecanismo também descrito na Fig. 2.), um importante oxidante com ação anti-Leishmania 

(WILCOX, 2010). Em outro estudo, foi demonstrado que o Tempol pode aumentar a 

susceptibilidade do hospedeiro contra espécies de Campylobacter, devido à alteração das 

concentrações locais do O2, que é letal para microrganismos anaeróbios (revisto em 

WILCOX, 2010). Como é de conhecimento, espécies do gênero Campylobacter não toleram 

ambientes com conteúdos de O2 acima de 15 %, mas na presença de Tempol, elas podem 

tolerar altas concentrações de O2 adicionadas ao meio. Assim, Wilcox, (2010) concluiu que o 

Tempol deve aumentar a patogenicidade de bactérias anaeróbias e de Leishmania 

amazonensis e por outro lado aumentar a resposta microbicida contra P. berghei.  

Além disso, segundo Cuzzocrea et al. (2004), Tempol é um forte regulador de NF-ĸB 

de fagócitos durante processos inflamatórios agudos, portanto, não apenas atenuando a 

inflamação mediada por este multifuncional fator de transcrição, mas também, diminuindo a 

resposta imune em que este pleiotrópico complexo proteico toma parte. Também no que se 

refere à resposta via NF-ĸB, esta proteína acumula-se no núcleo de neutrófilos estimulados 

com PMA ou TNF α, participando de forma efetiva na formação de NETs (STOIBER et al., 

2015). 

 È notório e destacado aqui o pleitropismo do Tempol (considerado um antioxidante 

funcional) e, a complexidades destes diversificados efeitos sobre a resposta do hospedeiro as 

infecções, não apenas por atuar diretamente sobre o sistema imune, mas também sobre o 

balanço redox dos microrganismos e outros processos biológicos essenciais a uma plena 

resposta a patógenos (o que é preponderante na resposta a parasitas, por exemplo). Devido as 
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peculiares características do M. tuberculosis, como o seu comportamento como um parasita 

intracelular facultativo, constituição celular com alto conteúdo lipídico da parede celular, 

porém, com boa permeabilidade para compostos como o Tempol e outros fatores particulares 

a esta micobactéria, a predição in vivo de possíveis efeitos do Tempol sobre o sistema imune 

e, sobre a micobacteria, bem como o desfecho esperado sobre o balanço redox, torna-se 

difícil.  

Adicionalmente aos mecanismos de detoxificação micobacteriano, como já discutido 

aqui, ou de geração de oxidantes e, aos mecanismos regulatórios do hospedeiro (via glutationa 

ou outros mecanismos), destaca-se a possível influência de fatores de transcrição para a 

ativação de sistemas de detoxificação de oxidantes e/ou pró-oxidantes do 

hospedeiro/micobacteria, uma vez que M. tuberculosis coloniza hospedeiros sem TB e a TB 

pode tornar-se uma doença crônica, portando propiciando tempo para indução de fatres de 

transcrição e posterior ativação gênica e tradução de proteínas de interesse. É também aqui 

destacada, a importante resposta microbicida de fagócitos contra M. tuberculosis, através da 

geração de ERNs.  

De acordo com MacMicking et al. (1997), camundongos homozigotos para 

disrupcionados alelos de NOS2 (NOS2[-/-]) infectados com M. tuberculosis tendem a ser 

mais suscptiveis ao desfecho TB, devido a falha em gerar peroxinitrito (ONOO-) e outras 

ERNs, bem como de enzimas com ação anti-micobacteriana que contribuem para um efetivo 

Killing de M. tuberculosis. Como aqui avaliado, o Tempol não apresentou atividade 

antimicobacteriana, durante os 90 minutos de exposição, entretanto, como este composto 

apresenta atividade sobre o O2, e as micobacterias crescem melhor em meios com alta 

concentração de O2 (daí elas buscarem regiões pulmonares onde a pressão parcial de O2 é 

maior), talvez o Tempol possa apresentar um adicional efeito sobre o crescimento do M. 

tuberculosis in vivo. Assim, além de o Tempol ter tido efeito sobre a resposta microbicida dos 

neutrófilos contra o M. tuberculosis em 90 minutos (tempo suficiente para a fagocitose e 

Killing  intracelular desta micobacteria, NORDENFELT & TAPPER, 2011), um longo prazo 

de interação deste composto com M. tuberculosis poderia diminuir o crescimento 

micobacteriano.  

In vivo, a localização dos bacilos que podem ser extracelular, intracelular, em lesões 

caseosas ou na circulação sistêmica, dificulta a busca por fármacos idéias, com características 

físicas-químicas que possam atuar nestes diversificados meios, cujas características 

bioquímicas e físico-químicas são diversificadas, além da própria constituição das 

micobacterias (KONEMAN, 2008). Assim, um fator extra para a atuação do Tempol nos 
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nichos onde os fagócitos combatem as micobaterias também é um importante fator a ser 

considerado, além disso, in vivo deve ser considerado o efeito sistêmico do Tempol que, seria 

de grande utilidade, uma vez que como já discutido aqui, pode reverter o status dos danos 

oxidativos sistêmicos gerados pelas micobaterias, bem como da terapia anti-TB.  

Embora o assunto gere uma grande controvérsia, é notório à necessidade de oxidantes 

para um Killing eficiente de M. tunerculosis por fagócitos. Em um estudo conduzido por Ding 

et al. (1988), fagócitos deficientes para uma formação plena do complexo NADPH oxidase 

(gp91phox-/-) e consequentemente, para a formação de EROs, demonstraram menor capacidade 

de Killing  de M. tuberculosis, assim como fagócitos deficientes para a expressão de iNOS 

(iNOS-/-) e consequente formação de ERNs. Assim sendo, um sinergismo entre a ativação do 

complexo NADPH oxidase e a ativação de iNOS para um efetivo Killing  de M. tuberculosis 

foi proposto. O tempo de incubação aqui praticado (90 min.), inviabiliza a efetiva ação de 

iNOS e geração de ERNs, embora permita um efetivo killing por EROs. 

Como forma de defesa do M. tuberculosis, de acordo com Yuniastuti (2012), diferentes 

sistemas de detoxificação de EROs/ERNs produzido por fagócitos têm sido descritos, como o 

envolvendo KatG (i.e., protege M. tuberculosis do Killing  por H2O2), AhpC (i.e., protege de 

ONOO-), Lipoarabinomanana (i.e., protege de EROs em geral), SodA e SodC (i.e., converte o 

O2
•- gerado pelo sistema NADPH oxidase dos fagócitos em O2 e H2O2, dessa forma, 

previnindo a formação de altos niveis de H2O2 por outras vias ao diminuir o precusor O2
•-, 

Fig. 2), proteínas tipo hemoglobinas (haemoglobin-like proteins, codificadas pelos genes glbN 

e glbO, fazem detoxificação de ERNs), tioredoxinas (i.e., proteínas de 8-14 kDa que ajudam a 

manter outras proteinas do M. tuberculosis no estado reduzido) e micotiol (i.e., as 

micobactérias são desprovidas de GSH e, como substitutos, elas produzem os micotióis 

[MSH], que são pseudo-dissacarídeos que contém um grupo funcional cisteína, ao lado da 

própria característica como uma redutura, MSH apresenta outas funções para manter a 

homeostase redox intracelular em M. tuberculosis, promovendo a defesa contra EROs).  

Como aqui já observado, quanto à geração de possíveis ERNs no intervalo de 60 min 

avaliados para o burst oxidativo, para a indução do burst oxidativo de neutrófilos estimulados 

com M. tuberculosis no intervalo de 90 min, avaliado no ensaio de Killing , talvez uma 

quantidade satisfatória/efetiva de ERNs não sejam produzidas neste período de tempo, sendo 

assim, pode ser mínima a influência de ERNs na ação microbicida contra o M. tuberculosis, 

avaliada em até 90 min de incubação entre neutrófilos e M. tuberculosis.  

As catelicidinas (i. e., LL 37, hCAP 18, CAMP) são uma familia de peptídios com 

atividade antimicrobiana, encontradas nos lisossomos de macrófagos e neutrófilos, com 
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notória ação sobre M. tuberculosis (HAWN et al., 2013). Ainda, corroborando a hipótese de 

uma efetiva ação antimicobacteriana por fagócitos, independente de EROs/ERNs, Flesch & 

Kaufman (1988) demonstraram que, macrófagos ativados por INFγ, matam efetivamente M. 

tuberculosis de uma forma independentes dos oxidantes.  

Os macrófagos, in vivo, tem sua ação antimicobacteriana reforçada por alguns fatores, 

tais como citocinas, INFγ (aumenta a fagocitose das micobactérias), TNFα (aumenta o Killing  

das micobactérias) ou adicionais, tais como o calcitriol e vitamina D (reforça a fagocitose das 

micobacatérias), desta forma, efetivamente eliminando as micobactérias. Os neutrófilos, in 

vitro, parecem também poder fagocitar e matar M. tuberculosis, porém, através de um 

mecanismo mais simples, com menor exigência de outros coadjuvantes e, esta resposta, tem 

sido observada por ser menos eficiente que aquela gerada pelos macrófagos, neste contexto, a 

efetividade quanto à importância do Killing das micobacterias por neutrófilos tem sido 

questionada, indicando que a prevalência da resposta de neutrófilos contra M. tuberculosis 

parece contribuir com os fenômenos inflamatórios da patologia TB e/ou a transição entre 

resposta inata e adquirida (i.e., produzindo críticas citocinas), preferível à defesa do 

hospedeiro (DENIS, 1991; ERUSLANOV et al., 2005). Além disso, é destacada a grande 

mobilidade de neutrófilos, que permite uma rápida abordagem frente aos processos 

infecciosos, como também observado na TB, em que uma rápida migração até os pulmões são 

observadas (ERUSLANOV et al., 2005).  

 A Fígura 21. resume os possíveis mecanismos sinalizados por EROs/ERNs, bem 

como os possíveis oxidantes alvos (de forma direta ou inderatamente) do Tempol. Na Fig. 22., 

em uma sequência da Fig. 21., é demonstrado o efeito do Tempol sobre os oxidantes, afetando 

seus status (por ser uma simples representação esquemática, uma noção quantitativa não é 

apresentada), sendo, a seguir, complementada pela Fig. 23., que mostra as consequências das 

alterações provocadas pelo Tempol no status dos oxidantes intra e/ou extracelulares, 

repercutindo em importantes efeitos biológicos. Como exemplos, o O2
•- pode ativar enzimas 

com ação antimicobacteraiana, bem como o H2O2 (um conhecido modulador da ativação). O 
1O2, O2

•-, H2O2 e HOCl podem auxiliar na formação de ETs. E, alguns oxidantes, podem ter 

ação antimicrobiana direta, como o HO• contra o M. tuberculosis.  
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Figura 21. Representação esquemática dos possíveis mecanismos sinalizadores desempenhados 
por espécies reativas do oxigênio/nitrogênio (EROs/ERNs) durante a resposta microbicida e os 
possíveis alvos do Tempol.   

 
 
Legenda: NAD(P)H nicotinamida adenina dinucleotídeo reduzido; EROs/ERNs: espécies reativas do 
oxigênio/nitrogênio; iNOS: óxido nítrico sintetase induzida; MPO: mieloperoxidase; SOD: superóxido 
dismutase; hROS: espécies altamente reativas do oxigênio (highly reactive oxygen species); O2

•-: ânion 

superóxido; ONOO
-
: peroxinitrito; HOCl: ácido hipocloroso; OCl−: anion hipoclorito; 1O2: oxigênio singlete; 

•NO: óxido nítrico; HO•: radical hidroxila; H2O2: peróxido de hidrogênio. Pela ação da MPO fagocitica, são 
formadas as hROS; Armadilhas extracelulares: NETs: armadilhas extracelular de neutrófilos (Neutrophils 
extracellular traps); METs: armadilhas extracelular de macrófagos/monócitos (Macrophages extracellular 
traps); MCETs: armadilhas extracelular da mastócitos (Mast cells extracellular traps); EETs: armadilhas 
extracelular de eosinófilos (Eosinophils extracellular traps).  
Como mostrado na figura, os oxidantes apresentam um papel diversificado na sinalização celular para 
importantes eventos. Neste contexto, Tempol poderia comprometer tais mecanismos, através da ação 
antioxidante ou inibindo as enzimas iNOS e MPO, responsáveis pela formação de potentes oxidantes, portanto 
reduzindo a resposta microbicida. Além disso, como alguns oxidantes tomam parte na formação de NETs e na 
ativação de enzimas com ação antimicrobiana, Tempol pode apresentar um efeito ainda mais notável sobre a 
resposta de fagócitos a patógenos.  
Observação: Neste esquema de representação esquemática, é apresento uma extremamente simplificada visão 
geral, portanto, as reações químicas/interações não estão balanceadas.  
Fonte: Autor 
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Figura 22. Representação esquemática das espécies reativas do oxigênio/nitrogênio (EROs/ERNs) 
afetadas pelo Tempol durante a sinalização desempenhada por estes oxidantes durante a resposta 
microbicida.  

 
Legenda: NAD(P)H nicotinamida adenina dinucleotídeo reduzido; EROs/ERNs: espécies reativas do 
oxigênio/nitrogênio; iNOS: óxido nítrico sintetase induzida; MPO: mieloperoxidase; SOD: superóxido 
dismutase; hROS: espécies altamente reativas do oxigênio (highly reactive oxygen species); O2

•-: ânion 

superóxido; ONOO
-
: peroxinitrito; HOCl: ácido hipocloroso; OCl−: anion hipoclorito; 1O2: oxigênio singlete; 

•NO: óxido nítrico; HO•: radical hidroxila; H2O2: peróxido de hidrogênio. Pela ação da MPO fagocitica, são 
formadas as hROS; X: representa inibição e/ou diminuição; Armadilhas extracelulares: NETs: armadilhas 
extracelular de neutrófilos (Neutrophils extracellular traps); METs: armadilhas extracelular de 
macrófagos/monócitos (Macrophages extracellular traps); MCETs: armadilhas extracelular da mastócitos (Mast 
cells extracellular traps); EETs: armadilhas extracelular de eosinófilos (Eosinophils extracellular traps).  
Como mostrado na figura, os oxidantes apresentam um papel diversificado na sinalização celular para 
importantes eventos. Neste contexto, Tempol poderia comprometer tais mecanismos, através da ação 
antioxidante ou inibindo as enzimas iNOS e MPO, responsáveis pela formação de potentes oxidantes, portanto 
reduzindo a resposta microbicida. Além disso, como alguns oxidantes tomam parte na formação de ETs e na 
ativação de enzimas com ação antimicrobiana, Tempol pode apresentar um efeito ainda mais notável sobre a 
resposta de fagócitos a patógenos.  
Observação: Neste esquema de representação esquemática, é apresento uma extremamente simplificada visão 
geral, portanto, as reações químicas/interações não estão balanceadas.  
Fonte: Autor 
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Figura 23. Possíveis mecanismos sinalizadores afetados pela ação do Tempol sobre as espécies 
reativas do oxigênio/nitrogênio (EROs/ERNs) em fagócitos durante a resposta microbicida ou em 
outras situações patológicas.  

 
Legenda: NAD(P)H nicotinamida adenina dinucleotídeo reduzido; EROs/ERNs: espécies reativas do 
oxigênio/nitrogênio; iNOS: óxido nítrico sintetase induzida; MPO: mieloperoxidase; SOD: superóxido 
dismutase; hROS: espécies altamente reativas do oxigênio (highly reactive oxygen species); O2

•-: ânion 

superóxido; ONOO
-
: peroxinitrito; HOCl: ácido hipocloroso; OCl−: anion hipoclorito; 1O2: oxigênio singlete; 

•NO: óxido nítrico; HO•: radical hidroxila; H2O2: peróxido de hidrogênio. Pela ação da MPO fagocitica, são 
formadas as hROS; X: representa inibição e/ou diminuição; Armadilhas extracelulares: NETs: armadilhas 
extracelular de neutrófilos (Neutrophils extracellular traps); METs: armadilhas extracelular de 
macrófagos/monócitos (Macrophages extracellular traps); MCETs: armadilhas extracelular da mastócitos (Mast 
cells extracellular traps); EETs: armadilhas extracelular de eosinófilos (Eosinophils extracellular traps). Os 
oxidantes apresentam um papel diversificado na sinalização celular para importantes eventos. Neste contexto, 
Tempol poderia comprometer tais mecanismos, através da ação antioxidante ou inibindo enzimas (iNOS e MPO) 
ou a via de Fenton. Além disso, como alguns oxidantes tomam parte na formação de ETs e na ativação de 
enzimas com ação antimicrobiana, Tempol pode apresentar um efeito ainda mais notável sobre a resposta de 
fagócitos a patógenos. Observação: Neste esquema de representação esquemática, é apresento uma 
extremamente simplificada visão geral, portanto, as reações químicas/interações não estão balanceadas. 
Contrastando com a necessidade de um tempo maior para a ativação de iNOS após a exposição das micobactéias 
frente aos fagócitos (maior que os 90 min. avaliados no ensaio de Killing ), a fagocitose e a degranulação leva 
poucos minutos após o contato entre os neutrófilos e as micobactérias (KAPLAN & RADIC, 2012), assim sendo, 
é destacado a relevância da dgranulação (lactoferrina é um exemplo de enzima com ação antimicrobiana, outros 
exemplos foram providos ao longo do texto), bem como da formação de HO• (um conhecido agente 
antimicobacteriano), uma vez que degranulação e formação de  HO• levam menos de 90 min, compatíveis com o 
período de incubação dos neutrofilos com as micobactérias, avaliados neste estudo. Armadilhas extracelulares 
não matam M. tuberculosis, apenas capturam as micobactérias. Fonte: Autor 
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Atividade citotóxica do Tempol 

 

 Tendo o Tempol apresentado a capacidade de diminuir o burst oxidativo em 

neutrófilos, em um intervalo de até 3 horas, de NETs, em até 4 horas e também tendo 

interferido na resposta  microbicida total destas células, neste estudo, não foi discartado a 

possibilidade de um possível efeito citotóxico deste composto. Entretanto, confome avaliado 

pelo ensaio de redução do MTT, em todos os intervalos de tempos experimentais avaliados 

neste estudo (0 a 4 horas), Tempol a 500 µM não foi tóxico para os neutrófilos humanos (Fig. 

24.). De acordo com Wilcox (2010), Tempol apresenta baixa toxicidade, sendo que, estudos in 

vivo mostraram que doses de 300 mg/kg/dia ou de 87 µM/kg (tem sido também reportado 

como bem tolerado até 0,5 mM) são não tóxicas em ratos ou camundongos. Estes resultados 

demonstram que, embora Tempol possa interferir significativamente no burst oxidativo de 

neutrófilos, em até 3 horas, a viabilidade dos neutrófilos não foi afetada. 

 

 
Figura 24.  Avaliação da viabilidade dos neutrófilos (em %)  

 
Legenda: As médias da percentagem (%) de neutrófilos viáveis foram obtidas de três independentes 
experimentos (n = 3), e mostrou que o tratamento com Tempol (500 µM) não reduziu significativamente 
(p > 0,05) a viabilidade dos neutrófilos após 4 h de incubação, comparados ao grupo controle 
(neutrófilos não tratados com Tempol). 
Fonte: Autor 
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6. CONCLUSÕES  

 

 O Tempol a uma concentração de 450 µM inibiu ex vivo o burst oxidativo e a de 

neutrófilos humanos e, consequentemente, a capacidade microbicida total in vitro destas 

células contra o Mycobacterium tuberculosis. Interessantemente, este antioxidante não foi 

citotóxico para tais células nesta concentração. Provavelmente, a suave interferência do 

Tempol sobre a resposta microbicida de neutrófilos pode ser devido a uma diminuição na 

sinalização via oxidantes da degranulação e/ou ativação de enzimas com ação 

antimicobacteriana, uma vez que, pelo tempo de incubação aqui avaliado durante o ensaio de 

Killing  (até 90 minutos), a ausência de ação antimicobacteriana das armadilhas extracelulares 

e a ausência de tempo hábil para a coordenação temporo-epacial na ativação de iNOS e 

consequente formação de espécies reativas do nitrôgenio, apesar da formação de EROs como 

o HO•, conhecido agente antimicobacteriano, é provável que a ação antimicobateriana seja 

fruto de enzimas com ação antimicrobianas ativadas durante o processo de degranulação 

sinalizadas por oxidantes, como o ânion superóxido (O2
•-) e o peróxido de hidrogênio (H2O2). 

 Este estudo demonstra que antioxidantes podem interferir na resposta imune frente a 

patógenos como o M. tuberculosis. Entretanto, é destacada aqui a importância desta classe de 

compostos durante o tratamento da tuberculose (TB), uma vez que o dano oxidativo oriundo 

da terapi anti-TB pode representar um grave problema para os pacientes, inclusive risco de 

morte. Complementarmente, o excesso de armadilhas extracelulares geradas por fagócitos 

contra o M. tuberculosis também pode impor serias consequências à saúde do paciente 

infectado (trombose, aumento de viscosidade de fluidos e obstrução física pulmonar), assim 

destaca-se também mais uma utilidade clínica dos antioxidantes durante o tratamento da TB. 

Portanto, o uso ou não de uma terapia antioxidante adjuvante no tratamento da TB deve ser 

pesada cautelosamente, visando o completo bem estar do paciente.     

 Os possíveis efeitos in vivo do Tempol, em pacientes infectados pelo M. tuberculosis 

ou com TB ativa, são incertos, uma vez que, tanto efeitos locais (no pulmão) quanto 

sistêmicos, são relevantes, isto devido ao estresse oxidativo local e sistêmico que podem 

ocorrer, devido à ação do M. tuberculosis ou da terapia anti-TB e, também, a extrapolação é 

complexa devido a este status, que pode sofrer uma considerável variação. 

 Atualmente, encontra-se em curso a quantificação e visualização das armadilhas 

extracelulares formadas por neutrófilos tratados ou não com Tempol em resposta ao M. 

tuberculosis. 
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