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RESUMO 

 

 

A identificação de novos alvos para controlar o processo inflamatório é, provavelmente, o 

principal desafio que dificulta o desenvolvimento de novas drogas anti-inflamatórias. Assim, 

a modulação das vias de sinalização intracelulares em fagócitos desponta como uma forma 

interessante de alcançar este objetivo. No entanto, isso pode trazer como consequência a 

diminuição da defesa do hospedeiro contra patógenos. Este estudo teve como objetivo 

examinar se o nitróxido 4-hidroxi-2,2,6,6-tetrametil-1-piperidiniloxi (Tempol) exerce efeito 

sobre produção de oxidantes por neutrófilos inflamatórios através da regulação da atividade 

de proteínas quinases e da proteína dissulfeto isomerase (PDI), uma chaperona cujos sítios 

ativos contêm o motivo Cys-Gly-His-Cys (CXXC) e está envolvida na montagem do 

complexo enzimático NADPH oxidase (Nox2) de fagócitos. Vias bioquímicas diferentes 

foram ativadas para a liberação de espécies reativas de oxigênio por neutrófilos inflamatórios, 

e, paralelamente, a atividade de proteínas quinases foi determinada sob efeito de Tempol nos 

fagócitos. O nitróxido inibiu significativamente o burst oxidativo dos neutrófilos de maneira 

dependente da concentração. Este efeito foi detectado pelo consumo de oxigênio, onde a IC50 

encontrada foi de 45±4 μM. Utilizando-se ensaios de quimioluminescência dependente de 

luminol ou de isoluminol, mostramos que o Tempol provocou um atraso no período de 

resposta latente da ativação de Nox2 dos neutrófilos sob diferentes estímulos. Coerentemente, 

o nitróxido inibiu a atividade de proteínas quinases de neutrófilos estimuladas por diferentes 

vias bioquímicas, como quantificado por ensaios quimioluminescentes e por teste dot blot. 

Nas mesmas condições, Tempol reduziu a atividade fungicida de neutrófilos contra Candida 

albicans. Na presença de Tempol a atividade redutase de PDI foi reversívelmente afetada 

tanto in vitro como em neutrófilos inflamatórios estimulados, cuja IC50 de 35±3,3 μM foi 

calculada através de metodologia de espectrofluorescência. Esta atividade inibitória foi 

confirmada com o método espectrofotométrico de enovelamento de insulina. Foi utilizada 

PDI recombinante para ser estudado o mecanismo de inibição que o Tempol exerce sobre a 

esta tiol óxido-redutase, através de espectrometria de massa.  Na análise da proteína total, 1 e 

4 moléculas de Tempol foram detectadas ligadas à proteína. No entanto, somente uma 

molécula do nitróxido foi encontrada ligada covalentemente à PDI. Mais especificamente, a 

Cys400 foi modificada por Tempol. Em conjunto, os resultados revelam um novo mecanismo 

do Tempol sobre a regulação de enzimas associadas à atividade do complexo Nox2 de 

neutrófilos inflamatórios, os quais apresentam aplicações clínicas potenciais para intervenção 
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terapêutica em processos patológicos. Entretanto, o possível uso do Tempol como agente anti-

inflamatório deve ser cauteloso, uma vez que este nitróxido diminuiu a resposta microbicida 

de neutrófilos. 

 

Palavras-chave: NADPH oxidase. Proteína Quinase. Proteína Dissulfeto Isomerase. Tempol. 
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ABSTRACT  

 

 

The identification of new targets for controlling inflammatory processes is, almost certainly, 

the major challenge that hampers the development of new anti-inflammatory drugs. Thus, the 

modulation of intracellular signaling pathways in phagocytes emerges as an interesting way to 

achieve this goal. However, this strategy can bring the effect of lowering the host defense 

against pathogens. This study aimed to examine whether the nitroxide 4-hydroxy-2,2,6,6-

tetramethyl-1-piperidinyloxy (Tempol) has an effect on production of oxidants by 

inflammatory neutrophils through regulation of protein kinase activity and protein disulfide 

isomerase (PDI), a chaperone whose active sites containing the motif Cys-Gly-His-Cys 

(CXXC) and is involved in the assembly of the NADPH oxidase enzyme complex (Nox2) on 

phagocytes. Different biochemical pathways were activated for the release of reactive oxygen 

species by inflammatory neutrophils, and, in parallel, the protein kinase activities were 

determined under Tempol treatment of phagocytes. The nitroxide significantly inhibited 

oxidative burst of neutrophils in a concentration dependent manner. This effect was detected 

by oxygen consumption, where the IC50 was found to be 45±4 µM. By means of 

chemiluminescence luminol- or isoluminol-dependent assay, we showed that Tempol caused a 

delay in the lag period of neutrophils Nox2 activation under different stimuli. Accordingly, 

the nitroxide inhibited the activity of protein kinases in neutrophils stimulated by various 

biochemical pathways, as quantitated by chemiluminescent assays and dot blot test. Under the 

same conditions, Tempol reduced neutrophil fungicidal activity against Candida albicans. In 

the presence of Tempol, PDI reductase activity was reversibly affected both in vitro and in 

stimulated inflammatory neutrophils, whose IC50 of 35±3.3 µM was calculated by 

fluorescent methodology. This inhibitory activity was confirmed by the spectrophotometric 

insulin method. Recombinant PDI was used for the purpose of studying the mechanism of 

inhibition that Tempol exerts on this thiol oxide reductase enzyme, by mass spectrometry. In 

the analysis of total protein, 1 and 4 molecules of Tempol were detected bound to the protein. 

However, only one molecule of the nitroxide was found covalently linked to PDI. More 

specifically, Cys400 has been changed by Tempol. Together, these results reveal a novel 

mechanism of Tempol on the regulation of enzymes associated with Nox2 complex 

inflammatory activity of neutrophils, which have potential clinical applications for therapeutic 

intervention in pathological processes. However, the promising use of Tempol as an anti-
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inflammatory agent must be taken with caution, since this nitroxide decreased neutrophil 

microbicidal response. 

 

Key-words: NADPH oxidase. Protein Kinase. Protein Dissulfide Isomerase. Tempol. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

A inflamação é um dos principais mecanismos de defesa em mamíferos contra o trauma e 

infecções. É a resposta mais frequente e imediata desempenhada pela imunidade inata e está 

diretamente ligada à patologias infecto-inflamatórias bem como às auto-imunes 

(SOBOLEWSKI et al., 2010). As células efetoras neste processo são principalmente os 

fagócitos, que migram para o foco inflamatório para fagocitar e eliminar agentes estranhos. O 

complexo nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato (NADPH) oxidase encontrado em 

fagócitos (sistema Nox2) é a principal fonte de ânion superóxido (O2
●-

), que conduz à 

subsequente produção de outras espécies reativas de oxigênio (EROs) e de nitrogênio (ERNs) 

(LAMBETH et al., 2008). Contudo, a produção excessiva de oxidantes durante o burst 

oxidativo tem sido implicado em vários eventos vasculares, doenças imunológicas e 

inflamatórias (MITTAL, 2014). Como resultado, vigorosos esforços estão em andamento para 

desenvolverem inibidores específicos e clinicamente úteis do sistema Nox2 (LAMBETH et 

al., 2008).  

A ativação do sistema Nox2 em fagócitos é desencadeada por diversos estímulos que 

promovem a translocação de componentes citosólicos para a membrana do fagossoma 

(HIRAN et al., 1998). O complexo NADPH oxidase é montado na membrana, pelo 

recrutamento de subunidades citosólicas, p47phox, p67phox, p40phox e Rac2, para o 

citocromo b558 ligado à membrana, que por sua vez é formado pelas subunidades p22phox e 

gp91phox. A regulação da atividade do sistema Nox2 é possível principalmente através de 

dois mecanismos: (i) separação das subunidades essenciais para a montagem do complexo 

enzimático em compartimentos sub-celulares distintos durante o estado de repouso e (ii) a 

modulação de interações proteína-proteína entre eles, de forma reversível. Portanto, os 

eventos que afetam as modificações pós-traducionais e alterações conformacionais na 

estrutura das subunidades ou na montagem do complexo NADPH oxidase (Nox2 em 

neutrófilos), tem um papel central no controle do burst oxidativo. 

O sistema Nox2 é ativado por vários agentes que podem estar envolvidos em diferentes 

vias bioquímicas, levando à ativação do burst oxidativo (também conhecido como burst 

respiratório), um evento caracterizado por um aumento rápido e abrupto no consumo de 

oxigênio molecular (O2) pelos fagócitos com subsequente conversão em O2
●-

, com alto 

consumo dos níveis de glicose e mobilização de Ca
2+

 intracelular. Esta resposta fagocítica é 
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dependente de diversas vias bioquímicas (BORREGAARD, 1998; HAMPTON et al., 1998; 

LAMBETH et al., 2008). 

Evidências mostram o envolvimento de proteínas quinases em respostas de sinalização 

fagocíticas (DALLE-DONNE et al., 2007; GOPALAKRISHNA; JAKEN, 2000). Quando o 

burst oxidativo é desencadeado pela ligação de um estímulo ao seu receptor específico, tal 

como tripeptídeos, a informação é transmitida através da maquinaria acoplada à membrana 

citoplasmática, via receptores acoplados à proteína G. Esta resposta leva à ativação de 

efetores que liberam mensageiros intracelulares e iniciam a fosforilação de proteínas 

citosólicas. Dentre elas, a proteína quinase A (PKA), a proteína quinase C (PKC), proteína 

quinase ativada por mitógenos (MAPK) e outras tirosina-quinases que levam à fosforilação de 

várias proteínas, incluindo componentes citosólicos do sistema Nox2. Por outro lado, alguns 

forbóis ativam a Nox2 por ativar diretamente a atividade de PKC (HURST, 1987).  

A proteína dissulfeto isomerase (PDI, 57 kDa) e seus homólogos são membros da 

superfamília de tioredoxinas (oxidorredutase), que são envolvidas no balanço redox e no 

enovelamento adequado de proteínas. Estas proteínas desempenham um papel importante na 

sinalização redox bem como no processamento oxidativo de peptídeos e proteínas ricas em 

cisteína (Cys), provenientes do retículo endoplasmático (RE), caraterizando a sua função 

chaperona, catalisando a quebra, formação e o rearranjo de ligações dissulfeto. Além disso, 

PDI participa da montagem do complexo NADPH oxidase em células fagocíticas (KHAN, 

MUTUS, 2014). 

A função redox da PDI é devido à presença de um domínio/motivo altamente conservado, 

contendo a sequência Cys-Gly-His-Cys (CXXC), presente em seus dois sítios ativos. Quando 

as cisteínas deste resíduo estão no estado oxidado, PDI interage com dois grupos cisteinil-tiol 

de um peptídeo vizinho para formar uma ponte dissulfeto, ao passo que quando CXXC 

carrega dois cisteinil-tiois, PDI cliva as ligações dissulfeto vizinhas. No RE, a PDI atua 

essencialmente como uma oxidase, mas na superfície da célula esta enzima atua como um 

redutase, catalisando as trocas tiol-dissulfeto e gerando, consequentemente, dois tióis livres de 

uma proteína alvo e um motivo CXXC oxidado (KHAN, MUTUS, 2014). 

A proteína dissulfeto isomerase não só atua numa vasta gama de processos fisiológicos, 

como também suas alterações qualitativas e/ou quantitativas estão implicadas em vários 

processos patológicos, tais como as doenças neurodegenerativas, diabetes mellitus, doenças 

cardiovasculares e infecciosas, doenças originadas pelo estresse do RE e o câncer. Assim, em 

alguns casos, PDI pode representar um importante alvo para intervenção terapêutica 

farmacológica (BENHAM, 2012). 
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Tempol é um nitróxido estável, de baixo peso molecular, que permeia membranas 

biológicas e tem a capacidade antioxidante atuando sobre os várias EROs/ERNs formadas em 

sistemas biológicos (TEKE et al., 2008). A atividade do nitróxido envolve a regulação 

negativa de citocinas pró-inflamatórias e a inibição enzimática dos danos oxidativos 

catalisada por mieloperoxidase (CUZZOCREA et al., 2000; FERNANDES et al., 2005; 

KHATTAB, 2006; SOULE et al., 2007; TEKE et al., 2008; THALER et al., 2010; 

TSUHAKO et al., 2010).  

Tempol é um eficaz sequestrante de EROs/ERNs, com excelente atividade mimética da 

enzima superóxido dismutase (SOD). Este nitróxido é capaz de interagir com uma vasta 

variedade de oxidantes, incluindo o O2•- gerado através de complexo de NADPH oxidase 

(diferentes isoformas de Nox) e seus derivados, tais como o radical hidroxila (HO•), peróxido 

de hidrogênio (H2O2) e peroxinitrito (ONOO−). Além disso, este nitróxido atua sobre a 

enzima mieloperoxidase (MPO) e a óxido nítrico sintase (e iNOS). Tempol contém um grupo 

nitróxido e por meio de reações que envolvem a transferência de elétrons, ele pode ser 

reduzido a hidroxilaminas ou oxidado a cátion oxoamônio, com a capacidade de quebrar a 

cadeia de reações redox, apresentando um bom coeficiente de partição em compartimentos 

hidrofílicos e hidrofóbicos (SAMUNI; BARENHOLZ, 2003; SOULE et al., 2007; WILCOX; 

PEARLMAN, 2008). 

Vários efeitos biológicos têm sido atribuídos ao Tempol, incluindo a proteção contra 

radiações, a quimioprevenção e atividade anti-câncer, efeitos positivos sobre a lesão de 

isquemia-reperfusão, a atenuação de doenças inflamatórias, efeitos cardioprotetores, 

diminuição das lesões e disfunções renais mediada pelo estresse oxidativo, efeitos anti-

hipertensivos, melhoria e prevenção de doenças neurodegenerativas (doença de Parkinson), 

prevenção da obesidade, e redução de EROs/ERNs e armadilhas extracelulares dos neutrófilos 

(HOSSEINZADEH et al., 2012; SOULE et al., 2007; WILCOX, PEARLMAN, 2008). 

Nos últimos anos, há uma grande busca a agentes antiinflamatórios potentes que não 

apresentem os efeitos colaterais típicos das drogas atualmente comercializadas. 

Recentemente, o fato de que antiinflamatórios comercializados como fármacos seguros, são 

mostrados como compostos danosos, em alguns casos, letais, levantam a hipótese de que vias 

bioquímicas diferentes devem ser estudadas detalhadamente como possíveis alvos celulares 

para novos compostos. Aliado a isso, o fato de que a longevidade da população está 

aumentando significativamente, o que determina uma incidência mais prolongada de 

patologias com componentes inflamatórios, torna de vital importância a pesquisa de novos 

mecanismos de prevenção e/ou minimização destas alterações do organismo.  
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

Inflamação é conceituada como uma reação dos tecidos vascularizados a um agente 

agressor, caracterizada morfologicamente pela saída de líquidos e células do sangue para o 

interstício tissular. Graças a esse fenômeno, o organismo localiza e elimina células, elementos 

estruturais alterados, microrganismos e outros agentes reconhecidamente estranhos. A 

inflamação é um mecanismo defensivo desenvolvido ao longo de séculos de evolução, o qual 

envolve uma complexa rede de moléculas e células, porém, em muitos casos pode causar 

danos ao organismo. Os problemas ocorrem quando a capacidade de eliminar substâncias 

estranhas ou tecidos lesados fica comprometida, ou podem ocorrer quando os mecanismos de 

regulação fisiológica sofrem alterações. Nesses casos, a inflamação traz malefícios, 

acarretando perda da função do órgão ou tecido (ABBAS; LICHTMAN, 2005; BRASILEIRO 

FILHO, 2004; RUBIN et al. 2006). 

 

 

2.1 O PROCESSO INFLAMATÓRIO 

 

 

Dentre as principais fontes de inflamação incluem infecções microbianas e virais, 

exposição a alérgenos, à radiação e a substâncias químicas tóxicas, doenças auto-imunes e 

crônicas, obesidade, consumo de álcool, uso de tabaco e uma dieta rica em calorias 

(AGGARWAL; VIJAYALEKSHMI; SUNG, 2009; SCHETTER; HEEGAARD; HARRIS, 

2010). 

Durante o processo inflamatório, ocorre elevação do suprimento sanguíneo no local da 

injúria, aumento da permeabilidade vascular, migração de granulócitos, monócitos e linfócitos 

e, simultaneamente, indução da liberação de mediadores químicos, tais como proteínas de 

fase aguda, eicosanóides e citocinas. Com a interrupção da ação do agente inflamatório, a 

liberação de mediadores é cessada, a circulação sanguínea retoma o equilíbrio hemodinâmico 

original e as células do exudato retornam à circulação sanguínea pelos vasos linfáticos 

(OHSHIMA et al., 2005). 

Clinicamente a inflamação divide-se em padrões agudo e crônico, dependendo da 

persistência da lesão, dos sintomas clínicos e da natureza da resposta existente (RUBIN et al., 

2006). 
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Define-se como inflamação aguda o estágio inicial de inflamação (imunidade inata), a 

qual é mediada através da ativação do sistema imune. Este tipo de inflamação ocorre por um 

curto tempo e é normalmente é considerada benéfica para o hospedeiro. Se a inflamação 

permanecer por um período de tempo mais longo, designa-se de inflamação crônica, que pode 

predispor o hospedeiro a várias doenças crônicas (LIN; KARIN, 2007). 

O acúmulo de líquidos e componentes do plasma no tecido afetado, estimulação 

intravascular de plaquetas e a migração de leucócitos polimorfonucleares (PMN – 

principalmente neutrófilos) do espaço intralumial até o tecido extravascular são as 

características mais importantes da inflamação aguda.  

A inflamação crônica é prolongada, com persistência de células inflamatórias e dano 

tecidual frequentemente resultando em reparo aberrante (RUBIN et al., 2006). 

Muitos estudos têm examinado em detalhes as ações individuais e específicas dos 

elementos do sistema imune. Em especial, a resposta aguda do hospedeiro é vista como uma 

coalizão de elementos antimicrobianos, alguns transitórios e outros duradouros, que 

colaboram entre si para a criação de um ambiente fagosômico que promova a destruição da 

maioria dos agentes invasores (BALDRIDGE; GERARD, 2000).  

 

 

2.1.1 Neutrófilos 

 

 

As primeiras células a deixar os vasos, normalmente, são os polimorfonucleares 

(PMN). Os neutrófilos constituem as células mais encontradas no exsudato nas primeiras 24 

horas após o início do processo inflamatório. Os monócitos começam a deixar os vasos 18 a 

24 horas depois de iniciada a exsudação, mas, a partir daí, se acumulam rapidamente, 

passando a constituir as células dominantes após 24 horas do início do processo inflamatório. 

Os neutrófilos têm tempo de vida muito curto após a exsudação (8 horas em média), enquanto 

os macrófagos, derivados dos monócitos, sobrevivem por maior intervalo de tempo. Por esse 

motivo que, nas inflamações agudas, em geral predominam PMN, enquanto que nas crônicas, 

os leucócitos mais numerosos são aqueles derivados de mononucleares, linfócitos e 

plasmócitos (BRASILEIRO FILHO, 2004). 

Os neutrófilos (PMN) medem, em média, 10-20 µm de diâmetro e têm núcleo 

segmentado, com três a cinco lóbulos. No citoplasma, exibem dois tipos principais de 

grânulos (cerca de 600 por célula). Os grânulos azurófilos (também chamados de primários), 
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que representam 10-20% do total, são lisossomos verdadeiros e contêm enzimas como 

mieloperoxidase, catepsina G, elastase, colagenase, muramidase, várias proteínas catiônicas 

microbicidas, defensinas, além de hidrolases existentes nos lisossomos das demais células. O 

segundo tipo são os grânulos específicos (também chamados de secundários), contém 

lisozima, lactoferrina, ativador de plasminogênio, histaminase e fosfatase alcalina (ABBAS; 

LICHTMAN, 2005; BRASILEIRO FILHO, 2004). 

A população mais abundante de células sanguíneas brancas circulantes são os neutrófilos 

e são produzidos na medula óssea onde se originam de uma linhagem comum àquela dos 

fagócitos mononucleares. Um ser humano adulto produz mais de 10
11

 neutrófilos/dia, os quais 

podem migrar para locais de infecção ou lesão poucas horas após a entrada de 

microrganismos ou o contato com o agente agressor. Se os neutrófilos não forem recrutados, 

sofrem morte celular programada e são normalmente fagocitados por macrófagos residentes 

no fígado ou no baço (ABBAS ; LICHTMAN, 2005; BRASILEIRO FILHO, 2004). 

Os monócitos, macrófagos tissulares, células dendríticas e neutrófilos são células 

inflamatórias que possuem a capacidade de reconhecer, internalizar e digerir materiais 

estranhos, como microorganismos ou fragmentos celulares através de um processo conhecido 

como fagocitose (RUBIN et al. 2006) e a sequência de eventos na qual estas células 

fagocitárias reconhecem e eliminam estes agentes estranhos ao organismo é bem conhecida, 

tendo sido reportada pela primeira vez nos finais de 1800 por um cientista russo,  

(METCHNIKOFF, 1883, citado por BABIOR, 2000) constituindo o processo de fagocitose. 

Durante a fagocitose, agentes estranhos ao organismo, após o englobamento pela membrana 

plasmática dos fagócitos, com formação do fagossoma, são internalizados e destruídos pelas 

enzimas lisossomais e pelos mecanismos oxidativos. 

Os mecanismos não oxidativos constituem a fusão de lisossomos aos vacúolos 

fagocíticos com subsequente degranulação de proteínas, e os mecanismos oxidativos se 

caracterizam pela produção de espécies reativas de oxigênio/nitrogênio (ERO/ERN) pelo 

sistema NADPH oxidase (ABBAS; LICHTMAN, 2005; BRASILEIRO FILHO, 2004; 

GROEMPING et al. 2003). 
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2.2 O COMPLEXO NADPH OXIDASE  

 

 

O sistema NADPH oxidase, especificamente a isoforma fagocitária Nox2, é conhecido 

como um dos primeiros complexos enzimáticos envolvidos na ação anti-patogênica de 

neutrófilos e outras células fagocíticas. Esta enzima é reponsável pela produção de 

ERO/ERN, as quais são liberadas no interior do fagossoma (JONES; HANCOCK; MORICE, 

2000).  

Durante o processo inflamatório, a produção de oxidantes (ERO/ERN)  inicia-se quando a 

célula de defesa (neutrófilo) recebe estímulos para o englobamento do corpo estranho, 

originando uma série de alterações metabólicas coordenadas, aproximadamente 30 segundos 

após a estimulação. A ativação do processo de fagocitose estimula no neutrófilo o evento 

conhecido como burst oxidativo ou respiratório, que é caracterizado pelo aumento abrupto do 

consumo de oxigênio, aumento da glicólise anaeróbica, mobilização de cálcio intracelular e 

produção de ERO/ERN (BABIOR, 2004; SEGAL, 2008). A forma reduzida de nicotinamida 

adenina dinucleotídeo fosfato (NADPH) tem grande importância na ativação do burst 

respiratório; isso porque o NADPH é o doador de elétrons para o oxigênio extracelular, 

produzindo o radical ânion superóxido, O2
●-

 (SEGAL et al., 2000). 

 Em neutrófilos não estimulados, o sistema NADPH oxidase (Nox2) está dormente e 

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

secretórios. Esse sistema é rapidamente ativado quando os neutrófilos são expostos a 

estímulos adequados. A ativação do burst oxidativo envolve importantes mudanças de 

localização e atividades de diferentes subunidades deste complexo enzimático (BABIOR, 

2004). 

O complexo enzimático leva os elétrons do NADPH citoplasmático, gerado pela via 

de hexose monofosfato, e os transfere ao oxigênio no vacúolo fagocítico para produzir a 

esécie oxidante, ânion superóxido (O2
●-

)
 
(WIENTJES; SEGAL, 1995). Esse radical é a 

primeira espécie reativa de oxigênio formada, sendo produzido pela redução do oxigênio por 

um único elétron, e dando origem a outras espécies reativas de oxigênio ou nitrogênio, uma 

vez que é capaz de agir como oxidante ou redutor (RIBEIRO et al., 2005). O sistema NADPH 

oxidase é composto por elementos presentes no citosol e componentes ligados à membrana de 

grânulos (gp91
PHOX

, p22
PHOX

 e rap); esses últimos constituem o citocromo b558. A 

codificação do cDNA destas proteínas foi elucidada e os diferentes componentes foram 

clonados e sequenciados e a localização cromossômica foi identificada (DINAUER et al., 
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1987; DINAUER et al., 1990; HARPER; CHAPLIN; LETO et al., 1990;  LOMAX et al., 

1989; ROYER-POKORA et al., 1986; SEGAL, 1985;  PARKOS et al., 1988; TEAHAN et 

al., 1990; TEAHAN et al., 1987;  VOLPP et al., 1989; YAMAGUCHI et al., 1989). 

De acordo com Morel et al. (1991) e Babior (1992) a ativação da NADPH oxidase do 

fagócito catalisa a produção de O2
●-

 a partir de oxigênio molecular e NADPH, de acordo com 

a  reação a seguir:    

 

NADPH + 2O2 → NADP+ + 2 O2
-•
 + H

+ 

Após a identificação dos componentes da oxidase através de estudo em células de 

pacientes com doença granulomatose crônica (DGC) (HAMERS et al., 1984), foi observado 

que as duas subunidades gp91
PHOX

 e p22
PHOX

 são proteínas integrais de membrana, sendo que 

a subunidade gp91
PHOX

 contém os elementos responsáveis pela transferência de elétrons. A 

porção carboxi‐terminal dessa proteína está voltada para o lado citosólico da membrana e 

contém os sítios de ligação para FAD (Flavina Adenina Dinucleotideo) e NADPH. A porção 

amino‐terminal da subunidade forma uma sequência de seis domínios em α ‐ hélice aos quais 

está ancorado um par de grupos heme (LAMBETH, 2007). Os grupos heme estão localizados 

perpendicularmente a ambos os lados da membrana, formando um conduto à passagem dos 

elétrons oriundos do NADPH citosólico em direção ao O2 extracelular ou intra‐fagosômico 

(ISOGAI; IZUKA; SHIRO, 1995). Enquanto isso, a subunidade p22
PHOX

 possui na porção C‐

terminal uma região rica em prolina (RRP) que se liga com o p47
PHOX

 fosforilado, evento 

indispensável à ativação do complexo enzimático (LAMBETH, 2007). O citocromo b558 

desempenha uma função primordialmente regulatória e suas subunidades estão inativas na 

célula em estado de repouso. Após estímulos adequados, tais como ésteres de forbol, 

partículas opsonizadas, lipídios bioativos, peptídeos quimiotáticos (fMLP) ou anticorpos, as 

subunidades citosólicas migram do citosol para a membrana plasmática e se associam às 

subunidades de membrana (citocromo b558) (BABIOR,1999; GROEMPING ; SUMIMOTO; 

MIYANO; TAKEYA, 2005). Quando o complexo enzimático é montado, os dois grupos 

heme localizados na subunidade gp91
PHOX

 transferem elétrons do NADPH citosólico para o 

oxigênio molecular, resultando na geração de ânion superóxido (CROSS, 1999). 

Após a formação do complexo enzimático, reações subsequentes no fagossoma levam 

à produção de uma grande variedade de ERO/ERN, de forma coordenada. A Figura 1 ilustra a 

ativação do complexo Nox2, destacando-se a liberação do O2
-
• no fagossoma. 
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Figura 1- Estrutura e ativação do complexo enzimático NADPH oxidase no fagócito.  

 

 
 

 
Fonte: Ilustração adaptada de: Assari, 2006. 

Nota: Em neutrófilos em repouso, os componentes da NADPH oxidase estão espacialmente 

segregados entre citosol e membrana. Mediante estímulo, o complexo formado pelas unidades 

citosólicas p67
PHOX

, p47
PHOX

, p40
PHOX

 e Rac associa‐se ao citocromo b558, possibilitando a 

transferência de elétrons do NADPH citosólico para o oxigênio molecular, o que resulta na geração 

de O2
•
. 

 

A produção de ERO/ERN por fagócitos é reconhecida como uma resposta de defesa 

contra agentes estranhos ao organismo, e, portanto, essencial para a sobrevivência. A partir do 

O2, que se encontra no estado triplete, pode ser produzido O2
●-

, por ganho de um elétron, ou 

oxigênio singlete (
1
O2), por mudança do número de spin de um dos dois elétrons não pareados 

do O2 através de uma reação endotérmica. Embora o O2
●-

 não seja uma espécie oxidante forte, 

reações subsequentes deste radical levam à produção de ERO mais eficientes como 

microbicidas, por exemplo, o peróxido de hidrogênio (H2O2) e o radical hidroxila (HO
●
). No 

fagossoma, o O2
●-

 sofre dismutação, resultando na produção de peróxido de hidrogênio 

(H2O2), que, além de ser capaz de atravessar membranas e oxidar GSH e metionina, ativa a 

expressão de genes que estão sob o controle do fator de transcrição NF-kB. Além disso, este 

peróxido, através de reação de Fenton, na presença de metais como Fe
2+

 origina o radical 

hidroxila (HO
●
), extremamente reativo, capaz de causar danos em fitas de DNA, inativar 

diferentes enzimas, iniciar a lipoperoxidação de membranas. O O2
●-

 pode, adicionalmente, 

sofrer protonação em meio ácido, originando a forma altamente reativa radical hidroperoxil 

(HO2
●
). A mieloperoxidase (MPO), enzima que é liberada no fagossoma durante a fagocitose, 

catalisa a produção de ácido hipocloroso (HOCl), a partir de H2O2 e Cl
-
. Este ácido, altamente 
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reativo, é capaz de oxidar diferentes biomoléculas, servindo, ainda, de substrato para a 

produção subseqüente de HO
● 

e 
1
O2 (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007; HAMPTON; 

KETLE; WINTERBOURN, 1998) (Figura 2). 

  
Figura 2- Produção de ERO/ERN por fagócitos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: HAMPTON et al (1998). 

Nota: Ressaltam-se os doadores citossólicos de elétrons para o sistema Nox2 que 

produz O2
●-

 no fagossoma. 

 

 

2.2.1 Envolvimento de proteínas quinases na regulação do complexo NADPH oxidase 

 

 

Além de ser ativada por um grande número de partículas solúveis e outros fatores, a 

ativação da NADPH oxidase é acompanhada de três grandes eventos: fosforilação de 

proteínas, ativação de GTPase e translocação dos componentes citosólicos para a membrana 

plasmática (EL-BENNA, DANG, GOUGEROT-POCIDALO, 2008). 

PKA (Protein kinase A), PKC (Protein kinase C), MAPKs (Mitogen Activated Protein 

Kinase) e outras tirosina quinases são ativadas durante a ativação dos fagócitos e fosforilam 

várias proteínas com importantes funções celulares, incluindo os componentes citosólicos da 

NADPH oxidade. Em neutrófilos humanos, várias proteínas quinases têm sido implicadas na 

regulação da atividade da NADPH oxidase, entre as quais a família PKC parece desempenhar 

um importante papel sobre a ativação por fMLP ou PMA (Phorbol 12-myristate 13-acetate), 
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embora outras quinases como ERK1/2, p38MAPK e PAK também possam participar (DANG 

et al., 2001; DANG et al., 2003; EL-BENNA et al., 2005; EL-BENNA, DANG, 

GOUGEROT-POCIDALO, 2008). 

A produção de EROs é iniciada pela fosforilação da p47phox e a subsequente 

translocação das subunidades citosólicas. Acredita-se que a p47phox seja responsável pelo 

transporte do complexo citosólico para a membrana durante a ativação da enzima e por isso é 

considerada um organizador do complexo ativado da NADPH oxidase. A p67 phox também é 

fosforilada, embora em menor grau e p40phox é fracamente fosforilada. Enquanto todo esse 

complexo citoplasmático migra para se ligar ao complexo de membrana (flavocitocromo 

b558), Rac1/2 se dissocia do seu inibidor, migra independentemente e interage com p67phox 

e o flavocitocromo b558, resultando na ativação do complexo e na produção de EROs. 

p67phox é capaz de regular a atividade catalítica da enzima através de uma sequência 

chamada domínio de ativação. Acredita-se que este sítio presente em p67phox seja capaz de 

iniciar a transferência de elétrons de NADPH para FAD (DANG, CROSS, BABIOR, 2001; 

EL-BENNA, RUEDI, BABIOR, 1994; EL-BENNA et al., 2005; EL-BENNA, DANG, 

GOUGEROT-POCIDALO, 2008; NISIMOTO et al., 1999; GROEMPING, RITTINGER, 

2005). 

 

 

2.2.2 Ativação do complexo NADPH oxidase 

 

 

Uma grande variedade de agentes, tanto substâncias solúveis quanto particuladas, é 

capaz de estimular, seletivamente ou em conjunto, o sistema Nox2 em fagócitos. Entre as 

solúveis incluem-se os peptídeos quimiotáticos, como o formil-metionil-leucil-fenilalanina 

(fMLP), a concanavalina A, os leucotrienos, as citocininas, os ionóforos de cálcio, o fluoreto 

de sódio e os ésteres de forbol, como o forbol 12-miristato 13-acetato (PMA). Bactérias e 

leveduras opsonizadas que atuam pela via alternativa do complemento, complexos imunes 

formados pela interação antígeno/anticorpo que atuam pela via clássica do complemento e 

estreptolisina O são substratos particulados capazes de ativar fagócitos (JESIATIS et al., 

1991). 

Vias bioquímicas diferentes são ativadas na produção de O2
●-

 por fagócitos, 

dependendo da natureza das células e do ativador utilizado (BRIGAGÃO; COLEPICOLO, 

1996; BRIGAGÃO; BARROSO; COLEPICOLO, 2000; JESIATIS et al., 1991). PMA e 
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alguns de seus análogos são promotores tumorais descritos como capazes de disparar o burst 

respiratório em células fagocitárias através da ativação direta da proteína quinase C (PKC), o 

que independe de receptores de membranas. Estes forbóis são agonistas que se ligam 

diretamente ao domínio de ligação de diacilglicerol (DAG) da PKC, ativando-a por mudança 

conformacional e aumento da afinidade por íon cálcio, em algumas isoformas. Esta ativação 

determina que a mesma fosforile resíduos de serina e treonina em uma vasta gama de 

substratos protéicos (DYKE, 1991). Foi mostrado que a proteína p47
PHOX 

é, in vitro, substrato 

para PKC, e que a fosforilação nos seus diferentes resíduos de serina inicia a ativação do 

complexo Nox2 (BABIOR, 2000; SEGAL, 2008). 

A ativação do complexo NADPH oxidase de neutrófilos por agonistas bem 

conhecidos, tais como PMA e fMLP (Figura 3), incluem a fosforilação de várias proteínas que 

conduzem à montagem deste complexo (RAAD, 2009). Assim, as proteínas quinases e 

fosfatases desempenham um papel central na ativação e manutenção do sistema Nox2 

(JIANG, 2011). Em particular, PKC e tirosina-quinases participam da fosforilação da 

subunidade p47phox citosólica, que tem um papel importante na ativação de Nox2, uma vez 

que esta modificação induz uma alteração conformacional que permite a interação de 

p47phox com o flavocitocromo b558 e a subunidade p67phox (SEGAL, 2008). 

 

Figura 3: Vias de sinalização celular que levam à liberação de ânion 

superóxido por neutrófilos ativados por diferentes agentes, forbol-12-miristato-

13-acetato (PMA), formil-metionil-leucil-fenilalanina (fMLP) e zimozan 

opsonizado (ZIops). 

 

 
Fonte: Adaptado de Caldefie-Chézet et. al., 2004. 
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2.2.3 Produção de ERO/ERN e controle metabólico do estresse oxidativo 

 

 

As células geram energia principalmente através da redução do oxigênio molecular em 

água. Durante esse processo, pequenas quantidades de formas de oxigênio reativas 

parcialmente reduzidas são produzidas como um subproduto inevitável da respiração 

mitocondrial (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006; COTRAN; KUMAR; COLLINS, 

2006;). Como a oxidação é parte fundamental da vida aeróbica e do metabolismo, 

essencialmente todas as células aeróbias produzem, naturalmente, ou por alguma disfunção 

biológica, quantidades significantes de ERO/ERN, sendo essa uma condição fisiológica 

associada a esse tipo de vida (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006; GRISHAM, 2004).  

Entre os danos mais graves ocasionados por ERO/ERN, estão aqueles causados ao 

DNA, envolvendo clivagem da ligação fosfodiéster, alteração de ribose e oxidação de bases. 

O maior gerador de ERO, a mitocôndria, é alvo de oxidação com consequências deletérias, 

tais como danos oxidativos no DNA da mitocôndria (CIRCU et al., 2009; RACHEK et al., 

2009). O acúmulo de lesões no DNA tem consequências relacionadas à mutagênese e 

carcinogênese. Uma enzima que tenha seus aminoácidos alterados pode perder ou sofrer 

alteração de sua atividade catalítica. Ocorrendo na membrana celular, a oxidação de lipídios 

interfere no transporte ativo e passivo normal através da membrana, ou ocasiona a ruptura 

dessa, levando à morte celular. A oxidação de lipídios no sangue agride as paredes das artérias 

e veias, facilitando o acúmulo desses lipídios, com conseqüente aterosclerose, podendo causar 

trombose, infarto ou acidente vascular cerebral (MOREL et al. 2001; NIE et al. 2001; 

RIBEIRO et al. 2005; SIES, 1999). 

A produção dessas espécies oxidantes pode ser observada em vias metabólicas como a 

da cadeia respiratória mitocondrial, via do catabolismo de purinas para a formação de ácido 

úrico, do sistema NADPH citocromo p-450 redutase microssomal, da síntese de 

prostaglandinas e isoprostanos, e de especial interesse nessa revisão, no sistema NADPH 

oxidase, também conhecido como Nox2 (BLANCK et al., 1991; GORSKY; KOOP; COON, 

1984;  ZHUKOV; ARCHAKOV, 1982; ZHUKOV; INGELMAN-SUNDBERG, 1999; 

RIBEIRO et al. 2005). 

O organismo apresenta uma série de mecanismos endógenos e exógenos capazes de 

manter a concentração de ERO/ERN dentro de limites fisiológicos, os quais, quando 

ultrapassados seja por uma disfunção biológica ou por atuação de agentes externos, geram 

uma condição celular oxidativa associada a diversas patologias como, doenças inflamatórias, 
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vasculares, neurodegenerativas, de origem auto-imune, câncer e acidentes que envolvam 

isquemia e reperfusão (BIANCHI; ANTUNES, 1999; COTRAN; KUMAR; COLLINS, 2006; 

FERREIRA; MATSUBARA, 1997; KOJDA; HARRISON, 1999; RIBEIRO et al., 2005). 

Um dos mecanismos endógenos de controle da concentração de ERO/ERN é a ação de 

enzimas envolvidas na proteção antioxidante primária do organismo humano. Entre elas, cita-

se a superóxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (Se-Gpx), glutationa redutase (Gr), 

glutationa S-transferases (GST), catalase, tiorredoxina redutase (Txr) e as enzimas que 

catalisam reações geradoras de equivalentes redutores nos compartimentos citosólico e 

mitocondrial: glicose 6-fosfato desidrogenase, 6-fosfogluconolactona e transidrogenases. 

Através destas enzimas e da ação de antioxidantes não enzimáticos, o organismo mantém a 

concentração de oxidantes dentro dos limites fisiológicos (RIBEIRO et al., 2005). 

 

 

2.3. PROTEÍNA DISSULFETO ISOMERASE 

 

 

A proteína dissulfeto isomerase (PDI, E.C. 5.3.4.1) é membro da grande classe 

proteica das tiol/dissulfeto oxidoredutases (tioredoxinas) encontradas no lúmen do retículo 

endoplasmático (RE) em células eucarióticas. Foi descrita pela primeira vez há mais de 40 

anos como uma proteína de 58 kDa (PDI58) (GOLDBERGER; EPSTEIN; ANFINSEN, 

1963), sendo hoje identificadas várias isoformas, tanto em células de mamíferos (ERp57, 

ERp72, ERp44, PDIR, P5, ERdj5 e PDIp) quanto em fungos e plantas (Eps1, Eug1, Mpd 1, 

Mpd2) e bactérias (DsbA e DsbC/G) (WILKINSON; GILBERT, 2004).  

A PDI é organizada em cinco domínios (a, b, b´, a’, e c) (Figura 4) (DARBY; 

KEMMINK; CREIGHTON, 1996). O domínio a e a’ da PDI são homólogos às tioredoxinas e 

cada um contém um sítio ativo independente. Cada sítio ativo contém duas cisteínas na 

sequência WCGHCK que media a atividade da PDI (EDMAN et al. 1985). Os domínios 

inativos (b e b’) não são similares em sequência para as tioredoxinas. Os limites dos domínios 

são bem definidos pelo mapeamento e expressão proteolítica (DARBY; KEMMINK; 

CREIGHTON, 1996), e a eliminação e rearranjo de vários mutantes foram feitos (DARBY; 

PENKA; VINCENTELLI, 1998; XIAO et al., 2001). São disponíveis estruturas obtidas por 

ressonância (RMN) para os domínios a e b (KEMMINK et al., 1996;  KEMMINK et al., 

1997). O domínio a adota o esperado enovelamento característico de tioredoxina. Apesar da 
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falta de similaridade de sequência significativa, b também adota um enovelamento da 

tioredoxina (KEMMINK et al., 1997). 

 

Figura. 4. Organização dos domínios da PDI.    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: KLAPPA et al., 1998. 

 

 

Apesar da ausência de dados sobre a estrutura completa da PDI, evidências obtidas por 

velocidade de sedimentação e medidas de equilíbrio sugerem que esta proteína é um 

monômero alongado (WILKINSON; GILBERT, 2004) que apresenta duas atividades 

enzimáticas inter-relacionadas: (i) atividade de chaperona molecular, que assiste ao 

enovelamento de cadeias polipeptídicas nascentes e (ii) atividade de óxidoredutase, quando 

exerce catálise na formação, redução e isomerização de pontes dissulfeto intra- e/ou inter-

moleculares.  

O primeiro tipo de atividade catalítica, ilustrado na Figura 5, é essencial para evitar o 

enovelamento proteico incorreto, sendo que danos e erro de enovelamento às estruturas 

proteicas estão relacionados com patologias como doença de Alzheimer, enfisema pulmonar e 

infecções por príons (DOBSON, 2001). Recentemente foram descritas alterações no 

enovelamento proteico assistido por PDI no RE de células hepáticas associado ao diabetes 

insulino-dependente, onde as isoformas PDI58 e ERp57 mostraram-se com atividades 

catalíticas alteradas, fato diretamente ligado ao estado de óxido-redução de grupamentos tióis 

proteicos microssomais (KERSTEEN; RAINES, 2003).   
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Figura 5. Esquema ilustrativo da atividade da PDI como chaperona molecular.  

 

 

Fonte: www.bch.msu.edu/faculty 

Nota: A cadeia polipeptídica nascente (esquerda) se re-enovela, atingindo a conformação correta (direita), 

através do reposicionamento de pontes dissulfeto intra-moleculares. 

 

 

A atividade catalítica como oxidoredutase da PDI é atribuída ao domínio CXXC, 

característico das enzimas da família das ditiol/dissulfeto oxidoredutases. Durante a 

transferência de equivalentes oxidantes ou redutores para os substratos, o domínio CXXC 

posicionado em ambos os sítios ativos, passa pelo ciclo entre as formas reduzidas (ditiol) e 

oxidada (dissulfeto), onde a cisteína nucleofílica próxima à extremidade N-terminal da 

proteína inicia o ciclo catalítico da enzima (WALKER; LYLES; GILBERT, 1996). A 

atividade catalítica ocorre tanto na formação ou quebra quanto na isomerização de pontes 

dissulfeto em diferentes substratos, como mostrado na Figura 6. No primeiro caso, a PDI 

sofre uma mudança em seu estado de óxido-redução, enquanto que, no segundo evento 

enzimático, que requer a enzima com cisteínas em estado reduzido, não resulta em nenhuma 

oxidação na estrutura da PDI. 
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Figura 6. Atividade catalítica na formação e rompimento e na 

isomerização de pontes dissulfeto intra-moleculares catalisadas 

por PDI. 

 

 

 

 

 

Formação e rompimento de ponte dissulfeto 

 

 

 

 

 

 

Isomerização de pontes dissulfetos 

 

Fonte: Wilkinson; Gilbert, 2004. 

 

 

A seqüência CXXC do sítio ativo, onde duas cisteínas catalizam a troca de uma 

ligação dissulfeto com os substratos ou dentro deles, é essencial para a função preliminar das 

PDI em promover o dobramento oxidativo da proteína no RE. Esse papel foi estendido em 

anos recentes para incluir papéis em outros processos tais como a degradação associada ao RE 

(ERAD), intercâmbio, homeostase do cálcio, apresentação do antígeno e a entrada de vírus 

em células eucarióticas. Algumas destas funções são executadas pelos membros catalíticos da 

família que carecem do sítio ativo das cisteínas.  

Estresse de RE causa liberação de PDI, que pode dirigir-se à membrana plasmática, 

com consequentes alterações significativas em diferentes funções celulares. Este fato é 

claramente mostrado em células tratadas com tunicamicina (mistura de antibióticos 

homólogos extraídos de Streptomyces sp., MM 844,95 g/mol), composto capaz de determinar 

estresse de RE através do bloqueio de glicosilação protéica (FUJITA et al., 2002) ou com 

tapsigargina, (ácido octanóico derivado de azuleno 4,5 β-furano, MM 650,75 g/mol) uma 

lactona sesquiterpênica que atua como potente liberador de cálcio intracelular de forma 

independente de inositol-3-fosfato, estressando o RE (OHUCHI et al., 1988). 
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2.3.1. Propriedades catalíticas da PDI e correlação com estados fisiológicos 

 

 

Entre os muitos membros da superfamília tiorredoxina, as diferentes isoformas de PDI 

são as únicas que catalizam reações de isomerização, ou seja, reorganizam o posicionamento 

de pontes dissulfeto através de repetidos ciclos de oxidação e redução (ELLGAARD; 

RUDDOCK, 2005; FERRARI ; SOLLING, 1999; NOIVA, 1999; WILKINSON; GILBERT, 

2004) (Figura 6). A função clássica da PDI é promover o enovelamento proteico no RE 

(GRUBER et al.,  2006). Esta função é assegurada pelo contínuo fornecimento de 

equivalentes oxidantes realizado pela Ero1 (Endoplasmic reticulum oxidase ‐ 1), uma oxidase 

residente do RE (APPENZELLER‐HERZOG et al., 2008). Esta, por sua vez, é mantida na 

forma oxidada pela ação da glutationa oxidada (GSSG) oriunda do citossol (MOLTENI et al., 

2004). De fato, a ação da PDI é consideravelmente influenciada pelo potencial redutor do 

meio, ou seja, pela razão entre as concentrações de glutationa reduzida/oxidada (GSH)/GSSG. 

No RE, dadas as condições relativamente oxidantes (razão GSH:GSSG~2-3:1), a PDI atua 

principalmente como uma oxidase, enquanto fora dele atua principalmente como uma 

redutase (razão GSH:GSSG>30-100:1) (WILKINSON; GILBERT, 2004). A PDI também 

possui atividade chaperona, auxiliando o enovelamento de proteínas destituídas de pontes 

dissulfeto (MOLTENI et al. 2004). Esta atividade está bem caracterizada como sendo 

independente dos tióis reativos da proteína (QUAN; FAN; WANG, 1995). 

Há anos se conhece a ligação entre proteínas de RE e ativação fagocitária. Uma 

chaperona (ERp72) foi diretamente relacionada ao efeito de “priming” de neutrófilos 

(WEISBART, 1992). Além disso, sabe-se que um terço das proteínas celulares possuem 

pontes dissulfeto e, portanto, a degranulação neutrofílica correta é totalmente dependente do 

correto enovelamento proteico.  Estresse de RE em neutrófilos está diretamente 

correlacionado a erros metabólicos, como disfunção de estoque de glicogênio tipo Ib (KIM et 

al., 2008). 

 A atividade chaperona de PDI foi recentemente mostrada como essencial à entrada 

rápida de 
•
NO (oxido nítrico) em plaquetas, o que liga diretamente a atividade desta enzima 

ao evento de agregação plaquetária (SUSANNAH et al., 2007). No citado trabalho, 

bacitracina, óxido de fenilarsina (PAO) e anticorpo anti-PDI RL90, compostos inibidores de 

PDI, foram mostrados como capazes de inibir o acúmulo plaquetário de cGMP em resposta a 

vários doadores de 
•
NO, alterando sinalização bioquímica mediada por mecanismo radicalar .  
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 Relatos consistentes na literatura mostram uma das isoformas vasculares de NADPH 

oxidase, Nox1, diretamente relacionada à expressão e atividade de PDI. Células vasculares de 

músculos lisos de coelho transfectadas com cDNA para superexpressão de PDI produziram 

mais que o dobro do nível basal de ERO através de catálise de Nox1. Ainda, a expressão de 

componentes de outra isoforma vascular, Nox4, foi aumentada paralelamente à 

superexpressão induzida de PDI (FERNANDES et al., 2009). 

 

 

2.4 NITRÓXIDOS CÍCLICOS 

 

 

Os nitróxidos são quimicamente conhecidos como aminoxils ou nitroxils, que podem 

ser definidos como radicais livres sintéticos e estáveis, capazes de proteger células, tecidos e 

órgãos animais contra danos oxidativos (GOLDSTEIN et al., 2008). 

Os representantes desse grupo possuem em sua estrutura um anel com cinco 

(pirrolidina, pirrolina ou oxazolidina) ou seis átomos (piperidina), sendo que um desses é de 

nitrogênio e os demais de carbono (Figura 7) (SOULE et al., 2007). Ao nitrogênio liga-se um 

átomo de oxigênio o qual possui elétron livre, fornecendo natureza radicalar a tais compostos. 

Ligados ao anel existem grupamentos metil, os quais conferem estabilidade ao prevenir a 

dismutação radical-radical e limitar o acesso de substâncias reativas que poderiam quelatar as 

espécies radicalares O tamanho, as cargas e a lipofilicidade variam de acordo com os demais 

grupos substituintes que podem estar presentes no anel (GOLDSTEIN et al., 2003; ISRAELI 

et al., 2005; SAMUNI ; BARENHOLZ, 2003;  SOULE et al., 2007). 
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Figura 7. Estrutura química dos nitróxidos cíclicos.  

                                           (1)                                            (2) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte:  HAHN et al (1994); SOULE et al (2007). 

Nota: O composto (1) pertence ao grupo dos nitróxidos piperidina, cujo  

anel possui seis membros. Já (2) integra o grupo de nitróxidos pirrolidina,  

pirrolina ou oxazolidina, cujo anel é formado por cinco membros. Ressalta-se  

a existência de diferentes grupos substituintes (R), os quais podem conferir  

propriedades distintas a esses compostos. 

 

 

Os diferentes tipos de anéis e substituintes produzem diferentes nitróxidos com 

propriedades físico-químicas distintas (KROLL; LANGNER; BORCHERT, 1999). Por 

apresentarem estabilidade química e propriedades paramagnéticas permanentes, os nitróxidos 

são empregados como sondas em estudos envolvendo Ressonância Paraeletromagnética 

Eletrônica (EPR) e são usados como agentes de contraste para imagem de ressonância 

magnética (MRI) (SOULE et al., 2007).  

O tempol (4-hidroxi-2,2,6,6-tetrametil-1-piperidiniloxi) e outros radicais nitróxidos estáveis 

são conhecidos há muito tempo por proteger animais de laboratório de injúrias associadas 

com uma variedade de condições de estresse oxidativo. Estes anti-oxidantes podem reagir 

com diversos oxidantes e redutores biológicos e serem reciclados através do cátion oxamônio 

(TPNO+) e derivado hidroxilamina (TPNOH) (Fig. 1). Os efeitos protetores dos nitróxidos 

têm sido atribuídos a sua atividade dismutásica mimética ao reagir com ânion radical 

superóxido. Outros mecanismos antioxidantes investigados incluem inibição de reações de 

formação de radicais mediadas por metais (Fenton), terminação de reações radicalares em 

cadeia e recebimento de elétrons da cadeia mitocondrial de transporte de elétrons (SOULE et 

al., 2007). 
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Figura 8. O processo redox de metabolização de nitróxidos.  

 

 

 

 
Fonte: ISRAELI et al (2005). 
Nota: Os nitróxidos passam por uma sequência de reações bioquímicas, formando hidroxilamina 

ou cátion oxoamônio. 

 

O cátion oxoamônio é altamente oxidante e é responsável pelas atividades pró-

oxidantes dos nitróxidos e seus efeitos colaterais (ISRAELI et al. 2005). Por outro lado, a 

hidroxilamina pode doar um átomo de hidrogênio funcionando como defesa antioxidante 

(SOULE et al., 2007). 

 

 

2.4.1 Propriedades antioxidantes e antiinflamatórias dos nitróxidos  

 

 

Durante os últimos anos, e com base nas propriedades descritas anteriormente, os 

nitróxidos têm sido amplamente investigados por sua capacidade antioxidante, mostrando-se 

capazes de defender células, tecidos, órgãos e animais de laboratório de danos induzidos por 

oxidantes.  Assim, diversos estudos os apontam como candidatos eficientes a atuar contra os 
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danos tissulares causados pelas ações deletérias de células inflamatórias, cuja produção de 

ERO/ERN fuja ao controle da homeostase orgânica (HAHN; MITCHELL; SHACTER, 1997; 

ISRAELI et al. 2005; LAIGNIER et al. 2008; SOULE et al. 2007; TIMONER et al. 2008). 

Aronovitch e colaboradores (2007) estudaram a natureza dual dos nitróxidos como pró- e 

antioxidantes, tendo levantado como uma das questões centrais de seu trabalho os possíveis 

efeitos derivados da capacidade oxidante dos cátions oxoamônio. Esses, na presença de 

nitróxidos, poderiam desencadear várias reações seletivas de oxidação de álcoois primários, 

açúcares, e outras biomoléculas, sendo então considerados os responsáveis pelos potenciais 

efeitos adversos da classe (DRAGUTAN ; MEHLHORN, 2007). Contudo, esses resultados 

apontaram que tais reações tenderiam a ocorrer em tecidos pobres em agentes redutores.  

Diversos mecanismos têm sido propostos para explicar como os nitróxidos são capazes 

de atenuar danos oxidativos, o que os difere consideravelmente dos antioxidantes 

monofuncionais, que desempenham a sua atividade através de uma única maneira de atuação. 

Ao contrário desses, os nitróxidos apresentam as habilidades que devem estar presentes em 

antioxidantes realmente efetivos, pois, podem atuar tanto em compartimentos hidrofílicos 

como lipofílicos; detoxificam uma ampla gama de espécies reativas oxidantes, impedindo o 

início e a propagação da cadeia oxidativa, além de atuarem de modo que o nitróxido utilizado 

nessa função possa ser, ao menos parcialmente, reciclado à sua estrutura original. 

Especificando, os meios pelos quais essa classe atua incluem (i) a dismutação de ânion 

superóxido, através de uma atividade mimética à da SOD, (ii) aumento da atividade 

semelhante à da catalase e de outras heme-proteínas, (iii) a detoxificação de espécies reativas 

formadas por xenobióticos, (iv) a capacidade de interagir com radicais inativando-os e (v) a 

modulação da sinalização redox da célula (LAIGNIER et al., 2008; KRISHNA et al,. 1994; 

SAMUNI et al., 2002; TIMONER et al., 2008; ZHANG et al., 1999). 

Uma das primeiras propriedades de interesse foi a capacidade de mimetizar as enzimas 

SOD, atividade observada inicialmente nos nitróxidos oxazolidina, e confirmada em outras 

classes. O mecanismo dessa atividade mimética é compreendido atualmente como fruto da 

atuação do par redox cátion oxoamônio/nitróxido, o qual forma um ciclo que tende a 

regenerar o nitróxido. Sendo assim, a forma radicalar é oxidada através da doação de um 

elétron do ânion superóxido, originando um cátion oxoamônio, o qual sofre redução através 

da doação de um elétron de outro ânion superóxido, restaurando o nitróxido e originando 

oxigênio molecular. Ou seja, de maneira similar à da SOD, os nitróxidos atuam como 
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catalisadores, e não são consumidos durante o processo de dismutação (SAMUNI et al., 2002; 

SOULE et al., 2007). 

Apesar de o mecanismo permanecer obscuro, os nitróxidos são capazes de proteger a 

células de danos que possam ser induzidos pela presença do peróxido de hidrogênio 

(SAMUNI et al., 2001). Krishna e colaboradores (1994) demonstraram no ano de 1996 que 

eles aumentam o comportamento semelhante ao da catalase apresentado por algumas heme-

proteínas. Adicionalmente, a interação entre nitróxidos e metais de transição se mostra 

importante, uma vez que eles são capazes de oxidar os metais que se encontram na forma 

reduzida, tais como Fe
2+ 

e Cu
+
, tornando-os indisponíveis para a reação de Fenton, e evitando 

a produção de espécies muito oxidantes como o HO
●
. Nessa ação, ao contrário da apresentada 

na detoxificação de ferril derivados de heme-proteínas, eles atuam como oxidantes fracos, 

sendo convertidos à forma de hidroxilaminas (ARONOVITCH et al., 2007; SOULE et al., 

2007). 

Os nitróxidos também atuam como “scavengers” de radicais, realizando reações rápidas 

que produzem espécies não tóxicas e evitando os efeitos deletérios desses no organismo, 

podendo encerrar reações em cadeia, como a peroxidação lípidica (GLEBSKA et al., 2003). 

As interações entre nitróxidos e radicais, em muitos casos, ainda necessitam ser elucidadas. 

Um exemplo está na complexidade das interações entre esses compostos e as espécies 

derivadas do nitrogênio. O óxido nítrico 
●
NO e peroxinitrito (ONOO

-
) não reagem 

diretamente com os nitróxidos simples em pH neutro, mas eles podem ser oxidados por 
●
NO2 

formado durante a auto-oxidação do 
●
NO ou da decomposição do ONOO

-
. No entanto, 

reagem diretamente com nitróxidos nitronil, formando imino nitróxidos e 
●
NO2 

(GOLDSTEIN; SAMUNI; MERENYI, 2003). 

A possibilidade de que os nitróxidos atuem diminuindo os danos causados por oxidantes 

produzidos por células efetoras da imunidade os coloca como possíveis antiinflamatórios. Em 

um trabalho de 1997, Hahn e colaboradores, propunham que os nitróxidos podiam atuar sobre 

as condições inflamatórias, exercendo uma ação protetora em células de plasmacitoma, 

RIMPC 2394, impedindo danos ao DNA causados pelas espécies reativas produzidas por 

neutrófilos estimulados com forbol.  

Fernandes e colaboradores demonstraram em 2005 que a inibição da nitração de 

proteínas, a qual ocorre por mecanismos radicalares, pode ser responsável pela proteção que o 

Tempol (4-hidroxi-2,2,6,6-tetrametilpiperidina-1-oxil) fornece a tecidos e células em modelos 

de inflamação. Logo, uma hipótese que desperta atenção de nosso grupo de pesquisa, é a de 
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que nitróxidos possam atuar como “scavangers” de radicais tiila (RS
•
), especialmente 

glutationila, impedindo modificações pós-traducionais de diferentes proteínas. O fato, a 

princípio, reduziria a atividade da quinases, diminuindo a permanência do estado de 

fosforilação das proteínas responsáveis pela sustentação da atividade do complexo Nox2 de 

fagócitos, levando a uma redução da produção de oxidantes formadas durante o processo 

inflamatório.  

Quando administrados de forma sistêmica, os nitróxidos, em muitos casos, desencadeiam 

respostas acompanhadas de alterações da hemodinâmica, as quais envolvem o 

desenvolvimento de hipotensão e a inibição da agregação plaquetária. Contudo, existem 

nitróxidos que não causam essas manifestações, sendo ainda benéficas as atividades 

antioxidantes, antiinflamatórias e radioprotetoras apresentadas por esses (RAIKOV; 

RAIKOVA; ATANASOV, 2001). 

A capacidade antioxidante de nitróxidos já se mostrou eficiente em auxiliar na 

recuperação e redução de danos causados pela isquemia e reperfusão em corações de ratos. 

Esses resultados podem ter sido atingidos, não só combatendo os danos causados por radicais 

formados sob essa circunstância, mas também potencializando os efeitos positivos 

ocasionados pela administração de L-arginina e posterior produção de 
●
NO, o qual pode atuar 

sem que os efeitos deletérios do ONOO
-
 e derivados estivessem presentes (HOFFMAN et al., 

2003).  

Como já foi mencionado, a atividade antiinflamatória dos nitróxidos pode oferecer novas 

alternativas terapêuticas no tratamento de inúmeras patologias, principalmente aquelas que 

envolvem a participação de células fagocitárias e a produção de ERO/ERN. Dentre essas, 

pode-se citar a uveoretinite de origem auto-imune, que quando induzida em ratos de linhagem 

Lewis e tratada com Tempol, obteve redução de danos causados a nível clínico, bioquímico e 

histopatológico (ZAMIR et al., 1999). Alguns nitróxidos, como Tempo (2,2,6,6-

tetrametilpiperidina-1-oxil), Tempol e Tempamina (4-amino-2,2,6,6-tetrametilpiperidina-1-

oxil), também foram capazes de proteger o cérebro, em modelos experimentais de injúria 

causada por trauma, sendo esse efeito antiinflamatório atribuído à atividade mimética à da 

SOD, à inibição da reação de Fenton e à capacidade de atuar neutralizando radicais (ZHANG; 

GOLDSTEIN; SAMUNI, 1999). 

A maioria dos textos encontrados não descreve ou cita nenhuma evidência de que a classe 

dos nitróxidos possua ação mutagênica, carcinogênica ou teratogênica (SOULE et al., 2007). 

No entanto, Wang e colaboradores (1996) apontam o fato de que existem informações 

conflitantes a respeito da mutagenicidade dos nitróxidos, tendo sido observados tanto efeitos 
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citotóxicos, como mutagênicos em células de S. typhimurium sensíveis a danos oxidativos e 

expostas a doses elevadas. Ao contrário do esperado, os nitróxidos também demonstraram 

baixa capacidade de proteger células mutantes de Escherichia coli deficientes em genes de 

reparo do DNA, podendo potencializar a citotoxicidade do peróxido de hidrogênio e a 

ocorrência de danos oxidativos no material genético. Contudo, os resultados sugerem que a 

atividade observada não resulta da ação dos nitróxidos, mas sim da deficiência das células em 

questão. 

Também é conveniente lembrar que existe a possibilidade de que o metabolismo de 

nitróxidos ocorra de maneira distinta, dependendo do tipo celular, sendo necessário conhecer 

as vias que ditam esse processo e como obter proveito dessas descobertas visando, por 

exemplo, diminuir a metabolização, o que repercutiria na duração e intensidade dos efeitos 

(NISHIMURA; SWARTZ, 1994). 

Em geral, os nitróxidos apresentam grandes perspectivas em relação ao seu uso.  No 

entanto, ainda existe a necessidade de que mais pesquisas sejam realizadas, a fim de que as 

propriedades mais adequadas de cada composto dessa classe sejam aplicadas de modo 

conveniente e seguro. Portanto, a compreensão das relações entre estrutura e atividade, 

metabolismo, modo com que eles efetivamente atuam e demais impactos do uso desses, se 

torna prioridade a partir do momento em que auxiliam grandemente na compreensão da 

sinalização redox da célula e despontam como protótipos para o desenvolvimento de novos 

fármacos. 
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3 OBJETIVOS 

 

 

Avaliar o papel do nitróxido Tempol (4-hidroxi-2,2,6,6-tetrametilpiperidina-1-oxil) sobre 

a atividade do complexo NADPH oxidase de neutrófilos inflamatórios. 

 

3.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Analisar o efeito do Tempol sobre a inibição de proteínas quinases associada à 

atividade de Nox2. 

 Verificar a capacidade do nitróxido Tempol em regular a atividade de Nox2 através 

da inibição da atividade catalítica da PDI. 
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4 PARTE EXPERIMENTAL 

 

 

 Todos os experimentos foram realizados de acordo com o Comitê de ética em 

pesquisa animal. 

 

 

4.1 DECLARAÇÃO DE ÉTICA 

 

 

 Os experimentos foram aprovados pelo Comitê local de Ética em pesquisa 

(protocolo de aprovação nº 198/2008 – ANEXO A) e está em conformidade com um 

protocolo baseado na 2010/63/European Union directive. 

 

 

4.2 OBTENÇÃO DOS NEUTRÓFILOS PROVENIENTES DE FOCO INFLAMATÓRIO 

 

 

 Camundongos machos Swiss (25-28 g, 6-8 semanas de idade) foram obtidos na 

Universidade Federal de Alfenas, Alfenas, MG, Brasil. Os animais foram alojados em gaiolas 

de plástico, com água e comida disponíveis ad libitum. Os neutrófilos foram obtidos e 

purificados (BRIGAGÃO, COLEPICOLO, 1996). Resumidamente, os animais foram 

injetados intraperitonealmente com 1,0 mL de caseinato de sódio 12% (p/v) e depois de 4 h, 

as células peritoneais foram coletadas em solução de tampão salina-fosfato (PBS, pH = 7,4). 

Após centrifugação (1000 g, 10 min), as células presentes no pelete foram ressuspensas em 

PBS-glicose (1,35 mg/ml de D-glucose), e o número de células foi determinado por contagem 

em um hemocitômetro (AO Spencer). A população de células obtida foi de 95% de 

neutrófilos com uma viabilidade superior a 90% (verificada por coloração May-Grunwald-

Giemsa e ensaio de redução do MTT, respectivamente). Todos os experimentos foram 

realizados à partir de suspensões de células contendo 1x10
6 

neutrófilos/ml. 
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4.3 EFEITOS DO TEMPOL NA EXPLOSÃO OXIDATIVA DE NEUTRÓFILOS 

 

 

Com o intuito de analisar os efeitos do Tempol sobre o burst respiratório, foram realizados 

experimentos utilizando neutrófilos de foco inflamatório. 

 

 

4.3.1 Consumo de oxigênio por neutrófilos inflamatórios 

 

 

 A relação entre o consumo de oxigênio pelos neutrófilos e a estequiometria da 

formação de O2
●-

 (METCALF et al., 1986) conduziu a determinação das alterações nas 

concentrações de oxigênio com a capacidade dos fagócitos para produzir O2
●-

, discriminando 

a atividade de Nox2 da atividade mimética de SOD do nitróxido. O consumo celular de 

oxigênio foi analisado medindo as alterações na tensão de oxigênio dos meios de reação, 

utilizando um eletrodo do tipo Clark. As células (10
6
 neutrófilos/ml) foram incubadas com 

várias concentrações de Tempol (0-120 µM, 10 min, 37 °C) na presença ou ausência do 

inibidor de Nox2 (DPI, 10 µM), ou com os inibidores de proteínas quinases, a genisteína (100 

µM) ou estaurosporina (100 nM). Em seguida, a ativação de Nox2 foi desencadeada com 

PMA (100 ng) ou fMLP (1 µM). Os dados gerados corresponderam à quantidade de oxigênio 

consumida por minuto por 10
6
 neutrófilos, e os resultados foram expressos como a 

percentagem de inibição promovida por cada composto em relação a aquelas situações em que 

os fagócitos foram estimulados com fMLP ou PMA. Os estudos dos efeitos concentração-

dependente do Tempol foram caracterizados e através deles foi obtida a concentração deste 

nitróxido que inibe efetivamente 50% do consumo de oxigênio nas células (IC50). Os 

controles foram realizados para todos os experimentos usando neutrófilos dormentes 

incubados com veículo (tampão fosfato pH 7,4) sozinho. 
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4.3.2 Produção de oxidantes por neutrófilos avaliados pelo método de 

quimiluminescência 

 

 

 Suspensões de neutrófilos foram incubadas com Tempol como anteriormente 

mencionado, utilizando uma concentração de nitróxido que exerceu a inibição do consumo 

total de oxigênio (120 μM). Depois da adição de PMA ou fMLP, os oxidantes totais e 

extracelulares produzidos pelos fagócitos foram determinados utilizando um ensaio de 

quimioluminescência com luminol (Figura 9) ou isoluminol, como descrito em prévio estudos 

(COHEN; CHOVANIEC, 1978; LUNDQVIST; DAHLGREN, 1996). Alterações na 

quimiluminescência foram medidas em uma câmara termicamente controlada de um 

Luminômetro Promega Lomax 20/20. Os resultados foram comparados com os controles 

(neutrófilos estimulados com PMA ou com fMLP) e foram expressos como unidades de luz 

relativa (URL) (LUNDQVIST, DAHLGREN, 1996; DAHLGREN, KARLSSON, BYLUND, 

2007). 

 

Figura 9: Representação esquemática da geração de quimioluminescência do luminol na presença de 

peróxido de hidrogênio 

 

 

Fonte: Chemistry Review 

 

 

4.4 AÇÃO DO TEMPOL SOBRE QUINASES DE NEUTRÓFILOS 

 

  

 Foi analisada a capacidade do nitróxido Tempol em inibir a atividade das proteínas 

quinases em neutrófilos. 
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4.4.1 Avaliação da atividade de quinases medidas pelo consumo de ATP 

 

 

 Medidas da atividade de quinases foram realizadas utilizando-se o kit de ensaio 

Kinase-Glo® Luminescent Kinase Assay (Promega Corporation), para quantificação do ATP 

que permanece em solução após ocorrência de reações catalisadas por estas enzimas. A 

incubação de 10
6
 neutrófilos/ml com Tempol (120 µM) foi realizada como descrito 

anteriormente. PMA (100 ng) ou fMLP (1 µM) foram utilizados para estimular a ativação do 

sistema Nox2 dos fagócitos ou foram conservadas no estado de repouso. As células foram 

lisadas em tampão (Tris 40 mM, pH 7,5, MgCl2 20 mM, 0,1 mg/mL de albumina de soro 

bovino). O reagente quinase-Glo® foi adicionado a cada amostra, incubadas por 10 minutos à 

temperatura ambiente, e, em seguida, a luminescência foi registrada utilizando um 

Luminômetro GloMax® 20/20. Os resultados representam a média de três experimentos 

independentes que expressam a relação entre o sinal luminescente e a quantidade de ATP no 

meio de reação para a atividade quinase.  

 

Figura 10: Oxidação da luciferina em presença de ATP 

 

Fonte: Boletim técnico do kit 

 

4.4.2 Detecção de fosfoproteínas através da técnica de dot blot 

 

 

 Depois da incubação dos neutrófilos com ou sem Tempol (120 μM), as células 

foram lisadas (20 mM Tris, pH 7,4, contendo 0,3% de SDS, 0,1 mM de fluoreto de sódio, e 1 

mM de PMSF). As amostras foram aquecidas (10 min, 100°C) e transferidas para membranas 

de PVDF (10 µg de proteína) por aplicação de vácuo. Os locais de ligação não específicos 
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foram bloqueados com 5% de leite desnatado seco em solução salina tamponada com Tris 

(120 min). As membranas foram coradas com Ponceau vermelho e posteriormente incubadas 

com anticorpo primário policlonal anti-fosfoserina/fosfotreonina ou anticorpos anti-

fosfotirosina (policlonais de coelho, 1:2000, Abcam), as quais as amostras foram estimuladas 

com PMA ou fMLP, respectivamente. Após incubação com anticorpos secundários 

conjugados com peroxidase (HRP) correspondente (1:2.000, Abcam), os blots foram 

revelados utilizando o método de quimioluminescência (Amersham, Arlington Heights, IL). 

Os níveis de serina/treonina ou tirosina fosforiladas foram quantificados  por densitometria 

(ImageQuant v5.2; Molecular Dynamics) (OPRANDY et. al., 1988).  

 

 

4.5 EFEITOS DO TEMPOL SOBRE A ATIVIDADE ANTIFÚNGICA DE NEUTRÓFILOS  

 

 

 O fungo Candida albicans (ATCC 10231) foi mantido em Agar Dextrose-

Sabouraud (Difco Laboratories, Detroit, Mich.). Após cultivo durante 16 horas em caldo 

Dextrose-Sabouraud (30 °C com agitação orbital, a 1,000 x g), a atividade antifúngica foi 

quantificada por determinação da perda de viabilidade de C. albicans co-cultivadas com 

neutrófilos isolados, com uma proporção final de fungos: neutrófilos de 10:1. Os neutrófilos 

foram incubados com Tempol (120 µM /10
6
 neutrófilos) ou veículo (tampão fosfato pH 7,4). 

Após a incubação os neutrófilos foram estimulados com fMLP ou PMA, seguido por adição 

de amostras de fungos. Após incubação de 10 min a 37°C, as alíquotas foram recolhidas e 

diluiu-se em água pH 11, a uma concentração final do fungo 50-100 UFCs por placa. Em 

seguida, as amostras foram vigorosamente agitadas em um vortex para dispersar os 

microrganismos e espalhada sobre o ágar Sabouraud e novamente submetidas a incubação (0, 

10, 20, 40 e 60 min). As contagens do número de unidades formadoras de colônias (UFCs) de 

C. albicans foram realizadas (GREEN et al., 2007). 

 

 

4.6 EFEITOS DO TEMPOL SOBRE A ATIVIDADE REDUTASE DE PDI 

 

 

 Foram realizados ensaios utilizando PDI recombinante e de neutrófilos para analisar 

a capacidade do Tempol atuar sobre essa proteína. 
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4.6.1 Análise da atividade redutase da PDI pelo método da insulina 

 

 

 A atividade redutase da PDI foi avaliada espectrofotometricamente através da 

utilização do método da insulina, na ausência ou na presença de diferentes concentrações de 

Tempol. PDI recombinante humana (1 µM) foi incubada com Tempol (0-50 µM) em meio 

tamponado com PBS (pH 7,2, 100 mM) com EDTA (2 mM). A reação de precipitação foi 

iniciada por adição de DTT (1 µM) e 1 mg/ml de insulina, e a reação foi acompanhada por 

alterações na absorbância a 600 nm, utilizando um leitor de microplacas acoplado com um 

espectrofotômetro de placa (Varioskan). A atividade redutase da PDI foi obtida a partir das 

inclinações (slopes) iniciais da plotagem primária.  

 

 

4.6.2 Preparação de uma sonda fluorescente para medir a atividade redutase PDI 

 

 

 Glutationa oxidada (GSSG) foi incubada com um excesso (10 vezes) de eosina-5-

isotiocianato em tampão de fosfato de potássio (100 mM, EDTA 2 mM, pH 8,8) durante 8 h à 

temperatura ambiente. O dímero resultante não fluorescente, a dieosina glutationa (Di-

EGSSG) foi cromatograficamente purificado (coluna Sephadex G-25, 100 mm x 10 

milímetros, com tampão fosfato de potássio para eluição a 0,1 M, EDTA 2 mM, pH = 7, taxa 

de fluxo de 1 ml·min-1) e utilizado como um pseudosubstrato para a atividade redutase da 

PDI (Figura 11). As alíquotas (5 a 10), que foram eluídas com altos valores de absorbância a 

521 nm, foram reunidas e quantificadas (ε = 88,000 M
− 1

. cm
−1

). Para monitorar a clivagem 

enzimática de Di-E-GSSG, um gráfico padrão foi gerado com PDI bovina comercial obtida de 

fígado. Este lote foi usado para quantificar qualquer redução de Di-EGSSG a E-GSH, o que 

foi visível através da liberação de radicais eosina devido a uma redução das ligações de 

dissulfeto. E-GSH foi detectado utilizando um espectrofotômetro de fluorescência Varian 

Cary Eclipse (λexc = 521 nm, λemi = 542 nm) após incubações (37ºC, 10 minutos) de várias 

concentrações de Di-E-GSSG (5-300 nM), com PDI ( 20 nM) em tampão D-PBS-G com DTT 

(5 µM, 10 minutos, 37 ° C). Os resultados foram expressos em nM de E-GSH produzido por 

minuto. A eficiência da produção de E-GSH para este método foi avaliada a partir de 

alíquotas da reação enzimática utilizando cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC). Tal 

como descrito por Anderson et al. (1999) (com modificações), compostos tiólicos foram 
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identificados e quantificados. A coluna (C-18 Shimpack VP-ODS, 4,6 mm x 25 cm, ligados 

em série com C18 modelo pré-coluna Shim-pack GVP-ODS, 4,6 mm x 10 mm) foi pré-

equilibrada com 100% de tampão (tampão de acetato a 87% e 14% de metanol) a uma taxa de 

fluxo de 1 ml·min-1. A eluição foi realizada com tampão A e tampão B (tampão de acetato a 

10% e 90% de metanol). Após a injeção da amostra (alíquotas de 20 µl filtrada com 

membranas Millipore® de 0,45 µm), a eluição foi realizada no modo de gradiente (75% 

tampão A e 25% tampão B durante 10 minutos; 25% tampão A e 75% tampão B durante 20 

minutos). A identificação de E-GSH foi realizada comparando os tempos de retenção deste 

composto com o tempo de retenção dos padrões autênticos de GSH marcados com eosina-5-

isotiocianato, com a utilização de um detector de fluorescência (modelo RF-10A, λexc = 521 

nm e λemi = 542 nm). 
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Figura 11. Determinação da atividade da PDI por HPLC.  

 

 

 

Fonte: Da Autora. 

Nota: (A) A atividade da PDI foi determinada por HPLC após a clivagem do 

composto não fluorescente Di-E-GSSG pela PDI. A atividade da PDI levou à 

formação do produto fluorescente, a E-GSH (λexc = 521nm, λemi = 542 nm). A 

reação da di-E-GSSG com a PDI exibiu um único pico fluorescente (tempo de 

retenção = 16,48 minutos), identificado como E-GSH. (B) A curva de 

calibração para a quantificação do composto E-GSH foi realizada para 

monitorar a intensidade de fluorescência de E-GSH resultantes da clivagem de 

Di-E-GSSG (5-300 nM) com PDI (20 nM) em tampão D-PBS-G com a DTT (5 

µM). Estas curvas foram posteriormente usadas para quantificar a atividade da 

PDI em neutrófilos. 
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4.6.2.1 Ação do Tempol sobre a atividade redutase da PDI em neutrófilos  

 

 

 Em neutrófilos, a atividade redutase da PDI foi detectada utilizando um ensaio 

semelhante ao anteriormente descrito para a PDI isolada (MARGARITIS et al., 2011). As 

suspensões celulares (10
6
 neutrófilos/ml) em tampão PBS, com 5 µM de DTT (para manter a 

PDI no estado reduzido), foram mantidas no estado de repouso ou estimuladas com PMA 

após uma pré-incubação (10 minutos, 37º C) com Tempol (5-120 µM) ou bacitracina (2 mM). 

Os ensaios de atividade de redutase da PDI foi realizada imediatamente após a adição de Di-

E-GSSG (150 nM) nas suspensões de fagócitos. A variação na intensidade de fluorescência 

foi quantificada utilizando um espectrofluorímetro (λexc = 521 nm, λemi = 542 nm). 

Para verificar se o Tempol mantinha a sua capacidade de inibição da atividade redutase da 

PDI após a reação com tióis, nós inativamos o Tempol incubando o nitróxido com glutationa 

(GSH) em conformidade com o sistema anteriormente descrito por Borisenko et al. (2004), 

com algumas modificações. Resumidamente, a reação química consistiu em GSH (0, 7,5 ou 

10 μM) acrescido de fenol (2,5 μM), peroxidase (HRP 0,2 U / mL), Tempol (10 μM) e H2O2 

(10 μM), levando à geração de radicais glutationil catalisada por  peroxidase através da 

reciclagem de radicais fenoxil. A modificação química da porção nitróxido foi monitorizada 

por desaparecimento do sinal EPR característica de Tempol. As medições de sinal EPR foram 

realizadas num espectrômetro Bruker EMX com uma cavidade padrão, operando numa 

frequência de banda-X, e utilizando uma célula de quartzo que foi cheia com 80 uL de 

amostra da reação. O espectro característico de Tempol foi visto sob as seguintes condições: 

campo 335.7 mT, banda de passagem 8 mT, modulação e campo 0.32 mT, emissão de 

microondas 10 mW, tempo constante de detecção 0.1 s, tempo de varredura de 1 minuto.  

Tempol obtido após a reação sob estas condições experimentais foi utilizado na análise da 

atividade redutase de PDI, bem como os estudos em neutrófilos. 

 

 

4.7 ANÁLISE POR ESPECTROMETRIA DE MASSA DA PDI MODIFICADA POR 

TEMPOL 

 

 

 PDI recombinante humana reduzida foi obtida através da incubação da enzima com 

DTT em uma proporção de 10:1 durante 30 minutos à temperatura ambiente. O conteúdo de 
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tióis reduzidos da proteína foi medido pelo ensaio de Ellman´s (ε412= 14150 M
-1

cm
-1

) 

(Ellman, 1959). Em seguida, PDI (1 μM) foi incubada na ausência ou na presença do Tempol 

(6 µM) durante 1 h à temperatura ambiente. A proteína foi analisada num espectrômetro de 

massa triplo quadrupolo (QTrap 4500, ABSciex, Framingham, MA). A separação das 

proteínas foi realizada em uma coluna C4 (5 µm, 150 x 1mm de Grace Vydac, Hesperia, CA), 

com eluição em solvente A (ácido fórmico 0,1%) e Solvente B (0,1% de ácido fórmico em 

acetonitrilo) com uma taxa de fluxo de 0,1 ml/min, utilizando o seguinte gradiente de 

solvente: 0-2 minutos, 5% de solvente B; 2-10 minutos, 5 a 50% de solvente B; 10-20 

minutos, 50% de solvente B; 20-21 minutos, 50-5% de solvente B. A tensão de 

eletropulverização foi de 5 kV e a temperatura capilar foi de 300 °C. O modo de íons positivo 

foi utilizado para realizar análise de massa da proteína; os dados foram adquiridos e 

analisados utilizando o software 1.6.1 Analyst (ABSciex, Framingham, MA). Os resultados 

foram processados usando o software Peak View (ABSciex, Framingham, MA) para obtenção 

do peso molecular da proteína.  

 Para determinar o local de ligação covalente, tripsinização da enzima, seguida por 

espectrometria de massa em tandem com hifenização a cromatografia liquída (LC/MS-MS) 

foi realizada. PDI reduzida tratada ou não com Tempol foi digerida durante a noite em 50 mM 

de tampão de pirofosfato, pH 7,4, com tripsina utilizando uma proporção de enzima e 

substrato de 1:50 (p/p). Os peptídeos foram separados numa coluna de fase inversa (5 m, 2,1 x 

150 mm, 300 Â, de Grace Vydac, Hesperia, CA) e eluiu-se com o solvente A (0,1% de ácido 

fórmico) e solvente B (ácido fórmico a 0,08% em acetonitrilo). Os peptídeos foram eluídos a 

40 °C a uma taxa de fluxo de 0,25 mL/min com um gradiente linear de solvente B (2-60% em 

105 minutos). A tensão de eletropulverização foi de 5 kV, e a temperatura de 8 capilares foi 

de 260 °C. As análises dos peptídeos por MS e MS/MS usando o QTRAP4500 foram 

realizadas no modo de íons positivos utilizando um intervalo de massas de 100-2000. A 

análise dos peptídeos e as séries y- e b- foram obtidas usando o software Pico View, e a 

proteína foi identificada por comparação dos peptídeos obtidos com os dados de MASCOT 

(Matrix Ciência, UK). 
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4.8 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

 

 Todos os dados foram expressos como os valores médios ± desvio padrão (D.P.). As 

comparações entre os diferentes grupos foram realizados utilizando a análise de variância 

(ANOVA) seguida pelo teste de Tukey. Valores de p < 0,05 foram aceitos como 

estatisticamente significativos.  

 

 

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

 Nesta seção serão descritos os resultados obtidos pela realização dos testes dispostos 

na metodologia. 

 

 

5.1 EFEITO DO TEMPOL SOBRE O CONSUMO DE OXIGÊNIO POR 

NEUTRÓFILOS ATIVADOS 

 

 

 Foi analisado o efeito do Tempol sobre o consumo de oxigênio em neutrófilos 

ativados pelo sistema Nox2 (Figuras 12A e 12B). O PMA desencadeou forte atividade deste 

sistema e causou substancial consumo de oxigênio (6.5 ± 0.6 nmol/min). Quando a 

estimulação de neutrófilos foi feita por adição do peptídeo quimiotático fMLP, a quantidade 

máxima de consumo de oxigênio foi equivalente a 4,3 ± 0,2 nmol/min. O prévio tratamento 

dos neutrófilos com Tempol causou uma inibição do consumo de oxigênio em neutrófilos de 

um modo dependente da concentração, quando as células foram estimuladas quer com PMA 

(Figura 12A) ou fMLP (Figura 12B), com um IC50 próximo de 45 μM, em ambos os casos.  

Quando as células foram pré-incubadas com 120 μM de Tempol, a inibição total do consumo 

de oxigênio foi observada, tendo sido os neutrófilos estimulados com PMA ou fMLP (Figuras 

12A e 12B, respectivamente). A participação de Nox2 no burst oxidativo induzido por PMA 

(Figura 2A) ou fMLP (Figura 2B) foi demonstrada pela inibição do consumo de oxigênio 

exercida pelo inibidor deste sistema, o DPI. Estaurosporina (inibidor da proteína quinase C), a 

100 nM, mostrou uma inibição da atividade de Nox2 semelhante àquela apresentada pelo 
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Tempol na concentração de 100 µM (Figura 12A). Por outro lado, 100 µM de genisteína 

(proteína inibidora da tirosina quinase) inibiu a atividade de Nox2 tão eficaz como o IC50 do 

Tempol (Figura 12B). 

 

Figura 12. Efeito do Tempol e de conhecidos inibidores das proteínas 

quinases sobre a atividade do sistema Nox2 de neutrófilos.  

  
 

  

 

Fonte: Da Autora. 

Nota: As células (10
6
/ml) foram incubadas com diferentes concentrações de 

Tempol, Estaurosporina (100 nM), ou Genisteína (100 µM) durante 10 

minutos (37 ºC) e, após a estimulação do sistema Nox2 com PMA (100 ng) 

ou fMLP (1 µM), o consumo de oxigênio foi monitorizado 

polarograficamente, como é apresentado em A (PMA) e B (fMLP). A análise 

de regressão linear entre as concentrações de Tempol e a inibição do 

consumo de oxigênio mostrou um IC50 próximo de 45 M/10
6
 neutrófilos. Os 

resultados são apresentados como a média ± D.P. de pelo menos três 

experimentos independentes realizados em triplicada. *P <0,05, **P <0,001.  
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 Vários estudos mostram o Tempol como um composto mimético de SOD e que 

consequentemente, participa ativamente na detoxificação de oxidantes (SOULE et al., 2007), 

nós hipotetizamos que este composto poderia modular a sinalização celular em neutrófilos e 

também, por conseguinte, alterar mais drasticamente a atividade do sistema Nox 2. Os nossos 

resultados mostraram que Tempol é capaz de suprimir o consumo de oxigênio em neutrófilos 

ativados por PMA ou fMLP de uma forma dependente da concentração (Figura 12). 

 Divergentemente, Queiroz et al. (2012) relataram que Tempol não alterou o 

consumo de oxigênio em neutrófilos. Estas diferenças nos resultados podem ser atribuídas ao 

fato de que os autores mencionados utilizaram neutrófilos humanos dormentes, enquanto que 

neste estudo nós utilizamos neutrófilos previamente sensibilizados de camundongos, e, além 

disso, devido as diferentes concentrações de Tempol (1,5 μM) utilizadas nestes estudos. 

 O sistema Nox2 existe em diferentes estados (em repouso, “prontamente preparado” 

[do inglês primed], ativado ou inativado), em que o estado “prontamente preparado” pode ser 

induzido, in vivo, principalmente por citocinas pró-inflamatórias. Sobre o estado 

“prontamente preparado”, os neutrófilos são sensibilizados para responder mais rapidamente e 

mais intensamente a um segundo estímulo (EL-BENNA, DANG, 2008). Portanto, o chamado 

priming de neutrófilos altera o seu fenótipo para uma forma que não necessariamente 

determina a posterior ativação do sistema Nox2, mas torna os fagócitos mais propensos para 

uma resposta mais forte contra um específico agente indutor. 

 

 

5.2. PRODUÇÃO DE OXIDANTES PELOS NEUTRÓFILOS  

 

 

 Para investigar o efeito do nitróxido na produção de oxidantes totais e extracelulares 

produzidas por fagócitos foram realizados ensaios utilizando o sistema luminol/isoluminol. 

Tempol, a uma concentração que inibiu completamente o consumo de oxigênio (120 μM), 

exerceu uma diminuição de 90% na produção de EROs totais, em neutrófilos estimulados por 

PMA, em comparação com o grupo não tratado. Além disso, a formação extra-celular de 

EROs foi quase totalmente inibida pelo Tempol sob condições experimentais semelhantes 

(Figura 13A). Em comparação com PMA, fMLP elicitou uma resposta menos exacerbada 

durante o burst oxidativo dos neutrófilos. Ainda, Tempol exerceu os mesmos efeitos 

inibidores na produção de oxidantes em neutrófilos (Figura 13 B). Importante notar que, para 

os neutrófilos tratados com Tempol, foi observado um maior período lag para o início do 
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burst oxidativo em resposta a PMA ou fMLP. O pré-tratamento dos neutrófilos com este 

nitróxido levou os fagócitos a mostrarem um atraso na resposta que representa quase o dobro 

do tempo quando comparado com células não tratadas (Figura 13 A e B). 

 

Figura 13. Produção de oxidantes totais e extracelulares por neutrófilos 

provenientes de focos inflamatórios tratados com Tempol.  

 

 

 

Fonte: Da Autora. 

Nota: A quimioluminescência amplificada por luminol ou isoluminol foi 

medida durante 30 minutos depois da estimulação dos fagócitos com PMA 

(A) ou fMLP (B) na ausência ou presença de Tempol (120 μM/10
6
 células). 

Curvas cinéticas são representativas de 4 experimentos independentes. 
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 Luminol bem como o isoluminol podem ser utilizados para monitorizar a atividade 

do sistema Nox2 dos neutrófilos, sendo excitado por EROs, assim emitindo luz quando 

voltam para o estado não excitado (DAHLGREN, KARLSSON, BYLUND, 2007). Estes 

compostos foram usados para determinar a capacidade do Tempol exercer uma ação inibidora 

sobre o burst oxidativo (Figura 13, A e B). 

 Muitos compostos químicos e peptídeos são conhecidos por inibir a produção de 

EROs pelo sistema Nox2 (SANTOS et al., 2016). Estes compostos, incluindo o nitróxido 

Tempol, não são inibidores químicos específicos para o complexo NADPH oxidase dos 

fagócitos, o sistema Nox2. No entanto, ao contrário dos outros compostos, Tempol tem 

poucos efeitos indesejáveis porque é metabolizado para o cátion oxoamônio ou hidroxilamina, 

dependendo do estado redox e taxa metabólica das células (WILCOX, PEARLMAN, 2008). 

É bem conhecido que a elicitação do burst oxidativo leva primeiramente a produção 

intracelular de O2
●- 

e posteriormente de outros oxidantes (EROs/ERNs) e, que eles, podem 

atuar como segundos mensageiros para sinalizar vias bioquímicas específicas implicadas na 

manutenção e desencadeamento da atividade do próprio sistema Nox2 (DAHLGREN, 

KARLSSON, 1999). Tempol é um eficiente antioxidante que permeia membranas biológicas 

tendo a capacidade de sequestrar radicais O2
●-

, radicais peroxil e tióis, entre muitos outros 

EROs/ERNs (WILCOX, PEARLMAN, 2008). Este nitróxido pode exercer uma efetiva ação 

antioxidante e, assim, desacelerar cascatas de sinalização essenciais para a atividade do 

sistema Nox2. 

 Neste estudo, nós detectamos que Tempol, além de gerar uma diminuição na 

resposta de neutrófilos preparadas a partir de focos inflamatórios via atuação sobre o sistema 

Nox2, este nitróxido também foi capaz de provocar um atraso no tempo de latência da 

resposta para ambos os estímulos de Nox2 dos neutrófilos, o PMA e fMLP (Figura 13A e B). 

 

 

5.3. EFEITO DO TEMPOL SOBRE A ATIVIDADE DAS PROTEÍNAS QUINASES DOS 

NEUTRÓFILOS ATIVADOS 

 

 

 Examinamos se a ação do Tempol sobre a atividade de Nox2 de neutrófilos estava 

associada com a atividade das quinases destas células. Tempol (120μM) diminuiu a atividade 

de quinases em neutrófilos estimulados por PMA ou fMLP (Figura 14). As condições 

experimentais foram definidas para usar o remanescente de ATP como um substrato pela 
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ultra-Glo Luciferase™, para catalisar a mono-oxigenação de luciferina. A reação de luciferase 

produz um foton de luz por rotação; assim, a luminescência está inversamente relacionada à 

atividade de quinase. A redução da atividade das quinases em neutrófilos tratados com 

Tempol e estimulados com PMA foi próximo à 40%, enquanto que os fagócitos estimulados 

por fMLP mostraram uma diminuição de aproximadamente 35% (Figura 14). É interessante 

notar que, de forma consistente com nossos resultados prévios para a atividade de Nox2 

(Figura 12) PMA induziu uma resposta mais exacerbada que fMLP, até mesmo para a 

atividade das quinases (Figura 14).  

 

Figura 14: Detecção da atividade de quinases dos neutrófilos após tratamento  

com Tempol 

 

Fonte: Da Autora 

 

Nota: A atividade de proteínas quinases foi determinada por sistema 

quimioluminescente, no qual as Unidades Relativas de Luz são diretamente 

proporcionais à concentração de ATP presente no meio. *p<0,01 comparado ao 

respectivo grupo tratado com Tempol (120 μM/10
6
 células). Os resultados expressam 

a cinética representativa de três experimentos independentes. #p<0,001 comparado 

aos grupos estimulados com PMA ou com fMLP, previamente tratados ou não com 

Tempol.   
 

 Os resultados do presente estudo mostraram que Tempol é capaz de diminuir a 

fosforilação de proteínas em neutrófilos ativados (Figura 14), dados estes que suportam uma 

prevenção da ativação de Nox2, como observado por uma diminuição do consumo de 

oxigênio e da formação de oxidantes. 
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 Foi demonstrado por análise de dot blotting que a estimulação das células com o 

PMA induziu maior fosforilação da proteína quando comparado com a estimulação causada 

por fMLP. Notavelmente, em neutrófilos ativados, Tempol foi capaz de diminuir a 

fosforilação de proteínas, independentemente do estímulo utilizado para a ativação do sistema 

Nox2 (PMA ou fMLP) (Figura 15). 

 

Figura 15. Efeito do Tempol sobre a fosforilação de aminoácidos serina/treonina e análise do conteúdo de 

fosfotirosina detectados nos neutrófilos provenientes de focos inflamatórios.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Da Autora. 

Nota: Dados de dot bloting são apresentados em termos de densidade relativa como médias ± D.P de três 

experimentos independentes. A intensidade do sinal detectado a partir da estimulação com PMA ou fMLP foi 

considerada como 100%, para comparação com as amostras correspondentes. Inserido: Filme revelado por 

sistema luminescente com anticorpos anti-fosfoserina/treonina (A) ou com anticorpos anti-fosfotirosina (B) e as 

respectivas amostras coradas com vermelho de Ponceau. *p<0,001 comparado ao respectivo grupo estimulado 

sem tratamento com Tempol.  

fMLP 

PMA 

1 2 3 4

0

20

40

60

80

100

 

 

In
te

n
s

id
a

d
e

 r
e

la
ti

v
a

 (
%

)

Grupos experimentais

1 2 3 4 

1 2 3 4

0

20

40

60

80

100

 

 

In
te

n
si

d
ad

e 
re

la
ti

va
 (

%
)

Grupos experimentais

1 2 3 4 

Grupos experimentais 

 

1. Com PMA, sem Tempol 

2. Sem PMA, sem Tempol 

3. Com PMA, com Tempol 

4. Sem PMA, com Tempol 

Grupos experimentais 

 

1. Com fMLP, sem Tempol 

2. Sem fMLP, sem Tempol 

3. Com fMLP, com Tempol 

4. Sem fMLP, com Tempol 

*

- 

*

- 
*

- 

*

- 
*

- 

*

- 



61 

 

 

 Após tratamento das células fagocíticas com Tempol, houve uma diminuição 

significativa na atividade das quinases, tal como detectado por quimioluminescência (Figura 

14) e por análises usando dot bloting (Figura 15). Um considerável número de quinases têm 

sido propostas por ativar o sistema Nox2 (EL-BENNA et al., 2008). Estudos relatam que 

Tempol impediu a ativação de PKC (COPPEY et al., 2003) e preveniu a fosforilação de 

proteínas alvo nos túbulos proximais de ratos (BANDAY et al., 2007) e em células 

pulmonares previamente estimuladas com um modulador redox, a quinolona “paraquat 

“(KUO et al., 1995). No entanto, a conclusão de que Tempol afeta o aumento dos níveis de 

Ca2+ intracelular, e a constrição dos pericitos depois da estimulação de PKC pelo agonista 

forbol 12,13-dibutirato demonstram que o Tempol pode atuar em vias de sinalização 

dependentes de PKC (ZHANG et al., 2004). Além disso, Tempol melhora a encefalomielite 

viral murina por diminuir a inflamação (TSUHAKO et al., 2010). Adicionalmente, Tempol e 

alguns dos seus análogos atenuam a inflamação induzida por carragenina, principalmente pela 

diminuição da migração de neutrófilos e o dano resultante mediado por mieloperoxidase 

(QUEIROZ et al., 2012), bem como a prevenção da secreção de citoquinas inflamatórias 

(KIM et al., 2015), como testado em diferentes modelos animais. 

 

 

5.4. EFEITO DO TEMPOL NO KILLING DE C. Albicans POR NEUTRÓFILOS 

ATIVADOS 

 

 

 Tempol (120 µM) não apresentou atividade inibitória in vitro frente C. albicans, 

bem como DPI (10 µM), em todas as condições experimentais utilizadas neste estudo 

(resultados não mostrados). A Figura 16 mostra o número de UFCs de C. albicans nas 

diferentes condições experimentais. Depois da estimulação de neutrófilos com PMA ou 

fMLP, o número de UFCs de C. albicans diminuiu significativamente. Após 60 minutos, os 

fagócitos estimulados com PMA mostraram uma capacidade de matar C. albicans de 88%, o 

que corresponde a cerca de três vezes a capacidade de neutrófilos não estimulados. Os 

neutrófilos estimulados por fMLP mostraram uma capacidade fungicida menor que aqueles 

estimulados com PMA, cerca de 73% maior que fagócitos dormentes. A pré-incubação dos 

neutrófilos com Tempol (120 µM) exerceu uma inibição da capacidade fungicida dos 

fagócitos, independente do estímulo para ativar o sistema Nox2. O pré-tratamento dos 
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neutrófilos com Tempol promoveu uma diminuição de aproximadamente 35% da capacidade 

fungicida quando comparado com os neutrófilos estimulados com PMA ou fMLP. 

Curiosamente, tal como mostrado na Figura 16, quando os neutrófilos foram estimulados por 

fMLP e pré-tratados com Tempol, a atividade fungicida foi praticamente idêntica à 

apresentada pelos fagócitos não estimuladas (30%). Por outro lado, mesmo nesta situação, os 

neutrófilos estimulados com PMA permaneceram com capacidade fungicida significativa 

(50%). 

 

Figura 16. Papel do Tempol na capacidade fungicida dos neutrófilos provenientes de 

focos inflamatórios.   

 

 
Fonte: Da Autora. 

 

Nota: C. albicans foram cultivadas com neutrófilos (1 × 10
6
 células/ml) a uma razão 

de fungos: neutrófilos de 10:1, após os fagócitos serem simplesmente mantidos no 

estado de repouso ou previamente tratados com o DPI (10 µM). Paralelamente, 

neutrófilos foram estimulados com PMA (100 ng) ou fMLP (1 µM) para 

desencadear a atividade do sistema Nox2 e, para examinar se Tempol está envolvido 

na atividade de Killing, os fagócitos foram incubados com Tempol (120 μM/10
6
 

células, 10 min, 37 °C). Os resultados são expressos como médias das unidades 

formadoras de colônias (UFCs) ± D.P. de culturas em triplicata. 

 

 Relatos mostram que Tempol é capaz de prevenir a formação e despreendimento 

para o espaço extracelular de armadilhas extracelulares de neutrófilos (do inglês NETs, 

neutrophils extracellular traps), uma estrutura formada por cromatina descondensda associada 

a várias proteínas, algumas das quais com potente ação microbicida, e que tem sido 
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demonstrada que a indução e despreendimento destas complexas estrutras são na maioria dos 

casos mediadas por EROs (HOSSEINZADEH et al., 2012; VOROBJEVA, PINEGIN, 2016). 

 Neutrófilos usam os mecanismos do burst oxidativo para a produção de oxidantes e 

para o Killing de uma vasta gama de microrganismos. A deficiência do complexo NADPH 

oxidase resulta em severas doenças, tais como a doença granulomatosa crônica (DGC), que 

está associada com um extraordinário aumento da susceptibilidade do hospedeiro à infecção 

invasiva por fungos, destacando a importância deste complexo no controle da doença 

infecciosa por C. albicans. Outra característica específica de neutrófilos é a sua capacidade de 

liberar grânulos que medeiam morte extracelular. Esses grânulos contêm ao lado do complexo 

NADPH oxidase, mieloperoxidase e outras proteínas com propriedades antimicrobianas, 

como lisozimas, lactoferinas, elastases, defensinas, gelatinases, ou catepsina G (ABBAS, 

LICHTMAN, 2005). 

 Fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K), fosfolipase C (PLC), a GTPase Rho e proteína 

quinase C (PKCs) são enzimas importantes para a regulação da atividade fagocítica  

(UNDERHILL, OZINSKY, 2002). Nós demonstramos que a pré-incubação de neutrófilos 

com Tempol levou a uma diminuição na liberação de oxidantes em neutrófilos ativados, tanto 

quando elicitados com PMA ou fMLP, sugerindo que uma mudança na produção de 

oxidantes, por si só, está correlacionada com a atividade microbicida. 

 O killing de Staphylococcus aureus e C. albicans por neutrófilos envolve a adesão 

dos microorganismos, fagocitose, e uma ação colaborativa de EROs e componentes dos 

grânulos específicos. Os mecanismos microbicidas oxidativo de neutrófilos são de grande 

importância contra fungos (HATANO et al., 2002), e nós avaliamos o efeito do Tempol na 

produção destes oxidantes por neutrófilos.  

 A ativação da proteína quinase Cδ em neutrófilos desencadeia a produção de EROs 

e aumenta a fagocitose e morte intracelular de C. albicans (LI et al., 2016). Além disso, 

alguns agentes antifúngicos, como a micafungina, um composto solúvel em água derivado de 

Coleoptioma empedri, tem sido demonstrado capaz de melhorar o burst oxidativo de 

neutrófilos e por aumentar a eficácia fungicida de neutrófilos contra C. albicans e C. 

dubliniensis (CHANDRASEKAR, SOBEL, 2006). A aminoguanidina, um inibidor de 

glicação das proteínas, aumenta a atividade do sistema Nox2 paralelo a atividade fungicida 

contra C. albicans (FERREIRA et al., 2016). 

 Destacando a importância do controle metabólico de Nox2, uma regulação endógena 

do burst oxidativo de neutrófilos foi claramente demonstrada por Kasahara et al. (2016) que 

relatou que monócitos que derivam macrófagos por estímulo com fator estimulante de 
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colônias (GM-CSF), uma citocina pleitrópca, é capaz de reforçar a atividade do sistema Nox2, 

e paralelamente, estimular a resposta fungicida contra Aspergillus fumigates.  

 Previamente, Linares et al. (2008) relataram que Tempol promove um ambiente 

favorável a proliferação de Leischmania amazonensis, por regulação da expressão de iNOS, 

facilitando a ação scavenger de oxidantes derivados do óxido nítrico, que conduz a 

significativo aumento da carga parasitária em um modelo animal. Em acordância com estes 

resultados, nós demonstramos aqui que, em ensaios in vitro, o Tempol altera a sinalização de 

neutrófilos associado à atividade de Nox2, determinando diminuição na eficácia fungicida.  

 

 

5.5 INIBIÇÃO DA ATIVIDADE REDUTASE DA PDI PELO TEMPOL  

 

 

 O efeito do Tempol sobre a atividade da PDI foi analisado pela atividade enzimática 

da enzima. 

 

 

5.5.1 Tempol inibe atividade redutase da PDI recombinante 

 

 

 O efeito do Tempol na atividade redutase da PDI in vitro foi avaliada pela 

precipitação de insulina, mensurada espectrofotometricamente (Figura 17). A pré-incubação 

da enzima recombinante humana com diferentes concentrações de Tempol, causou uma 

inibição da atividade de redutase PDI de um modo dependente da concentração do nitróxido 

(Figura 17B). A diminuição observada na atividade redutase da PDI foi máxima quando pré-

incubados com a enzima durante 15 minutos antes da avaliação da atividade de redutase desta 

enzima (Figura 17A). 
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Figura 17. Modulação da atividade da PDI por Tempol.  

 

 

 

 

 

  
Fonte: Da Autora. 

Nota: A atividade redutase da PDI foi monitorada pela aplicação do 

método de insulina. Para isso, PDI recombinante humana (1 µM) foi 

incubada com DTT (1 µM) e, em seguida, a reação foi iniciada com a 

adição de insulina (1 mg/mL). A atividade redutase foi avaliada a 600 nm 

durante 180 minutos. Em todos os casos, a condição sem Tempol 

correspondeu a 100% da atividade da enzima. A) A enzima foi incubada 

com Tempol (35 µM) em diferentes tempos de pré-incubação, e, em 

seguida, DTT e insulina foram adicionados para iniciar a atividade da 

enzima. Os resultados expressam média  ± DP de 3 experimentos 

independentes *P <0,05.  B) O efeito dependente da concentração de 

Tempol foi analisado utilizando-se concentrações de 0-50 µM do nitróxido. 

A enzima foi pré-incubada com Tempol durante 15 minutos e, em seguida, 

determinou-se a atividade da PDI. O gráfico mostra um experimento 

representativo de três experimentos independentes. 

 

A 

B 
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 Tempol foi demonstrado em diversos estudos por exercer uma marcante eliminação 

de EROs/ERNs (SAMUNI, BARENHOLZ, 2003; SOULE et al., 2007; WILCOX, 

PEARLMAN, 2008). Nos últimos anos, a PDI foi sugerida para desempenhar um papel na 

ativação do complexo NADPH oxidase, sendo, portanto, um alvo de inibição para diminuir a 

formação de EROs, como por exemplo, durante os processos inflamatórios. Nesse estudo, nós 

determinamos a capacidade do Tempol em inibir a atividade redutase da PDI. A inibição da 

enzima foi demonstrada através do método de insulina (Figura 17). Um efeito máximo de 

Tempol foi observado após pré-incubação da PDI com o nitróxido durante 15 minutos. Com 

tempos de pré-incubação mais longos observou-se efeitos inferiores de inibição (Figura 17A). 

Estes resultados sugerem que a inibição exercida pelo Tempol sobre a PDI pode ser 

reversível. 

Foi observada uma redução do conteúdo de tióis em tempos de pré-incubação da PDI 

com Tempol mais curtos com um retorno às condições iniciais após 30 minutos (Figura 18). 

 

Figura 18: Efeito do Tempol no conteúdo de tióis livres da PDI  

 

Fonte: Da Autora 

Nota: PDI foi incubada na presença ou ausência de Tempol sob as mesmas 

condições que na figura 17. Após diferentes tempos de incubação, o teor de tiol 

reduzido da proteína foi determinado usando DTNB. Como mostrado na figura, 

há uma diminuição do teor de tiol reduzido em tempos anteriores, quando a 

enzima é inibida por Tempol, enquanto se inverte em tempos de incubação 

maiores, de acordo com os resultados obtidos para a atividade da enzima. Os 

resultados apresentados correspondem à média ± DP com um n = 3. 

 

Como esperado, o número de tióis livres reduzidos em PDI diminuiu em tempos mais 

curtos retornando às condições iniciais em tempos de incubação semelhantes aos observados 
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para a reversão da ação inibitória de Tempol (Figura 17A). Além disso, é bem descrito na 

literatura que a reação de nitróxidos com tiolatos é reversível, em um mecanismo proposto 

como aquele responsável pela proteção que nitróxidos exercem sobre tióis, na presença de 

ERN ou ERO (GOLDSTEIN et al., 2008). A formação de um aduto entre o tiol e o nitróxido 

é instável sob condições fisiológicas que conduzem à decomposição não-tóxica do aduto 

(GOLDSTEIN et al. 2008) que está de acordo com a ação reversível de Tempol (Figura 17A). 

 

 

5.5.2 Tempol afeta a atividade da PDI em neutrófilos 

 

 

 A atividade da PDI em neutrófilos foi avaliada usando o pseudo-substrato da PDI, o 

Di-E-GSSG. A PDI reduzida cliva as ligações dissulfeto do Di-E-GSSG para liberar o 

produto fluorescente (E-GSH). Os neutrófilos ativados mostram um aumento de 4 vezes na 

fluorescência em comparação com as células não ativadas (Figura 19). Neutrófilos foram pré-

incubados durante 15 minutos com Tempol (15μM) e, em seguida, as células foram ativadas 

com PMA. Sob estas condições experimentais, Tempol foi capaz de diminuir a emissão de 

fluorescência cerca de 50% (Figura 19A) e esta diminuição foi considerada como sendo um 

efeito dependente das concentrações utilizadas do nitróxido (Figura 20). O efeito observado 

foi similar ao obtido com o inibidor da PDI, a bacitracina. Os controles com células não-

ativadas ou ativadas com PMA na ausência de neutrófilos não apresentaram interferência 

significativa nos experimentos, monitorada pela emissão de fluorescência nas mesmas 

condições de ensaio (Figura 19). 

 O aduto Tempol-SG obtido por modificação química da porção nitróxido foi 

confirmada por desaparecimento do sinal EPR (Figura 19 B). Observou-se o decaimento do 

sinal de EPR característico do Tempol na presença de radicais tiila no sistema onde radicais 

glutationila foram produzidos por meio da reciclagem de radicais fenoxila gerados pelo 

sistema peroxidase/H2O2. Não ocorreram alterações na atividade de PDI com o uso de 

Tempol-SG, indicando que o nitróxido pré-reagido com GSH foi inativo na atividade redutase 

de PDI de neutrófilos (Figura 19A). 
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Figura 19. Tempol inibe a PDI em neutrófilos ativados. 

 

  
 

Fonte: Da Autora. 

Nota: A. Suspensões de neutrófilos (10
6
 células / ml) foram mantidas em estado de repouso 

ou ativadas com PMA (100 ng / 10
6
 células) após 10 minutos de pré-incubação com 

bacitracina (2 mM), Tempol (15 μM) ou Tempol- SG (120 μM) a 37 ° C. Em seguida, foi 

adicionado dicarbonato de di-E-GSSG (150 nM) e a atividade de PDI de neutrófilos foi 

avaliada . Os resultados apresentados correspondem à média ± S.D. de pelo menos três 

experimentos independentes realizados em triplicata. * P <0,05 vs Di-E-GSSG; ** P 

<0,001 vs Di-E-GSSG + células; ## P <0,001 vs Di-E-GSSG + células + PMA e vs Di-E-

GSSG + células + Tempol-SG + PMA. B. Sinal de EPR do Tempol modificado com GSH. 

O espectro inferior mostra a banda característica sem adição de GSH; o registo do meio foi 

obtido com a adição de 7,5 μM de GSH; o espectro superior foi registrado após a adição de 

10 μM de GSH. Fenol (2,5 μM), peroxidase (HRP 0,2 U / ml), Tempol (10 μM) e H2O2 (10 

μM) foram mantidos nas mesmas concentrações em todos os experimentos. 
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Com base na interação do nitróxido com radicais tiila (BORISENKO et al., 2004), 

observou-se que o espectro paramagnético do nitróxido foi alterado (Figura 19B). Uma vez 

que o aduto formado nestas condições experimentais é instável (GOLDSTEIN et al., 2008), 

foram analisados os efeitos do Tempol inativado imediatamente após a reação na presença de 

GSH/HRP/H2O2. O produto resultante, Tempol-SG, foi utilizado para demonstrar que o 

bloqueio do grupo > N = O ∙  pela formação de aduto (Figura 19B) não teve nenhum efeito 

sobre a atividade redutase da PDI (Figura 19A). 

 Ditiol oxidorredutases, especialmente aquelas que pertencem à superfamília 

tioredoxina, são conhecidas por ser importante nos mecanismos de sinalização redox 

(ARRIGO, 1999; CLISSOLD, BICKNELL, 2003; WILKINSON, GILBERT, 2004). Dentro 

da superfamília tioredoxina, PDI e os seus análogos catalisam reações de isomerização que 

rearranjam as posições das ligações de dissulfeto através de ciclos repetidos de oxidação e 

redução (FERRARI, SOLING, 1999). Leucócitos, apesar de sua meia-vida curta e baixos 

níveis de ribossomos e RE, expressam PDI abundantemente e liberam-na na forma solúvel, 

quando estimulados com ésteres de forbol, tais como PMA (BASSUK et al., 1990). 

Para analisar a atividade redutase da PDI dos neutrófilos, realizamos ensaios de fluorescência, 

seguindo a formação do composto fluorescente de E-GSH, gerado pela quebra das pontes de 

dissulfeto de di-E-GSSG por PDI (Figura 1). A ativação dos neutrófilos com PMA levou a um 

aumento de até 4 vezes na intensidade de fluorescência que pode ser atribuível a atividade da 

PDI e esta atividade foi fortemente inibida pelo Tempol e bacitracina. E-GSH e PMA 

sozinhos não mostraram interferência significativa nos ensaios (Figura 19). Notavelmente, a 

diminuição da atividade redutase da PDI por Tempol foi mais eficiente do que pela 

bacitracina, confirmando a sua marcante capacidade para modular não apenas o burst 

oxidativo, mas também a atividade desta enzima, isto em baixas concentrações (µM). 
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Figura 20: Detecção por fluorescência da atividade redutase da PDI em 

neutrófilos provenientes de focos inflamatórios.  

 

Fonte: Da Autora. 

Nota: A atividade da PDI foi monitorada em um estado de repouso ou 

com células estimuladas por PMA (100 ng de PMA/10
6
 células), pela 

produção de E-GSH. Di-E-GSSG (150 nM) foi utilizado como um 

substrato. Tempol (5, 15 e 120 µM) ou Tempol-SG (120 µM) foi 

adicionado antes da estimulação celular e a atividade da PDI foi 

acompanhada durante o burst respiratório. Os resultados apresentados são 

representativos de pelo menos três experimentos separados. 

 

 Tempol foi capaz de inibir a atividade catalítica da PDI desencadeada pelo PMA 

(Figura 20). A intensidade de fluorescência mostrou uma fase de retardamento, na presença de 

Tempol, e a inibição foi quase 100% na maior concentração testada (Figura 20). A PDI 

participa da montagem do complexo NADPH oxidase em células fagocíticas, portanto, 

influenciando na resposta imune; por exemplo, alterando os níveis dos complexos NADPH 

oxidase (BENHAM, 2012; LAURINDO et al., 2008). Tempol pode ser considerado, in vivo, 

uma molécula com efeitos pleiotrópicos, especialmente devido à sua atividade antioxidante 

(SAMUNI, BARENHOLZ, 2003; SOULE et al., 2007; TEKE et al., 2008; WILCOX, 

PEARLMAN, 2008). Desde que Tempol é capaz de inibir a atividade da PDI, algumas 

considerações clínicas são relevantes. Em primeiro lugar, Tempol poderia interferir com os 

processos fisiológicos regulados pela PDI (LAURINDO et al., 2008). Além disso, os níveis 

da atividade da PDI têm de ser reduzidas em algumas situações clínicas, para as quais o 

Tempol poderia apresentar um efeito benéfico. 

 As aplicações terapêuticas da inibição da PDI podem ser consideradas usando 

Tempol, uma vez que ele inibe a atividade da PDI, como demonstrado neste estudo, e pelo 
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fato deste composto apresentar baixa toxicidade, bem como excelentes parâmetros 

farmacocinéticos in vivo (SAMUNI, BARENHOLZ, 2003; SOULE et al., 2007; WILCOX, 

PEARLMAN, 2008); Além disso, PDI como um alvo terapêutico foi estudada através de 

anticorpos monoclonais como uma terapia associada com um inibidor desta enzima, a 

bacitracina, em que foram observadas a inibição da migração celular e da invasão tumoral, o 

que implica que a PDI da superfície celular pode estar envolvida na mediação como 

sinalizadora de vias apoptóticas (GOPLEN et al., 2006; GREK, TOWNSEND, 2014). 

 Raturi e Mutus (2007) relataram que se PDI é mantida em um estado reduzido 

usando uma concentração baixa de DTT que é insuficiente para reduzir a sonda, a atividade 

de redutase da PDI pode ser explorada na superfície celular. A elevada afinidade de Di-E-

GSSG foi atribuída, pelo menos em parte, para os anéis aromáticos de eosina, que facilitam 

uma interação hidrofóbica com PDI perto do seu sítio ativo, que resulta em alta afinidade. 

Esta hipótese é considerada porque ditióis na tiorredoxina estão rodeados por regiões 

hidrofóbicas naquele sítio ativo. É razoável supor que Tempol pode causar uma inibição 

direta da PDI por ligação às regiões hidrofóbicas desta enzima. 

 

 

5.6 TEMPOL SE LIGA NO SÍTIO ATIVO a' DA PDI  

 

 

 A fim de se analisar os mecanismos envolvidos na inibição in vitro da atividade 

redutase da PDI pelo Tempol, foram realizados estudos de massa da enzima recombinante 

incubada com Tempol (Figura 21). Como mostrado, a enzima reduzida apresentou uma massa 

de 60504 Da. Quando incubada com Tempol, dois picos de 60676 e 61192 Da foram 

observados, correspondentes à adição de uma e quatro moléculas de Tempol, respectivamente 

(Figura 21 B).  
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Figura 21. Análise por MS da ligação do Tempol à PDI.  

 

 

 

 

Fonte: Da Autora. 

Nota: A ligação do Tempol à PDI foi analisada por LC-MS, tal como 

explicado na seção de Materiais e Métodos. PDI no estado reduzido (A, 

60504 Da) foi incubada com Tempol durante 60 minutos à temperatura 

ambiente em uma proporção molar 1:6. (B) Os espectros de massa mostraram 

a presença de ions correspondentes à adição de 1 (60676 Da) ou 4 (61192 

Da) moléculas de Tempol. Os resultados apresentados são representativos de 

três experimentos independentes. 

 

 Para analisar o potencial de modificação dos sítios ativos da PDI por Tempol, 

realizamos estudos utilizando espectrômetro de massa usando a PDI humana recombinante. A 

enzima recombinante exibiu uma massa de 60504 Da, que está de acordo com prévios relatos 

na literatura, utilizando o mesmo plasmídeo para expressar a proteína (Figura 21A). Quando 

incubada com Tempol, além da proteína não modificada, dois outros picos apareceram, que 
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correspondem à soma de 1 ou 4 moléculas de Tempol a enzima (Figura 21B). Estes resultados 

são compatíveis com a reversibilidade que sugeriu a inibição observada na Figura 17, em que 

a inibição diminui com tempos de pré-incubação mais longos. Assim, foi realizada a 

tripsinização da PDI não modificada e modificada por Tempol para identificar as 

modificações covalentes, que finalmente explicam os resultados previamente observados. 

 Devido à presença de quatro resíduos de cisteína no sítio ativo da enzima, nós 

analisamos se a ligação foi observada de forma covalente e onde esta interação ocorre. 

Quando PDI recombinante foi tripsinizada, observou-se uma cobertura superior a 70% 

(ANEXO B). Para este fim, utilizou-se a forma reduzida da enzima. Além da PDI 

recombinante isolada tripsinizada (ANEXO B) nós incubamos a PDI recombinante com 

maleimida (ANEXO C) e/ou Tempol (ANEXO D e E) e analisamos os peptídeos resultantes 

da tripsinização. Quando os peptídeos foram analisados, somente um foi encontrado por ser 

modificado em comparação com a enzima não-tratada. Este peptídeo continham Cys397 e 

Cys400 no sítio ativo a´ (Figura 22). A análise da série y e b mostram que apenas Cys400 foi 

covalentemente modificada pelo Tempol, sugerindo a formação de interações não-covalentes 

entre a PDI recombinante e Tempol para além da ligação à Cys400. Isto é confirmado pela 

variação da massa de 172 Da dos fragmentos contendo Cys400, enquanto que nenhuma 

diferença em massa foi observada quando este resíduo se encontra ausente. O tipo de 

interação com as outras três moléculas de Tempol não pôde ser determinada, o que sugere 

uma ligação fraca para a enzima. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



74 

 

Figura 22. Detecção da ligação covalente do Tempol 

ao sítio ativo da PDI através da análise de LC-

MS/MS. 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Da Autora. 

Nota: PDI reagiu com Tempol como explicado na seção 

Materiais e Métodos, seguido por digestão com tripsina. Os 

peptídeos contendo Cys400 e Cys397 foram analisados por 

MS/MS para determinar a modificação covalente pelo 

Tempol. Os espectros mostram a série y e b para cada 

peptídeo. 
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Após análise da Figura 22, podemos concluir que Tempol se liga covalentemente à 

PDI. Em primeiro lugar, a partir dos peptídeos obtidos pela digestão da proteína, apenas o 

peptídeo que inclui o sítio ativo a´ (386KNVFVEFYAPWCGHCK401) foi modificado e apenas 

por uma molécula de Tempol (Figura 22). Da série y e b, observamos que apenas Cys400 foi 

covalentemente modificada por Tempol. Os fragmentos que contêm este resíduo mostram um 

aumento de massa em 172 Da (correspondente a uma molécula de Tempol) em contraste com 

aqueles contendo apenas Cys397, cuja m/z não se alterou em qualquer um dos fragmentos 

detectados (Figura 22). A ligação covalente de mais moléculas de Tempol à PDI não foi 

detectada e, mais importante, não há outros resíduos de Cys que foram modificados na 

proteína (dados não apresentados). Como expresso anteriormente, uma vez que está relatado 

que o aduto formado pelo nitróxido é instável (GOLDSTEIN, 2008) não podemos descartar 

que outros adutos são transitoriamente formados durante a inibição da PDI participando no 

mecanismo de inibição da enzima mediada por Tempol. 

 Em resumo, os nossos resultados suportam o fato de que a ativação de neutrófilos 

induz a atividade redutase da PDI na membrana plasmática dos neutrófilos e que Tempol é 

capaz de inibir a atividade redutase da chaperona. O sítio ativo a’ da PDI foi recentemente 

demonstrado ser importante para a função da enzima em plaquetas (grupo Essex JCI, 2015). 

Assim, a capacidade do Tempol em modificar covalentemente a Cys400 pode ter relevância 

biológica e clínica. Finalmente, se a PDI é relatada em processos patológicos, a proteína pode 

representar um importante alvo farmacológico para a intervenção terapêutica com Tempol. 
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6. CONCLUSÕES 

 

Os nossos resultados suportam o fato de que a ativação de Nox2 de neutrófilos é 

modulada por pelo menos dois mecanismos mediados pelo Tempol:  

(i) inibição da ativação de Nox2 paralela à atividade redutase da PDI na membrana 

plasmática dos neutrófilos, evidenciada através de análises por espectroometria de massa. A 

capacidade do Tempol em modificar covalentemente a Cys400 pode ter relevância biológica e 

clínica, que deve ser ainda melhor avaliada. Se PDI é implicada em processos patológicos ela 

pode representar um importante alvo farmacológico para a intervenção terapêutica com 

Tempol. 

(ii) os resultados apoiam um papel central das proteínas quinases para a sinalização celular 

na produção de oxidantes e o mecanismo fungicida de fagócitos mesmo não permitindo 

discriminar entre as isoformas de proteínas quinases dos neutrófilos afetadas pela ação 

envolvendo o Tempol na ativação de Nox2.  

Assim, as estratégias terapêuticas propostas fundamentadas na utilização de nitróxidos 

cíclicos devem levar em conta o risco potencial de alterar a resistência do hospedeiro à 

infecção por fungos. 
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ANEXOS 

 

 

 

 

ANEXO A – Protocolo de aprovação do comitê de ética 
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ANEXO B - Peptídeos da PDI recombinante após tripsinização 

 

Fonte: Da Autora 
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ANEXO C - Peptídeos da PDI recombinante após tratamento com maleimida e tripsinização 

 

Fonte: Da Autora 
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ANEXO D - Peptídeos da PDI recombinante após tratamento com Tempol e tripsinização 

 

Fonte: Da Autora 
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ANEXO E - Peptídeos da PDI recombinante após tratamento com Tempol e Maleimida 

seguido de tripsinização 

 

 
Fonte: Da Autora 


