Universidade de Séo Paulo

Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto
Departamento de Quimica

Programa de Pds-Graduagdo em Quimica

“Mecanismos e a influéncia de ferro labil em processos nitrosativos

intracelulares utilizando o indicador fluorescente 4,5 diamino fluoresceina”

Fernando Cruvinel Damasceno

Tese apresentada a Faculdade de
Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto da
Universidade de S&o Paulo, como parte das
exigéncias para a obtencdo do titulo de Doutor em

Ciéncias, Area: Quimica

RIBEIRAO PRETO -SP

2015



FERNANDO CRUVINEL DAMASCENO

“‘Mecanismos e a influéncia de ferro labil em processos nitrosativos

intracelulares utilizando o indicador fluorescente 4,5 diamino fluoresceina”

VERSAO CORRIGIDA

Tese apresentada a Faculdade de Filosofia,
Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto da Universidade
de S&o Paulo, como parte das exigéncias para a
obtencao do titulo de Doutor em Ciéncias.

Area: Quimica

Orientador: Prof. Dr. José Carlos Toledo Junior

Versédo corrigida. A versdo original encontra-se
disponivel tanto na Biblioteca da Unidade que aloja o
Programa quanto na Biblioteca Digital de Teses e

Dissertacdes da USP (BDTD)

RIBEIRAO PRETO -SP

2015



Autorizo a reproducéo e divulgacao total ou parcial deste trabalho, por qualquer meio
convencional ou eletronico, para fins de estudo e pesquisa, desde que citada a
fonte.

FICHA CATALOGRAFICA

Damasceno, Fernando Cruvinel

Mecanismos e a influéncia do ferro labil em processos
nitrosativos intracelulares utilizando o indicador fluorescente 4,5
diamino fluoresceina. Ribeirdo Preto, 2015.

158 p.:il. ; 30 cm

Tese de doutorado, apresentada a Faculdade de Filosofia
Ciéncias e letras de Ribeirdo Preto/USP. Area de concentrag&o:
auimica




Nome: DAMASCENO, Fernando Cruvinel
Titulo: “Mecanismos e a influéncia de ferro labil em processos nitrosativos

intracelulares utilizando o indicador fluorescente 4,5 diamino fluoresceina”

Tese apresentada a Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto da
USP, como parte das exigéncias para a obtencéo do titulo de Doutor em Ciéncias.

Aprovado em:

Banca Examinadora

Prof. Dr. Instituic&o:
Julgamento: Assinatura:

Prof. Dr. Instituic&o:
Julgamento: Assinatura:

Prof. Dr. Instituicéo:
Julgamento: Assinatura:

Prof. Dr. Instituicao:
Julgamento: Assinatura:

Prof. Dr. Instituicéo:

Julgamento: Assinatura:




Dedicatoria

Dedico este trabalho a minha familia,
aos meus amigos, e a todas as pessoas
que Sse recusam a entregar este mundo

aos saqueadores.



AGRADECIMENTOS

Ao meu orientador, Dr. José Carlos Toledo Junior, pela oportunidade,
paciéncia, auxilio, por tudo que me ensinou e, principalmente, por ter me
apresentado a quimica e a pesquisa sob uma nova perspectiva.

A minha familia por todo apoio e incentivo ao longo desta jornada.

A Fran, pelo companheirismo, paciéncia e por toda ajuda concedida nesta

etapa final.

Aos meus colegas Romulo, Thalita, Fernando, Carol, Angélica e André por
toda ajuda que deram na execucéo do trabalho e por dividirem comigo a
responsabilidade fastidiosa de cuidar das culturas de células nos finais de
semana e nos feriados.

As colegas, Caroline, Cristina, Dayane, Fernanda, Giuliana, Laura e Roberta,
pela amizade, pelo convivio prazeroso e claro, por terem organizado festas e
me suportado em estado de consciéncia alterado.

A professora Dr.2 Maria Lucia Arruda de Moura Campos

A todos os docentes, técnicos e funcionarios do Departamento de Quimica

gue tornaram possivel a realizacéo do trabalho.

A FAPESP pelo financiamento do projeto de pesquisa

A CAPES pela bolsa concedida

A Universidade de Sao Paulo.



“Nao deixe sua chama se apagar com a
indiferenca.

Nos pantanos desesperancosos do ainda, do
agora nao.

N&o permita que o herdi na sua alma padeca
frustrado e solitario com a vida que ele
merecia, mas nunca foi capaz de alcancar.
Podemos alcancar o mundo que desejamos.
Ele existe.

E real.

E possivel.

E seu.”

Ayn Rand



RESUMO

DAMASCENO, F. C. Mecanismos e a influéncia de ferro labil em processos
nitrosativos intracelulares utilizando o indicador fluorescente 4,5 diamino
fluoresceina. 2015. 156 f. Tese (Doutorado) - Faculdade de Filosofia, Ciéncias e
Letras de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2015.

Neste trabalho foram investigados os mecanismos e o perfil cinético de processos
nitrosativos do ponto de vista da nitrosagédo do indicador 4,5-diamino fluoresceina
(DAF2) em células do tipo RAW 264.7. Também foi investigado o papel que ferro
labil (LIP) exerce em tais processos. O estudo cinético mostrou que a nitrosacao do
DAF2 é dependente de superoxido intracelular e se processa por dois mecanismos
distintos denominados nitrosilagdo oxidativa e nitrosagédo. Observou-se que o perfil
cinético da nitrosacao do DAF2 sofre uma transi¢cdo passando de dependente para
independente com relagao a concentragao de *NO, quando a concentragcdo de *NO
se aproxima de 100-110nM. Este perfil estd relacionado com a dindmica de
recombinacdo entre *NO e O, gue dispara todo o processo de nitrosacédo do DAF2.
No trabalho fica claro que processos nitrosativos que ocorrem pelos mesmos
mecanismos podem apresentar perfis cinéticos completamente diferentes
dependendo da localizacdo onde ocorre a recombinagao entre *NO e 0, .0 ponto
mais interessante foi a constatacdo de que quelantes permedveis a membranas
biologicas estimulam a nitrosagdo do DAF2 intracelular. Este efeito € decorrente da
remocdo de LIP intracelular que, surpreendementemente, apresenta papel
antinitrosativo nas condicbes experimentais estudadas. O papel incomum
antinitrosativo apresentado por LIP é analizado do ponto de vista da reacdo entre
LIP e ONOO que tem como produto nitrito, uma espécie nao nitrosante. Estes
resultados podem alterar a forma como LIP é visto em processos oxidativos e
nitrosativos.

Palavras-chave: Oxido nitrico, nitrosacdo, células RAW 264.7, ferro labil,

peroxinitrito, nitrosilagdo oxidativa



ABSTRACT

DAMASCENO, F.C. Mechanisms and the role of labile iron pool in intracelular
nitrosative processes using 4,5 diaminofluorescein as a probe. 2015. 156 f.
Tese (Doutorado) - Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto,

Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2015.

In this work, we investigated the mechanisms and kinetic profiles of
nitrosative processes using fluorescent indicator 4,5-diaminofluorescein (DAF2) in
RAW 264.7 cells. The labile iron pool (LIP) influence in nitrosative processes was
also evaluated. Intracellular DAF2 nitrosation is superoxide dependent and proceeds
by two distinct mechanisms: Oxidative nitrosylation and nitrosation. The former
mechanism is the most relevant under all experimental conditions tested.
Interestingly, the DAF2 nitrosation rate increases linearly with eNO concentration of
up 100-110 nM but thereafter undergoes a sharp transition and becomes insensitive
to *NO. This peculiar kinetic behavior has never been reported and it is linked with
*NO and superoxide recombination dynamics. When *NO reaches a concentration
capable to outcompete superoxide dismutase for superoxide, the rate of DAF2
nitrosation becomes insensitive to *NO. The most striking finding is the LIP's
influence in nitrosative processes. LIP removal by cell membrane permeable metal
chelantors increases DAF2 nitrosation rate significantly, suggesting tha LIP can act
as an anti-nitrosant species. This increase is probably related with LIP’s direct
reaction with peroxynitrite, wich produces non-nitrosant species like nitrite. This
controversial LIP"s anti-nitrosative role in cellular systems is rather interesting since it

can change the way we understand it’s role in nitrosative and oxidative processes.

Keywords: Nitric Oxide, Labile iron pool, peroxynitrite, superoxide, nitrosation,

oxidative nitrosylation, RAW 264.7 cells.
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1.1. Oxido nitrico: Propriedades Béasicas

Monoxido de nitrogénio (6xido nitrico, *NO) é uma molécula inorganica
diatdmica, descoberta em 1772 por Joseph Priestly*. E um gés incolor com ponto de
fusdo de -163° C e ponto de ebulicdo -151,8°C a latm e solubilidade em &gua
préxima & do gas oxigénio, entre 2-3 mM, % 3.

A andlise do diagrama qualitativo de orbitais moleculares da molécula de
*NO (Figura 1) revela caracteristicas que explicam varias importantes propriedades
quimicas. Os dois orbitais moleculares de mais baixa energia 0; e 02* sdo pouco
relevantes. Os orbitais ligantes 03, M1 e M2 e o orbital antiligante 2* contribuem
efetivamente para a ligacao entre os atomos de nitrogénio e oxigénio. Formalmente,
*NO apresenta ordem de ligagéo igual a 2,5, consistente com o comprimento de
ligacdo de 1,15 A, intermediario entre os comprimentos de liga¢des triplas e duplas
da molécula de N, (1,06 A) e da molécula de O, (1,18 A)*, respectivamente. O
diagrama mostra ainda a presenca de um elétron desemparelhado no orbital 2%,
revelando que *NO é um radical e justificando seu paramagnetismo.

Apesar de ser um radical livre *NO é uma molécula relativamente estavel
quando comparada a outros radicais. De fato, pode ser estocada em cilindros e é
comercializada desta forma. O elétron desemparelhado ocupa o orbital m2* que
apresenta consideravel carater do atomo de nitrogénio, o que € um fator importante
e determinante da sua reatividade. Por exemplo, as reagdes de recombinagdo com
outros radicais ou com metais de transicdo que possuem elétrons desemparelhados
ocorrem via atomo de nitrogénio. Os potenciais de reducdo e oxidacdo de *NO
oferecem informacdes relevantes relativas a energia do orbital antiligante no qual o
elétron desemparelhado se localiza. A semi-reacédo para a reducdo monoeletronica

do *NO é mostrada na equacéo 1

‘NO +e +H* —> HNO E° =-0,8V (x0,02) (a 1M vs NHE)® (Eq.1)
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Figura 1 — Diagrama qualitativo de orbitais moleculares da molécula de
oxido nitrico.

Bartberger et al.’ relata que a reducdo monoeletrdnica do *NO deve
acontecer prioritariamente para a forma triplete, pois a reducéo para forma singlete
(*NO ) requer um potencial de -1,7 V vs (NHE), o que torna a formacéo desta
espécie desfavoravel. Além disso, o pKa da forma reduzida, estimado a partir destes
potenciais, € de cerca de 11,6 V (£3,4 V), o que faz com que o ion nitroxila exista
essencialmente na sua forma protonada HNO em meio aquoso e pHs fisiolégicos. A
dificuldade de reducédo do *NO é especialmente importante para sistemas biologicos,
pois a producdo de HNO seria um enorme problema, ja que esta espécie apresenta
reatividade completamente diferente da apresentada por *NO, sendo inclusive tdxica
em condigcbes onde *NO é necessario. De modo semelhante *NO também se
apresenta resistente a oxidacao direta, apresentando potencial redox em solucéo
aguosa de cerca de 1,21V vs NHE. O potencial seria ainda mais elevado nas baixas

concentracdes encontradas em sistemas biologicos, tornando sua oxidagdo pouco
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acessivel as reacdes de oxidagcdo. Entretanto, oxidantes fortes como aqueles
gerados como intermediarios do ciclo catalitico de peroxidases (mielo peroxidase,
eosindfilo peroxidase, horseradish peroxidase) sdo capazes de oxidar *NO ao cétion
NO*.°

NO*+e —> +NO ° =1,21V vs NHE (Eq.2)

A analise dos potenciais redox do *NO revela que este composto ndo atua
como um bom oxidante, nem como um bom redutor, além disso, por ser uma
molécula neutra, *NO também n&o é um bom nucledfilo ou eletréfilo. De fato, *NO
nao reage diretamente com moléculas organicas ou inorganicas, exceto por aquelas
gue também possuem elétrons desemparelhados como outros radicais e metais de
transicAo e somente via recombinacdo radicalar. Por outro lado, estas
recombinacées sdo geralmente muito rapidas. A estabilidade e a relativa
seletividade reacional sdo de grande importancia biolégica e sem davida foram

determinantes para a evolucéo deste radical como um mensageiro secundario.

1.2. Oxido nitrico: Reatividade

A reacdo de *NO com O, é conhecida como reacdo de auto-oxidacdo de
*NO. Embora muitos tenham se referido e ainda se refiram a auto-oxidacao de *NO
para explicar processos oxidativos dependentes de *NO, muito provavelmente ela é
irrelevante na maioria das situacfes devido as suas caracteristicas cinéticas.
Experimentalmente, o estudo cinético da reacédo de auto-oxidacdo de *NO em fase
gasosa revela que a velocidade da auto-oxidacdo aumenta com o0 quadrado da
concentracéo de *NO e é proporcional a concentracdo de O,. Isto €, é um processo
de segunda ordem cinética com relacdo a *NO e terceira ordem global (equacéo 6).

A dependéncia quadratica com *NO faz com que a velocidade da reacéo
seja altamente dependente de sua concentracdo; a reacdo € rapida para
concentragdes elevadas de *NO, porém, quando a concentracdo de *NO € baixa, a

velocidade também diminui drasticamente.
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2°NO + O, — 2NO, (Eq.3)
NO;" + *NO — N,03 (Eq.4)
N,O3 + H,O — 2NO, + H* (Eq.5)
2 = k[NOP?[0,] (Eq.6)

dt

Analogamente, *NO pode se auto-oxidar em ambiente aquoso, porém, ao
contrario do que acontece no ar, NO," ndo constitui o produto final da reagédo, como
€ mostrado na série de equacdes acima. A dependéncia da reacdo de auto-oxidacdo
de *NO com o quadrado da concentracdo de *NO, faz com que a relevancia dessa
reacdo em processos biologicos seja questionavel, pois a concentracdo molar de
*NO, mesmo em processos inflamatérios, € mantida baixa (1nM < [*NO] < 1 uM), de
modo que seja muito mais provavel que <NO reaja com outros constituintes
celulares, como ficara evidente abaixo.

Os principais produtos da metabolizacéo celular de *NO in vivo e em células
sdo indiscutivelmente ions nitrito (NOZ_) e ions nitrato (NOg_) e ndo existe
mecanismo Unico que produza os dois produtos. Aparentemente as células
apresentam mecanismos cataliticos e distintos de consumo de *NO que levam a
producdo destas espécies e estes mecanismos se processam essencialmente
mediante a reacao entre *\NO com centros metalicos.

Uma das reacdes mais importantes do *NO em sistemas celulares é a
reacdo com citocromo C oxidase (Ccox). Na verdade, existem dois mecanismos
pelos quais *NO reage com Ccox. No mecanismo mais conhecido, *NO reage
reversivelmente com a enzima no seu estado totalmente reduzido (R), formando um
complexo nitrosilo do tipo [Fe?*-NO Cug*] (k = 0,4-1 x 10 M™s™) 7, mas n&o contribui
efetivamente para o consumo e metabolizacdo do *NO. No segundo mecanismo,
*NO reage com um intermediario do Ccox, mais precisamente o sitio Cug, formando
um intermediario contendo nitrosénio (NO™) ligado ao cobre, que por sua vez é
convertido a NO, pela interagdo com ferro heme a3 da enzima, formando um aduto
[Fe®* NOZ_] gue se dissocia liberando nitrito. A constante de velocidade da reacéo
pode variar entre 10* a 2 x 10° M™'s™ a 20°C, dependendo do estado de oxidac&o

inicial da enzima. Este mecanismo ndo compete diretamente com O,, uma vez que
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se processa com a enzima no estado oxidado (O) e nos estados de oxidacéo
intermediarios do Ccox (P, F e E).

Feas?'Cug?” + NO —> [Cugs*Fesss*-NO*]+ HO —>

[Cug'Fess®-NO' 1+ HO —> Cug'Feis®-NO, +2H +e  (Eq.7)

A partir destes mecanismos fica evidente que o metabolismo do *NO via
reacdo com Ccox é altamente dependente da concentracdo de O, no meio e da
distribuicdo da enzima entre os diferentes estados de oxidagdo. Além disso, fica
claro que *NO pode atuar como um regulador da respiracdo celular dependendo das
concentragdes de *NO produzidas.

Outra reacao de importancia seminal do ponto de vista histérico e bioldgico é
a reacdo de *NO com oxi-hemoglobina (Hb(Fe?")O,). Esta reacdo produz NO;
exclusivamente, é irreversivel e muito rapida, aproximando-se do limite difusional (k
= 8,9 x 10" M*s™ )8, Foi importante na descoberta de que o fator relaxante derivado
do endotélio (FRDE) era *NO, j& que a presenca de oxi-hemoglobina inibia o
processo de vasodilatacdo®. Devido a proximidade da fonte endégena de *NO
(endotélio), a elevada constante de velocidade e a concentracdo elevada de oxi-
hemoglobina, muito provavelmente esta reacdo determina a dinamica vascular de
*NO.

Hb(Fe?")O, + 'NO—> Hb(Fe*') + NO; (Eq.8)

Ja a reacao reversivel entre metal e *NO, formando espécies nitrosilos
(Metal — <NO) tende a estabilizar a molécula do Oxido nitrico através do
deslocamento de densidade eletronica do metal para *NO, o que faz com que *NO
adquira uma carga formal negativa, formando a espécie conhecida como anion
nitroxila (NOf). Esta interacdo também pode ocorrer mediante deslocamento de
densidade eletronica do *NO para o metal, o que resulta em deficiéncia eletronica no
‘NO, dando origem ao cation (NO*) nitrosilo®. A diferenca na forma como estas
interagbes ocorre, influi diretamente nas propriedades e reatividades que estes

complexos apresentam.
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(L)M™ + «NO €= (L)M™—NO <= (L)M"! — «NO* (ligacdo linear)  (Eq.9)

(L)M™ + «NO €= (L)M™—NO €—> (L)M™! - «NO (ligacdo angular) (Eq.10)

Embora parecam relativamente simples, as interacdes entre metal e NO
dependem de muitos fatores, como as caracteristicas do metal envolvido, as
energias de seus orbitais, 0 ambiente quimico no qual o metal se situa, isto €, a
presenca de outros ligantes® e até mesmo o pH do meio. Tudo isso exerce forte
influéncia na forma como o centro metalico interage com o *NO. Até a geometria do
fragmento M--NO depende destas interacdes, pois, observa-se que complexos que
possuem carga formal positiva no *NO, tendem a apresentar ligacdo M — *NO linear,
enquanto complexos onde a carga formal sobre o *NO é negativa tendem a
apresentar ligacdo M — *NO angular. A quimica que descreve as interacoes entre M
— +*NO é complexa e em funcdo da enorme relevancia biolégica que esta interacéo
possui, estas reacfes foram extensivamente estudadas podendo ser facilmente
encontrados artigos e revisées sobre o tema. % 101112,

A recombinacdo com outros radicais € uma classe importante e
biologicamente relevante de reacdes de *NO. Sem duvida, dentro desta classe, a
reacdo de maior relevancia e que influencia toda a quimica de *NO em sistemas
bioldgicos € a recombinacdo com o radical superdxido (Oz'_). Esta reacdo produz
peroxinitrito (ONOO_/ ONOOH) e é uma das rea¢Bes com mais altas constantes de
velocidades conhecidas (k = 1,9 x 10%° M*s™h)*3,

‘NO + 0,” —> ONOO k=1,9x10"°M%s? (Eq.11)

A importancia desta reacdo reside basicamente em dois aspectos: i)
excessiva producdo de 0, pode resultar em diminuicdo da biodisponibilidade de
*NO e consequentemente no descontrole dos processos biolégicos regulados por
*NO; ii) produto da reacdo peroxinitrito, embora nao seja radicalar, € bastante
reativo. Enquanto que *NO tem meia vida de cerca de alguns segundos em
ambiente biolégico, ONOO resiste a uma pequena fracdo disso, <1s, o que reflete

em uma grande diferenca na area de atuagao entre as duas espécies. Como ONOO
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€ um oxidante forte, em muitas situagdes onde *NO € capaz de regular funcdes

biolégicas, ONOO tende a causar danos, introduzindo processos nitroxidativos.

ONOOH +H* +2e”" —> NO, +H,0 E°1,4V¥ (Eq.12)

Em pH fisiologico, peroxinitrito pode existir tanto na forma anidnica, quanto
na forma protonada ONOOH (pka 6,8) e ambas as formas sdo capazes de se
envolverem em oxidacGes de um ou dois elétrons. A forma protonada (ONOOH)
constitui cerca de 20% do peroxinitrito em pH fisiolégico'® e pode oxidar tidis
diretamente, levando por fim & formagéo de dissulfetos e nitrito. A forma anibnica
(ONOO_) pode promover a oxidacdo por um elétron de centros metélicos (eq. 13),
formando complexos do tipo oxo-metal e NO,. Esta reacdo pode ser tornar
catalitica, pois o grupo M™*=0 pode oxidar biomoléculas, como residuos de tirosina,
regenerando o centro metélico e iniciando um novo ciclo redox com mais producao
de M™'=0 e NO;".

M" + ONOO —> M™=0 + NO,’ (Eq.13)

Uma das caracteristicas mais marcantes do ONOO é sua suscetibilidade
para decomposicdo catalisada por protonacdo ou pela reagcdo com CO,, ambas
envolvem a homolise da sua ligacao peroxo O-O. A decomposi¢cao pode ocorrer por
duas vias distintas, formando produtos diferentes. Nos dois casos a primeira etapa €
a homolise da ligacédo peroxo (O-O), formando os radicais ‘OH e NO;'. Estes radicais
formam um par geminado [ONO" ‘OH] instavel que é mantido dentro de uma gaiola
de solvente'®. A recombinacdo entre ONO' e ‘OH resulta simplesmente na formac&o
do acido peroxinitroso ONOOH, mas a adi¢cdo de ‘OH no nitrogénio do ONQO’ resulta
na formacéo de acido nitrico (HNO3), que se dissocia em NO; e H* (eq. 14). Esta via

corresponde a cerca de 70% de todo produto de decomposicéo de ONOO .
ONOOH —>[ONO" ‘'OH] — NO; +H"* (Eq.14)

Existe ainda a possibilidade de que estes radicais oxidem substratos antes
de se recombinarem, correspondendo a no maximo a cerca de 30% do produto final

resultante da decomposicao do peroxinitrito.
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ONOOH —>[ONO" ‘'OH] — NO, + HO (Eq.15)

Dioxido de carbono pode reagir com peroxinitrito formando um intermediario
instavel [ONOOCO{] que sofre homdlise produzindo NO, e CO; . De maneira
analoga ao que ocorre na homolise do &cido peroxinitroso, um par geminado €&
formado na presenca de CO,, que se decomp®e por duas vias distintas. Na primeira,
nitrato e dioxido de carbono sdo produzidos pela adicdo de um atomo de oxigénio do
radical carbonato ao nitrogénio do NO;'. JA na segunda via, os radicais podem
escapar (reagindo com substratos oxidaveis) da gaiola de solvente antes de
reagirem, liberando NO; e CO; .

ONOO + CO,— [ONOOCO; ]— [COs" NO,] (Eq. 16)

(=70%) NO3 + CO, €— [CO;" NO,]—> NO, + CO;3 (=30%) (Eq.17)

A decomposicdo de peroxinitrito € uma fonte de NO," e de outros radicais
que é cineticamente mais favoravel que a auto-oxidacdo de <NO. Muito
provavelmente, grande parte da toxicidade e dano atribuido ao *NO em sistemas
biolégicos € consequéncia da sua recombinagcdo com 0, e formacao de
peroxinitrito e esta relacionado principalmente aos produtos de decomposicéo deste
altimo. Nenhum radical precursor é particularmente reativo e oxidante, por outro
lado, peroxinitrito e seus derivados sdo oxidantes fortes e muito reativos. Estas
espécies podem se envolver em reacdes redox, adicao, abstracdo de &tomo de H e
recombinacdes’’. Atacam aminoacidos em proteinas, acidos graxos, bases e
acucares constituintes de acidos nucleicos, oxidam metais, causando todo tipo de
dano em metabolismo e sinalizacdo, DNA e membranas bioldgicas. Fica claro que a
guimica do oxido nitrico € bastante rica e complexa, o que faz com que assunto seja
amplamente estudado e discutido. A riqueza e a complexidade da quimica do *NO é
sentida também nas suas reac¢fes em sistemas biologicos, onde ha um ndamero
muito maior de substratos capazes de reagir tanto com *NO, quanto com seus
derivados, o que torna o estudo das causas e dos efeitos destas reacbes um

trabalho bastante complicado e repleto de controvérsias.
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Em particular, além de ser um derivado oxidativo, NO;  também pode
estimular processos nitrosativos. Este radical se envolve em muito mais reac¢des que
seu precursor. NO;' pode facilmente abstrair um elétron de uma grande variedade de
biomoléculas o0 que € potencialmente toxico para sistemas biologicos (Eq. 18). A
oxidacdo monoeletronica de grupos N e S forma radicais que, por sua vez, se
recombinam com *NO para forma nitrosaminas e s-nitrosotiois.

NO, +e — NO, E° (1,19V , 1M, H,O vs NHE)® (Eq.18)

Além disso, em competicdo com alvos oxidaveis, NO," pode se recombinar
com *NO, levando a formacdo de N,O3z, como é apresentado na equacdo 4, com

1 13 Esta espécie é um forte agente

constante de velocidade de k = 10° Ms
nitrosante que em sistemas biologicos € capaz de promover modificacbes em

proteinas, como sera mostrado adiante.

1.3. Sintese enddgena de *NO

Quando Furchgott e Zawadzki'® identificaram a dependéncia do processo de
relaxacao arterial com uma substancia liberada pelo endotélio, que mais tarde ficou
conhecida como FRDE, e Ignarro et al.'® descobriram que o FRDE correspondia a
molécula de Oxido nitrico, foi descoberto ndo somente um novo segundo
mensageiro, mas uma nova classe de mensageiros secundarios que cruza
membranas por difuséo livre e encontra seu receptor no interior celular. Além disso,
um radical livre deixava de ser visto como um vildo, simplesmente uma espécie
toxica capaz de promover oxidacdo de biomoléculas causando danos celulares, e
passava a ser uma molécula fundamental que controlava processos fisioldgicos
bésicos.

Posteriormente foi descoberto que *NO era sintetizado endogenamente pela
acdo de enzimas denominadas *NO sintase (NOS). Estas enzimas catalisam a
oxidacdo de L-arginina a L-citrulina usando O,, e tendo NADPH como doador de

elétrons, flavina adenina dinucleotideo (FAD), flavina adenina mononucleotideo
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(FMN), ferro heme e tetrahidrobiopterina (BH4) como cofatores, através de uma
reacdo que consome cinco elétrons 2% #4122 23,

Estas enzimas foram classificadas em trés diferentes grupos que
compartilham entre si em torno de 50-60% da sequéncia de aminoacidos®*: neuronal
(nNOS ou Tipo | ou NOSI), encontrada inicialmente em tecidos neuronais; induzivel
(iINOS ou Tipo Il ou NOSII) encontrada em varios tipos de células e que sé sao
produzidas quando as células sédo estimuladas, e o terceiro tipo, endotelial (eNOS ou
Tipo Il OU NOSIII) encontrada em tecidos endoteliais®*. As trés formas das enzimas
sdo normalmente classificadas como homodiméricas e possuem a regido
carboxiterminal homéloga a do citocromo P450 redutase. De fato, a regido
carboxiterminal destas enzimas atua como uma redutase e € nesta regido onde se
inicia o fluxo de elétrons a partir da oxidacdo do NADPH. A regido aminoterminal
atua como uma oxigenase e € onde se encontram ligados os grupos heme,
tetrahidrobiopterina (BH,) e L-arginina. %> ?*. Entre os dominios redutase e oxidase
ha uma sequéncia de aminoacidos capaz de se complexar com calmodulina ligada a
Ca®*, o que efetivamente permite a transferéncia de elétrons (ou acoplamento) entre
os dominios redutase e oxigenase e ativa a producdo de *NO. Desta forma, a
producéo de *NO é altamente dependente de Ca*".

Na primeira etapa da reacdo L-arginina € hidroxilada pelo grupo heme da
subunidade oxigenase, usando um atomo de O proveniente do O, e produzindo o
intermediario N"-hidroxi-L-arginina, que por sua vez ¢ oxidado novamente
produzindo *NO e L-citrulina; esta Ultima etapa pode sofrer inibicao pela presenca de
CO ®, o que demonstra o envolvimento do grupo heme nesta etapa. Com a
oxidacdo do grupo heme por O,, a enzima necessita ser reduzida para um novo ciclo
catalitico. Os elétrons séo fornecidos pela subunidade redutase, tendo NADPH como
redutor primario. Os elétrons fornecidos passam pelas flavinas, depois por

calmodulina até chegar no grupo heme.

H + NADPH + O, H,0+NADP' 05NADPH+O, H,0+NADP +H’ + L-Citrulina

\/J \/

L-arginina —— N-hidroxiargining ) se——— (O
% NOS /

Figura 2 — mecanismo de producéo de *NO, a partir de L-arginina.
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As atividades das NOS tipo | e Ill s&o estritamente reguladas pela
concentracdo intracelular de Ca®', através da formacdo do complexo Ca —
calmodulina. Em condicbes normais, a interacdo entre algumas substancias
quimicas com seus receptores nas membranas podem resultar em fluxo de Ca**
através das membranas, ou liberacdo de Ca** de compartimentos de armazenagem.
Este fluxo transitério de Ca®* regula a ativacdo e desativacdo de NOSI e NOSII e é
fundamental para o processo de sinalizacdo dependente de *NO. No sistema
nervoso central, a interacdo entre glutamato e seu receptor NMDA provoca a
entrada de Ca®" que dispara o processo de sintese de *NO por NOSI?®. Assim que a
concentracdo de Ca** diminui o estimulo é interrompoido e producéo de *NO cessa.

Na NOS tipo Il a atividade ndo depende de flutuacbes da concentracdo de
Ca®*. Foi constatado que NOS do tipo Il apresenta o complexo Ca — Calmodulina
fortemente associado & enzima, dispensando a necessidade de Ca** para a ativagéo
da enzima * #* ?’. Contudo, NOS Il ndo é uma enzima constitutiva, mas induzivel.
Pode ser expressa em varios tipos de células, especialmente macrofagos,
hepatdcitos e até células endoteliais. A independéncia de Ca®* significa
essencialmente que a partir do momento de sua expressdo, a NOS tipo II
permanece ativa.

As NOS dependentes de Ca** s&o constitutivas e a ativacéo destas enzimas
depende de estimulos controlados, produzindo normalmente baixos niveis de *NO
gue estdo relacionadas principalmente a funcdes fisiologicas classicas, como
transmissdo neural, vasodilatacdo e processos de sinalizacdo celular. Ja a iNOS,
sendo induzivel, produz niveis mais elevados de *NO, podendo sustentar a producdo
de *NO por vérias horas ou dias ap6s o estimulo inicial, dependendo apenas da
presenca da enzima.

O estimulo para producédo de iINOS em geral é decorrente da presenca de
citocinas como y-interferon ou lipossacarideos bacterianos?® e resulta na producéo
de ‘NO na escala de centenas de nanomolar. Taxas de producdo de *NO téo
elevadas sao especialmente Gteis como mecanismos de defesa contra patdégenos
durante processos inflamatorios e exercem papéis importantes no sistema
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imunologico, podendo agir como um agente tOxico para microorganismos por

desencadear processos oxidativos e nitrosativos ou como supressor ou indutor de
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apoptose *!. Porém, producdo excessiva pode representar um risco para a propria
célula produtora e dos tecidos préximos.

1.4. Oxido nitrico: Mecanismo de sinalizac&o e funcdes fisiolégicas

Entre os mensageiros secundarios conhecidos, 6xido nitrico € singular sob
varios aspectos®. E o (nico mensageiro inorganico, sendo estruturalmente t&o
simples que ndo pode atuar por associacao fisica com receptores como acontece
para os demais mensageiros organicos como cGMP, cAMP e muitos outros. Além
disso, *NO é uma molécula diatbmica gasosa, neutra, radicalar e que apresenta
elevada solubilidade em ambiente aquoso e hidrofébico, portanto, apresenta elevada
difusibilidade. Como consequéncia, *NO nao encontra dificuldades para difundir-se
livremente e atuar de forma autocrina e paracrina, sendo esta propriedade
fundamental para varias funcdes fisiolégicas como vasodilatacdo e
neurotransmissao.

A sinalizacdo mediada por *NO, acontece por sua ligacdo reversivel a
enzimas contendo ferro-heme, com destaque para guanilato ciclase soltvel (sGC) 3*
3 35 Guanilato ciclase solivel é uma enzima heterodimérica, que possui uma
subunidade a e outra 3, onde para cada uma das subunidades foram isolados dois
isormofos a1 e (1. A forma constituida pelas unidades a1 e (1 corresponde ao
isomorfo que é mais amplamente encontrado nos mamiferos e corresponde a forma
ativa da enzima®. Na subunidade B reside um grupo ferro-heme, onde o Fe?* forma
um complexo de spin alto, pentacoordenado, ligado a um residuo de histidina da
posicdo 105 da cadeia B, que se assemelha com o grupo ferro-heme encontrado na
deoxihemoglobina. Porém, ao contrario do que acontece com a deoxihemoglobina,
este sitio ndo se liga a oxigénio, garantindo disponibilidade da enzima para se ligar
com *NO.

Oxido nitrico liga-se reversivelmente e rapidamente ao Fe®* do receptor
intracelular sGC. A ligacdo Fe?*— +NO enfraquece a ligacéo entre o préprio ferro e o
residuo de histidina proximal, localizado axialmente ao *NO no grupo heme,

finalmente levando a ruptura da ligacdo Fe-histidina. Tal reacdo supostamente
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desencadeia alteracdo conformacional de sGC que resulta no aumento da atividade
de sGC por cerca de 400 vezes. Este processo requer concentracoes de *NO na

faixa de baixo picomolar®’ ®

, 0 que demonstra que concentracdes minimas de *NO
sao capazes de disparar os mecanismos de sinalizacao celular.

Uma vez ativada, sGC passa a catalisar a formacdo de monofosfato ciclico
de guanosina (cGMP) a partir de trifosfato de guanosina (GTP). Um dos efeitos da
formacdo de cGMP estd relacionada com processos que regulam proteinas
contrateis. Isto €, quando *NO ativa sGC na musculatura lisa ao redor de pequenos
vasos sanguineos, cGMP resultante se associa fisicamente e ativa proteinas
quinases (cGK ou PKGs) que promovem a abertura de canais idnicos que resulta na
diminuicdo da concentracdo fons Ca** e consequente desacoplamento do
magquinario contratil, resultando em vaso relaxacdo®. Mecanismo semelhante inibe
agregacédo de plaguetas e controla a contratilidade de cardiomidcitos, portanto, *NO
apresenta papel fundamental no sistema cardiovascular.

O processo de producdo de cGMP a partir da ativacdo de sGC promovida
por *NO também esta diretamente relacionado com atividade neuronal de
potenciacdo de longo termo. Neste caso, o aumento da concentracdo de Ca** ativa
NOSI com consequente producdo de °<NO em neurbnios pos-sinapticos.
Supostamente, *NO difunde-se para neurdnios pré-sinapticos ativando sGC, que por
sua vez, promove liberacdo de neurotransmissores via cGMP. Estes
neurotransmissores atuam no neurénio pdés-sindptico, mantendo a producédo de *NO,
em uma espiral que mantém atividade neuronal potenciada e por longo periodo, o
que é importante em processos de aprendizado e memorizacao.

Como discutido acima, *NO pode ser oxidado a ions NO, por Ccox, mas a
reacdo mais importante do ponto de vista cinético e fisioldgico envolve a reacéo
reversivel entre *NO o grupo Heme-Fe a; reduzido® **. A enzima Ccox, presente na
cadeia transportadora de elétrons, € responsavel pela reducdo de O, a agua, um
processo que € acoplado ao bombeamento de prétons para fora da matriz
mitocondrial e que contribui para a formag¢éo e manutencéo do gradiente de protons
ao longo da membrana, que finalmente é usado para sintetizar ATP*.

Desde a década de 70*® sabe-se que *NO liga-se reversivelmente ao ferro-
heme do citocromo a3 (eq. 7) em funcéo da similaridade que esta molécula possui

com O, e CO. Porém, nesta reacdo *NO ndo é consumido, podendo dissociar-se
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deste grupo com a diminui¢cdo da sua concentragéo. Tal inibicdo promovida por *NO
ocorre mesmo com concentragdes baixas de *NO, proximas de 270nM. A eficiéncia
com a qual *NO é capaz de inibir a respiragao celular revela o grande potencial que
esse processo possui para regulacdo de funcdes bioldgicas. De fato, suspeita-se
que esta inibicdo em células préximas da vasculatura onde a concentracdo de *NO é
maior (producdo endotelial) proporciona melhor oxigenacdo de células teciduais
mais distantes de vasos sanguineos.

Por outro lado, em condicdes onde a concentracdo de NO aumenta, como
ocorre em processos inflamatérios ou de exposicdo das células a condi¢cdes de
estresse oxidativo, existe a possibilidade de *NO atacar centros de ferro e enxofre
como 0s que estdo presentes nos complexos I, Il e em aconitases® ocasionando
inibicdo permanente da respiracéo celular. Além da reacdo com os centros de ferro
enxofre, h4 outros mecanismos pelos quais *NO pode inibir a respiracdo mais
persistentemente, como s-nitrosilacdo e nitracdo de residuos de tirosina do
complexo |I.

Processos de sinalizacdo celular e controle de respiracdo mitocondrial
correspondem apenas a dois dos varios processos que sofrem influéncia direta ou
sdo regulados pela acdo de <NO. Muitos outros processos celulares estéo
intimamente relacionados com a producdo de *NO endégena, como apoptose®,
proliferacdo celular®, resposta vascular a condicdes de hipoxia, inibicdo de
processos de autofagia®® e modificagdes p6s traducionais de protefinas como

formacao de s-nitrosoproteinas®® 47 484930

1.5. Oxido nitrico: s-nitrosacdo

A formacéo de s-nitrosotibis corresponde a uma modificagdo pés traducional,
na qual ha adicdo do grupo nitroso (formalmente NO) a ti6is de cisteina® 2.
Segundo o levantamento feito por Hess e Stamler™ até 2012 ja haviam sido
catalogadas mais de 3000 proteinas na forma de s-nitrosoproteinas, demonstrando
0 crescente interesse neste tipo de modificagdo pds-traducional. Numerosos

trabalhos indicam que s-nitrosagédo afeta a atividade, associacdo e localizacéo
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subcelular de proteinas de classes funcionais tdo distintas quanto metabolismo

(GAPDH)**, receptores de membranas e canais idnicos (proteinas—G>°, N-methil-D—

"1 57 %8 controle redox celular (tiorredoxinas®,

62;

aspartato (NMDA)*°, “ryanodine

%0: 81y "crescimento e diferenciagdo celular (GTPases como p21')

peroxirredoxinas
63:64:65  fatores de transcricdo (NFkB®® 7 HIF-1a°%), e apoptose (caspases—3/—
9)°. Além disso, s-nitrosacdo parece seguir alguns principios quimicos de processos
regulatérios: o nivel de s-nitrosoproteinas em células endoteliais coincide com
exposicao a 6xido nitrico, varia com o status redox e deoxigenacdo celular®®, parece

estar acoplado a estimulos biolégicos’, aparentemente reversiveis’® "

e proteinas
sdo geralmente s-nitrosadas em um Udnico tiol, sugerindo mecanismos de
seletividade’ ™. Desta forma, s-nitrosacdo incorpora varias caracteristicas celulares
de regulacao, e teoricamente pode modular a maioria dos processos fisiolégicos.

Muitas analogias tém sido feitas entre os processos classicos de sinalizacao
celular com o processo de s-nitrosacdo. Porém, mecanismos classicos de
comunicacdo celular, como fosforilacdo, s&o processos sofisticados com
caracteristicas quimicas singulares como acionamento por estimulos especificos que
respondem a necessidade, controle rigoroso espacial e temporal, rapidez,
reversibilidade e especificidade. Ou seja, sdo processos controlados por enzimas
que atuam de forma especifica.

Controversamente, ainda ndo foram encontradas enzimas que regulam a
formacdo de s-nitrosoproteinas’®, o que coloca em divida se estes processos s&o
de fato um novo mecanismo de sinalizacao celular. Nao obstante, esta modificacédo
seria independente de ferro, portanto, representaria um mecanismo de sinalizacéo
fundamentalmente distinto. Interessante que existem processos enzimaticos que
promovem desnitrosacdo, mas ainda ndo estd claro se estes processos de
degradacdo possuem alguma relacdo especifica com mecanismos de sinalizagédo
celular dependentes de *NO ou representam simplesmente mecanismos de reparo.

Esforcos tém sido realizados para demonstrar que a formacédo s-
nitrosoproteinas € precisamente regulada por proteinas. Foi demonstrado que
GAPDH nitrosada € capaz de s-nitrosar varias outras proteinas nucleares por um
processo conhecido como transnitrosacéo, que consiste na transferéncia do grupo

nitroso de uma proteina para outra’’. Este processo parece ser comum, pois ja foi

'Um exemplo marcante é o0 RyR1 (do inglés “ryanodine responsive calcium release channel”) que sofre s-
nitrosacdo em apenas um dos seus 50 residuos de cisteina
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observado com outras proteinas e é potencialmente seletivo em funcdo do
reconhecimento especifico de proteinas, caracteristicas inerentes a sinalizacédo
celular. Porém, o mecanismo pelos quais proteinas capazes de promover s-
nitrosacao sao inicialmente s-nitrosadas a partir de *NO livre ainda ndo foram
elucidados, o que de certa forma faz com que a divida permaneca essencialmente a

mesma.

1.6. Mecanismos conhecidos de formacao de s-nitrosotidis

Alguns avancos foram alcancados na elucidacdo de como proteinas podem
ser inicialmente s-nitrosadas a partir de *NO livre. Sabe-se que a formacéo de s-
nitrosotiois no interior celular é independente da concentracéo de nitrito '®, o que faz
sentido, uma vez que nitrito s6 € capaz de promover s-nitrosacdo em pH baixo.
Como exemplo, a nitrosilagcdo de glutationa a partir do acido nitroso é apresentada

na equacao 19.

GSH + HNO; —> GSNO + H,0 (Eg.19)

Com base na reacdo da equacédo 19 e considerando o pKa do NO, préximo
de 3,5 é razoavel esperar que o processo ndo deva ser relevante no interior das
células, onde o pH é muito mais alto. Contudo, em regiées onde pH é baixo o
bastante para promover a série de reacdes que convertem NO, a*NO e NO,', como

78; 79

no estbmago , 0 envolvimento de nitrito na formacéo de s-nitrosotiois ndo pode

s

ser totalmente descartado e ha relatos de que ingestdo de nitrito € capaz de

provocar vasodilatacdo sistémica e sustentavel em ratos®
NO, + H+ —> HNO; (Eq. 20)

2HNO; 2 H20 + N2Os (Eq. 21)
N,O3 Z NO + NO5'’ (Eq 22)
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Sabe-se ainda que s-nitrosacdo € favorecida por condicdes de
desoxigenacdo e € dependente da disponibilidade de ferro celular, mais
especificamente ferro labil. Observou-se que a quantidade de s-nitrosotiois formada
correlaciona-se com a formacdo de complexos de ferro dinitrosilo (DNIC, do inglés

dinitrosyl iron complexes) " &

gue sao formados pela reacéo entre *NO e ferro labil,
e possivelmente, clusters de Fe — Enxofre (Fe-S).

Neste mecanismo, DNIC formado a partir da reacdo entre ferro labil e *NO
promove uma reacdo de transnitrosacao, isto €, transferéncia de um grupo nitrsoso
(NO") para um residuo de cisteina formando s-nitrosotiol. As equacgdes 23 e 24
representam a formacéo de s-nitrosproteinas via DNIC, onde PSH representa um tiol
(de um aminoécido cisteina genérico) de uma proteina e PSNO representa o produto
s-nitrosoproteina. L e L, representam ligantes genéricos de LIP (ferro labil) nas
células.

2 *NO + LIP- L,Fe?* - LIP- L,Fe**(NO"), + e (Eq. 23)

LIP-L,Fe**(NO*), + PSH — LIP- LoFe®(NO*)(L) + PS-NO +H" (Eq. 24)

A formacdo de s-nitrosproteinas também pode ser estimulada por 0, . A
recombinacao entre *NO e 0, produz ONOO , como mostrado na equacao 11, e
esta espécie, por sua vez, da origem a espécies oxidantes (NO;', COg'_) que
estimulam a formacao de s-nitrosotibis via equacfes 25-26 ou via equagado 27 com 0
intermédio do agente N,O3z oriundo da recombinacao entre *NO e NO," (equacéo 4).

NO, + RS — RS +NO, (Eq. 25)
RS+ *NO — RSNO (Eq. 26)
RS + N,O3 — RSNO + NO, (Eq. 27)

Apesar de todas estas informacbes acerca da formacdo de s-
nitrosoproteinas, ainda persistem muitas duvidas com relacdo a estes processos e
gue ainda precisam ser esclarecidas. Por exemplo, oxigénio é um inibidor no
processo de formacdo de s-nitrosoproteinas ou as condicbes de desoxigenacao
apenas favorecem a formacdo de espécies reativas capazes de promover s-
nitrosacdo? A presenca de ferro labil com consequente formacdo de DNICs é um
pré-requisito fundamental para s-nitrosacdo ou apenas um dos processos pelos

quais s-nitrosoproteinas sao formadas? O principal mecanismo de formacgédo de s-
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nitrosoproteinas é via transnitrosacdo a partir da transferéncia de grupo nitroso
presente em DNIC para uma proteina? Ou ainda, seré que a concentracdo de DNIC
e s-nitrosoproteinas correlacionam-se simplesmente porque sdo dois produtos
relativamente estaveis de *NO e que acumulam-se simultaneamente mas por
processos independentes?

Estas perguntas ainda ndo foram totalmente esclarecidas e ha necessidade
gue sejam realizadas mais investigacdes para respondé-las, mas é muito provavel
que mais de um mecanismo de formacdo s-nitrosoproteinas possa operar
simultaneamente, o que pode lancar ainda mais dulvidas se s-nitrosacdo de
proteinas corresponde ou ndo a um processo de sinalizacao celular, ou apenas uma
modificacdo pos-traducional que ocorre de forma indiscriminada, sem nenhum

controle, como consequéncia da exposicao destas proteinas a espécies reativas.

1.7. Estudos de processos nitrosilativos utilizando indicadores

fluorescentes.

Estudos revelaram que a quantidade de s-nitrosotidis normalmente
encontrada em células estimuladas com LPS fica na faixa entre 20-100 pmol/mg de
proteina’®. Realizar estudos de reacdes quimicas intracelulares ja é, por si s6, um
problema de dificil solucdo em funcdo da enorme quantidade de moléculas e
reacdes secundarias que podem interferir nos resultados. Mas conduzir um estudo
de mecanismos de reacdes em sistemas celulares, tendo como analito um composto
que, além de ser formado em baixas concentracdes (picomolar), ainda é passivel de
sofrer desnitrosacao pela acdo de agentes como tiorredoxinas® ou enzimas como s-
nitrosoglutationa redutase, 2 torna a tarefa muito mais complicada.

Uma forma normalmente empregada para contornar este problema € o
emprego de indicadores fluorescentes capazes de reagir com espécies que estao
potencialmente envolvidas nos processos nitrosativos. De um modo geral, estes
indicadores sdo compostos aromaticos que ao sofrerem oxidagdo apresentam um

grande aumento (ou supress&o) na fluorescéncia®*. O emprego de tais indicadores
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possui a vantagem de apresentar resposta rapida, alta sensibilidade,
irreversibilidade da reacao e estabilidade do produto e, dependendo do indicador,
boa especificidade e medidas em tempo real. Com isso, torna-se possivel investigar
como variagcdes nas condi¢cdes experimentais influenciam na reatividade de uma ou
outra espécie no interior das células, o que, do ponto de vista de estudos de
mecanismos é fundamental.

Orto diaminas vicinais, como 4,5-diaminofluoresceina (DAF2) e seu derivado
4,5-diaminofluoresceina diacetato (DAF2-DA) séo tradicionalmente comercializados
como detectores fluorescentes de *NO ®°. No interior das células, DAF2-DA é
convertido em DAF2 pela acdo de esterases, acumulando-se e proporcionando
medidas intracelulares com boa sensibilidade. Na presenca de *NO e O,, DAF2
passa por processos quimicos que levam a formacdo do derivado triazdlico

fluorescente (DAFT), que é usado para a monitoracao de *NO em células e tecidos.

DAF2-DA

Figura 3 — Estrutra do DAF2-DA e converséo a DAFT. DAF2-DA atravessa a
membrana da célula, e no interior € convertido a DAF2 pela acdo de esterases. Na
presenca de O, e *NO, DAF2 é convertido no seu derivado triazolico DAFT.

DAF2 e seus diversos compostos similares ndo reagem diretamente com
*NO. O mecanismo de formacdo do derivado triazolico (DAFT) proposto por Espey

et al.®®

sugere que nitrosacdo do DAF2 ocorre a partir de derivados de *NO que séo
formados no ambiente intracelular. N,Og3, por exemplo, pode ser formado a partir da

reacao mostrada na equacao 4 e esta espécie € capaz de nitrosar DAF-2 atraves da



36

transferéncia de um grupo NO, a partir do N,Os, para a molécula de DAF2 em
processo denominado nitrosagao .
N,Os + DAF2 — DAFT + NO, (Eq. 28)

A formacdo de DAFT também pode ocorrer por processo radicalar. Neste
processo, NO;" oriundo de peroxinitrito, por exemplo, pode oxidar DAF2 para um
intermediario radicalar (DAF2¢), que por sua vez pode recombinar-se com uma

molécula de *NO produzindo DAFT. Este processo é denominado nitrosilacao

oxidativa.
DAF2 + NOXs—> DAF2+ + NOX (Eq. 29)
DAF2¢ + «+NO — DAFT (Eq. 30)

E importante ressaltar que ambos os processos de formacdo de DAFT
conhecidos sdo processos nitrosativos muito similares aos relatados para a
formacéo de s-nitrosotidis (equacgbes 25-27). E justamente por estas razbes que
muitos estudos de processos nitrosativos intracelulares séo realizados utilizando

DAF2 como modelo® 87 88

Importante destacar que, com base nestes dois
mecanismos, fica claro que a formacdo da espécie radicalar NO,' é fundamental
para que ocorra formacao de DAFT e de s-nitrosotidis, pois 0os dois mecanismos
apresentam etapas que dependem fundamentalmente desta espécie.

Como supramencionado, a producdo de NO," via auto-oxidagdo de *NO
(Eg. 3) €, muito provavelmente, irrelevante em condicdes fisioldgicas devido as suas
caracteristicas cinéticas, que a tornam extremamente lenta para baixas
concentracdes de *NO, e devido a competicdo em ambiente biolégico, uma vez que
em células ha uma série de espécies capazes de reagir e consumir *\NO mais

1.8” estudaram mecanismos

rapidamente do que a reacdo com oxigénio. Espey et. a
nitrosativos estimulados por superoxido em células usando compostos da familia
DAF empregando o sistema xantina/xantina oxidase para geracdo de superéxido.
Com este sistema, eles mostraram que DAFT € produzido via os dois mecanismos
ilustrados pelas equacfes 28 e 29-30, mas também identificaram caracteristicas

muito interessantes e surpreendentes de nitrosacao celular. A nitrosacdo do DAF2
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esta diretamente relacionada com a razdo *NO/O, do sistema, de modo que a
formacao de DAFT é maxima quando esta razao aproxima-se da unidade.

Apesar do sucesso na explicagdo dos mecanismos pelos quais DAF2 é
nitrosado no interior das células, o trabalho de Espey et al.®® simula uma condicéo
onde a producdo de espécies reativas ocorre no ambiente extracelular, como
acontece, por exemplo, em processos infecciosos. Nesta situacdo, células de defesa
sdo estimuladas a produzir espécies reativas para combater o patdogeno. Porém, o
comportamento observado para esta situacdo pode nao refletir uma condicdo onde
as espécies radicalares sdo produzidas no interior das células a exemplo do que
ocorre no interior das células de defesa. Estes pontos ainda precisam ser
investigados e requerem que as espécies reativas, ou pelo menos as espécies
envolvidas nas etapas iniciais sejam produzidas no ambiente intracelular e é
exatamente este ponto que este estudo atacou.

A elucidacdo dos processos nitrosativos intracelulares a partir de espécies
reativas geradas no interior das células representa um avanco por simular uma
condicdo mais proxima do que é real, ao menos do ponto de vista de células que
produzem ou que sdo expostas a °*NO naturalmente. Além disso, buscamos
compreender o papel que o ferro intracelular, especialmente uma fonte de ferro
celular conhecido como ferro Iabil, exerce em tais processos, pois 0 envolvimento de
metais de transicdo no metabolismo de *NO é bastante conhecido, como ja foi
mencionado. Neste estudo procurou-se abordar 0s processos nitrosativos celulares
via metodologia cinética tradicional, isto €, avaliacdo da velocidade de formacéo de
DAFT em funcéo das concentracdes de espécies relevantes.
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2. Objetivo e Justificativa
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Processos nitrosativos que produzem s-nitrosoproteinas despertam grande
interesse em Biologia e Medicina, uma vez que esta a modificagdo tem potencial
para controlar multiplos e distintos processos fisiolégicos nos niveis celulares e
sistémicos. Contudo, a formacdo de s-nitrosoproteinas a partir de *NO livre ainda
ndo é clara quanto a mecanismos, seletividade e velocidade. Por isso, 0 objetivo
principal avaliar os mecanismos de processos nitrosativos intracelulares a partir de
*NO livre usando uma abordagem cinética classica, dentro das restricdbes que o
modelo celular impde e permite. Atencdo especial foi dada a superéoxido e ferro labil,
pois ambas as espécies sabidamente promovem nitrosacdo, ainda que por
mecanismos diferentes. Esta abordagem fornece informacgbes relevantes de
mecanismos e cinéticas de processos nitrosativos em células, contribuindo para a
compreensao desta modificacdo no contexto de estresse oxidativo e sinalizacéo

biologica.



3.

40

Parte experimental
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3.1. Reagentes e solucbes

Todos os reagentes empregados no estudo, exceto quando especificado,
sdo da marca Sigma-Aldrich, foram adquiridos com maior teor de pureza disponivel
e usados como fornecidos.

Salicilaldeido isonicotinoil hidrazona (SIH) foi sintetizado em nosso
laboratorio a partir da reacdo de condensacdo entre as bases de Schiff 2-
hidroxibenzaldeido e hidrazida isonicotinica como descrito na literatura®. As
solucdes de SIH foram preparadas dissolvendo-se o composto em dimetil sulféxido
(DMSO), em geral, a solucdo estoque de SIH era preparada com concentracdo de
0,2 mol L™,

Manganés (lll) meso-tetrakis( N-etil-piridino-2-il) porifirino (MnTe-2-pyp) foi
gentilmente doado pela Sra. Rebecca E. Oberley Deegan (Deparment of Medicine,
National Jewish Health, Denver, CO, USA)

Solucdo estoque de peroxinitrito (>25mM) foi gentilmente doado pela prof.
Dra. Ohara Augusto (Departamento de bioquimica, Instituto de Quimica -
Universidade de Sao Paulo)

A composicao do tampéo de trabalho empregado nos estudos (PBS/DTPA)
é dada a seguir em mmol L™ Fosfato: 10 mmol L. NaCl: 137 mmol L*, KCI: 2,7
mmol L™, DTPA (4cido etilenotriamino penta acético): 0,1 mmol L™

Ensaios nos quais a presenca do quelante (DTPA) poderia ser interferente
foram realizados com PBS de mesma composicdo, porém, sem DTPA. Situacdes

onde o tampéao sem DTPA foi empregado estdo descritas nas respectivas figuras.

3.2. Cultura de células

Foram utilizadas células do tipo RAW 264,7 adquiridas da American Type

Culture Collection (ATCC) e cultivadas em meio de cultura DMEM (Dulbecco’s
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Modified Eagle’s Medium) conforme recomendacéo do fornecedor. O cultivo foi feito
em frascos de 175 cm? em incubadora a 37°C, umidificada e com atmosfera de 5%
de CO, até atingirem confluéncia entre 80-90%. A coleta das células foi realizada
utilizando-se tampao de fosfato salino (PBS) contendo 250uM de &cido
dietilenotriamino penta-acético (DTPA). Apds a coleta, as células foram contadas
utilizando-se uma camara de Neubauer (Hemocitometria) e a viabilidade celular foi
determinada usando-se o método da exclusdo com azul de tripano. Ao longo do
trabalho, a viabilidade celular foi sempre superior a 85%. Apds a contagem, as
células foram mantidas suspensas em meio de cultura completo e em banho de gelo

até sua utilizacéo.

3.3. Doadores de 6xido-nitrico Spermine NONOate (sper/NO) e Proli
NONOate (proli/NO)

O doador de o6xido nitrico utilizado nos ensaios contendo células foi o
spermineNONOate (N-[4-[1-(3-aminopropil)-2-hidroxi-2-itrosohidrazino]butil-1,3-
propanodiamina). Este doador libera *NO lentamente, t;, = 39 minutos a 37°C, pH
7,4, permitindo trabalhar em condicGes de estado estacionario na escala de tempo
experimental adotada. As solucfes de sper/NO foram preparadas dissolvendo-se o
composto em solucdo de hidréxido de sédio 0,01mol L™ e calibradas semanalmente
utilizando o ensaio com oxihemoglobina®.

O doador de 6xido nitrico empregado para calibracdo dos eletrodos seletivos
a *NO foi o proli/NO 1-(hidroxi-NNO-azoxi)-L-prolinato de dissédio). Este doador
apresenta liberacéo rapida de *NO; a 37°C e pH 7,4, com meia vida de cerca 1,8 s.
A solucéo estoque de proli/NO usada para calibracdo dos eletrodos seletivos a *NO
foi preparada dissolvendo-se o composto em solucdo de NaOH 0,1 mol L e a

solucéo foi calibrada semanalmente usando o ensaio com oxihemoglobina®.
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3.4. Tratamento das células com 4,5 diamino fluoresceina diacetato
(DAF2-DA)

O tratamento das células com DAF2-DA foi realizado suspendendo-se 60
milhdes de células em 1mL de tampédo contendo 10 uM (exceto quando indicado
diferentemente) de DAF2-DA por 30 minutos sob agitacdo a 37°C. ApoOs este
periodo, as células foram centrifugadas e lavadas duas vezes com tampdo de
trabalho para remocéo do excesso de DAF2-DA extracelular, suspensas em 1 mL de
meio de cultura completo e mantidas em banho de gelo até utilizacdo.
Imediatamente antes da utilizacdo, as células foram novamente centrifugadas para
remocdo do meio de cultura e suspensas no tampéao de trabalho. As células tratadas
foram utilizadas dentro de um intervalo maximo de 2 horas apds o tratamento ou até
que fosse constatado que o aumento da fluorescéncia na presenca do *NO tivesse

diminuido quando comparado com as primeiras medidas.

3.5. Experimentos de fluorescéncia

Nosso objetivo principal foi estudar os mecanismos quimicos de processos
nitrosativos intracelulares.

Como fonte de *NO optamos por empregar o doador de *NO sper/NO. Este
composto permite liberagdo de *NO a uma taxa conhecida, permitindo que a
concentracdo de *NO atinja um estado estacionario por periodo de tempo adequado
a realizacdo dos nossos ensaios.

Foram adotados critérios para minimizar reagfes quimicas extracelulares
que pudessem interferir nas medidas dos parametros cinéticos de formacao de
DAFT. Para garantir a remogédo de DAF2-DA extracelular, as células foram lavadas
usando ciclos de centrifugacéo/ suspensdo em PBS/DTPA imediatamente antes das
medidas de fluorescéncia. Também adotamos o critério de incluir Cu, Zn,

Superéxido dismutase bovina (SOD) (100 UmL™) em todos os experimentos (exceto



44

onde for especificado) para remover qualquer quantidade de O,+ extracelular que
possa eventualmente ter sido formado. Entretanto, testes mostraram que exclusao
de SOD nos ensaios nao alterava os resultados, revelando que ndo ha producéo de

02+ no ambiente extracelular nas condi¢cdes experimentais do estudo.

3.6. Fluorescéncia de amostras tratadas com DAF2-DA

Os ensaios de fluorescéncia foram conduzidos utilizando um fluorimetro
Shimadzu modelo RF5301 pc. Tipicamente, as células tratadas com DAF2-DA foram
lavadas e submetidas a um ciclo final de centrifugacdo e ressuspensao
imediatamente antes do ensaio de fluorescéncia para remover DAF2 extracelular
eventualmente presente. Entdo, as células (3 x 10° células/ mL) foram ressuspensas
em 2 mL de tamp&o de trabalho pré aquecido a 37°C em uma cubeta e levada ao
espectrofluorimetro. As células foram mantidas sob agitacdo constante durante todo
ensaio e a temperatura controlada a 37°C com banho termostatizado. Uma vez que
a concentracdo de O, pode interferir em diversos processos metabdlicos, bem como
no consumo celular de *NO, as células foram sistematicamente mantidas sob
agitacdo por 5 minutos antes da introducdo de doador de *NO na tentativa de
minimizar diferencas de oxigenacado entre amostras. A fluorescéncia foi medida no
método cinético por cerca de 10 minutos, sendo 9 minutos apos a adi¢cao de *NO.

Em muitos experimentos, diferentes reagentes como: MnTbap (Cloreto de
porfirino tetrakis(4-acido benzoico) Mn®* ; salicilaldeido isonicotinoil hidrazona (SIH);
Manganés (Ill) meso-tetrakis( N-etil-piridino-2-il) porifirino (MnTe-2-pyp); bicarbonato
de sddio; azida de sodio; Paraquat (1,1'-dimetil-4,4'-bipiridina-dicloreto); Boronatos
(acido cumarino bordnico; acido acetilfenil borénico); Cloridrato de 3-
morfolinosidnomina (SIN1) foram introduzidos previamente no tampao de trabalho
para investigar possibilidades e hipbteses especificas como sera descrito
posteriormente. Todos reagentes, foram adicionados ao tampao de trabalho para
que as células ficassem expostas a estes reagentes antes das medidas de
fluorescéncia e da adicdo de doador de *NO. Outras condi¢bes especificas estédo

apresentadas nas legendas das respectivas figuras.
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Compostos como Lipopolisacarideo de Escherichia Coli 0111:B4 (LPS), o
inibidor de sintese de glutationa — Butionina sulfoximina (BSO), acido ascorbico, ou
com Cu-Zn superoxido dismutase poli etilenoglicol (PEG-SOD) exigem um
tratamento prolongado para produzir o efeito esperado. Nestes casos, células foram
tratadas ainda no frasco de cultura pela adicdo dos compostos no meio de cultura,
mantendo-as na incubadora durante a noite (ou por periodos especificos mostrado
na legenda da respectiva figura), para posterior coleta e tratamento com DAF2-DA
conforme descrito acima. As células tratadas com acido ascoérbico foram preparadas

de modo similar, contudo o periodo de incubacgéo foi de 3 horas.

3.7. Analise cinética de nitrosacédo de DAF2

A intensidade de fluorescéncia é proporcional a formacédo de DAFT. Desta
forma, o coeficiente angular da curva de fluorescéncia em funcdo do tempo foi
tomado como a taxa de formacdo de DAFT. O calculo dos coeficientes angulares
nas amostras foi realizado escolhendo-se o ultimo minuto da medida. Neste intervalo
a concentracdo de *NO se encontra na situacdo de estado estacionario como
medido amperometricamente por eletrodo seletivo e a fluorescéncia aumenta

linearmente.

3.8. Estudos de fluorescéncia de DAF2 e DAFT

DAFT foi preparado pela nitrosagdo de DAF2 a partir da reagdo com ions
nitrito em meio &cido, assumindo conversdo estequiométrica e completa. Solucéo
estoque de DAFT (2mM) foi preparada a partir da reacdo entre nitrito de sodio
(5mM), dissolvido em solucéo de HCI (0,2mol L), com solucéo de DAF-2 (4mM). O
excesso de nitrito de sodio foi usado para garantir a conversdo completa de DAF2
em DAFT. A formacdo de DAFT foi identificada pela mudanca de cor da solucéo,

gue passa de incolor para amarela e pelo aumento da fluorescéncia observada com
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Aex. 495 Aem. 520nM. Os espectros de fluorescéncia do DAF2 na presenca e
auséncia de Fe?" ou do complexo [Fe(SIH),] foram obtidos a partir da solucdo de
DAF2 (1uM) em tampao de trabalho sem DTPA, a 37°C e pH 7,4. Os espectros de
fluorescéncia do DAFT na presenca e na auséncia de solucdo Fe** ou [Fe(SIH),]
foram obtidos a partir de solugcdo de DAFT 0,1uM em tampao de trabalho, preparada
a partir do estoque sintetizado. A concentracéo de Fe?" e [Fe(SIH),] empregado nos

ensaios foi de 50uM.

3.9. Fluorescéncia do 2-hidroxi etidio (2-OH-E)*

Suspensédo celular com densidade 2 x 10° células mL* em tampéo de
trabalho foram expostas a 20uM de dihidroetidina (DHE) na auséncia e na presenca
do quelante SIH. O espectro de emissdo das suspensodes celulares expostas a DHE
foi registrado a cada 5 minutos por periodo de 30 minutos com excitacdo em 490nm
na faixa entre 560-570nm. Os valores maximos de emissdo foram empregados para

avaliar a producéo de superoxido intracelular pelo quelante.

3.10. Oxidacao do acido cumarino-7-borénico (CBA) por peroxinitrito

Suspensdes celulares contendo 2 x 10° células mL™ em tampé&o de trabalho
foram expostas a CBA em concentracbes que variaram de 50 a 400 pM por 5
minutos seguido de adicdo de sper/NO 15uM. O aumento da fluorescéncia em
funcéo do tempo foi acompanhado por 10 minutos nos comprimentos de onda de
excitacao 332nm e emissdo 450nm, com abertura de fendas de emissao e excitacéo
de 5nm.

Outra abordagem empregando CBA foi desenvolvida a partir do tratamento
das células com o boronato, de maneira analoga ao tratamento feito com DAF2.
Suspens&o celular contendo 60 x10° células mL™ foi exposta a CBA 50uM por 30

minutos a 37°C e sob agitacdo. ApoOs este periodo, as células foram centrifugadas e
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lavadas para remocao de CBA extracelular e suspensas em meio de cultura até sua
utilizacdo. Os ensaios de fluorescéncia foram realizados suspendendo 2 x 10°
células mL* em tampdo de trabalho, seguido de adicdo de sper/NO 15uM na
presenca e na auséncia de SIH. A fluorescéncia foi acompanhada nos comprimentos
de onda de excitacdo e emissdo 332nm e 450nm, respectivamente, com abertura de
fendas de 5nm. Ensaios semelhantes foram realizados empregando APBA (&cido

acetil fenil borénico).

3.11. Sintese do complexo [Fe(SIH),]

O complexo [Fe(SIH),] foi sintetizado a partir da reagcdo entre solucdo de
sulfato de ferro () em HCI 0,01 molL™* e SIH dissolvido em DMSO. Tipicamente
sulfato de ferro (Il) foi dissolvido em solugdo de HCI 0,01 mol L™ previamente
desoxigenado pela passagem de gas inerte. A solucéo foi mantida em frasco selado,
sem oxigénio, até sua utilizacdo. O complexo foi preparado pela adicdo da solucdo
de SIH na solucdo de Fe?*, na auséncia de O, na proporcéo de 2 de SIH para 1 de
Fe?. Para evitar precipitacdo de SIH tomamos o cuidado de evitar que a

concentracdo de SIH empregada fosse superior a 150 uM.

3.12. Quantificag&o de s-nitrosotiol total

A quantificagdo do s-nitrosotiol foi feita por quimiluminescéncia em um
analisador de *NO (Analizer — Sievers- modelo NOA 280) utilizando o método
dependente de tri-iodedo I3 conforme descrito na literatura 47 4% 81,

Tipicamente as células foram suspensas em tampao de lise composto do
tampao de trabalho contendo 50mM de N-etilmaleimida (NEM). Em seguida, as
células foram lisadas por ciclos de congelamento e descongelamento em nitrogénio
liguido, seguido de centrifugacdo a 12000 RPM por 10 minutos para remo¢ao do

material particulado. O sobrenadante contendo o extrato proteico foi congelado em
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nitrogénio liquido até a analise que ocorreu sempre em um intervalo maximo de 48
horas.

A analise do teor de s-nitrosotiol foi realizada dividindo o lisato em trés
fracOes. A primeira fracdo foi tratada com solucdo de sulfanilamida de modo que a
concentracdo desta espécie correspondesse a 10% (v/v); a segunda fracdo foi
tratada com solucéo de sulfanilamida (concentracéo final 10%) e cloreto de mercurio
(concentracdo final 5% v/v) e a ultima ndo recebeu nenhum tratamento e foi
empregada para determinacao do teor de proteina total. As solucdes tratadas foram
mantidas a temperatura ambiente (18°C) por 20 minutos antes de serem injetadas
na camara reacional contendo solucdo de tri-iodeto. Apdés os 20 minutos as
amostras foram injetadas na camara reacional contendo solucdo de iodo/iodeto
(10mM I, e 45mM KIl) dissolvido em acido acético glacial a 60°C. A reducédo dos
compostos s-nitrosados (s-nitrostiois e s-nitrosaminas) promovida pela solucao de
iodo/iodeto leva a formacdo de *NO, que € arrastado por N, para dentro do
instrumento onde é convertido a NO," pela reagcdo com o0zo6nio. Uma fracdo do NO;’
produzida encontra-se no estado excitado e emite luz ao retornar ao estado
fundamental, a qual é detectada e o sinal é convertido em potencial elétrico. A area
sob o grafico de potencial elétrico em funcéo do tempo é proporcional a quantidade
de *NO e, portanto, de s-nitrosotiol, permitindo a quantificacéo destas espécies.

A curva de calibracdo foi obtida por adicdo de diferentes quantidades de
solucédo de nitrito de sédio 1uM. A concentracdo de s-nitrosotiol nas amostras foi
calculada a partir da diferenca entre a area obtida com a amostra tratada com
sulfanilamida e a area obtida com a amostra tratada com sulfanilamida + cloreto de

mercurio.

3.13. Determinacéo do teor proteico total

A determinacdo de proteina total foi feita espectrofotometricamente,
utilizando o método de Bradford. O método consiste na reacdo entre um corante,
“Cromassie Brilliant blue” BG-250, com macromoléculas que contém aminoécido de

cadeias laterais basicas ou aromaticas produzindo aumento da absorbancia em
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595nm®. O teor de proteina total foi determinado empregando-se a fracdo do lisato
celular descrito no item anterior que ndo sofreu nenhum tratamento. A andlise foi

feita em leitor de SpectraMax 340PC384, Molecular Devices.

3.14. Acompanhamento amperométrico das concentracdes de O, e *NO.

O acompanhamento das concentracbes de O, e <NO foi realizado
amperimetricamente utilizando um potenciostato WPI-LabTrax 24T World Precision
Instruments.

As suspensdes celulares foram colocadas em uma camara reacional
mantida sob temperatura constante por um banho termostatizado, e sob constante
agitacdo. Ao fim de cada acompanhamento, foi adicionado 2uM de oxihemoglobina
(HbO,) para consumir o *NO, garantindo que a corrente observada é devido a
presenca de *NO. As medidas foram realizadas utilizando eletrodos seletivos a *NO
e O,, previamente calibrados. A calibracdo do eletrodo seletivo a *NO foi realizada
pela adicao de aliquotas sucessivas de concentracdo conhecidas do doador de *NO
proli/NO. A concentracdo do doador, por sua vez, foi rotineiramente determinada
usando o método diferencial de oxidacéo de oxihemoglobina por 6xido nitrico®.

O eletrodo de O, foi calibrado por medidas de corrente a 21% e 0% de O
[na presenca de ditionito de sodio (Na;S,0,)] assumindo concentragdes de 200uM e
0 uM de O, no tampao de trabalho respectivamente.

3.15. Oxidacéao de citocromo C por peroxinitrito

Citocromo C foi previamente reduzido por excesso de ditionito de sédio
(Na,S,0,), o qual foi removido por cromotagrafia por exclusdo por tamanho em uma
coluna do tipo Sephadex G-25. As fracdes concentradas de citocromo C reduzido

foram coletadas e empregadas nos ensaios.
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Foram adquiridos os espectros de solu¢gdes contendo citocromo C reduzido
25uM; Citocromo C reduzido (25uM) + peroxinitrito (30uM); Citocromo C reduzido
(25uM) + FeSO4 (200uM) + peroxinitrito (30uM) e finalmente, Citocromo C reduzido
(25uM) + peroxinitrito (30uM) + [Fe(SIH),] (50uM).

O complexo [Fe(SIH),] foi preparado a partir da reacao entre solucdo de
FeSO,  (50pM), preparada em 4&cido cloridrico 0,01 mol L™* previamente
desoxigenado, e solucédo de SIH (100uM) dissolvido em DMSO. Este complexo foi
preparado imediatamente antes da adicdo a solucdo de citocromo C reduzido para

evitar oxidacdo do metal.

3.16. Espectroscopia naregido UV-VIS.

Todas as medidas espectrofotométricas na regido do UV-VIS foram
realizadas em um espectrofotbmetro Shimadzu UV-VIS 1800. As analises do teor de
proteina total foram realizadas em um leitor de placas do tipo SpectraMax
340PC384, Molecular Devices. As medidas de fluorescéncia foram realizadas em um
espectrofluorimetro Shimadzu Modelo RF5301 pc com temperatura controlada por
um banho termostatizado.

As condicdes de aquisicdo de cada espectro estdo apresentadas nas

legendas das respectivas figuras.
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4.1. Parte | - Mecanismos de nitrosagcdo de DAF2 intracelular a partir de
*NO livre.

4.1.1. Modelo de estudo

As duas primeiras preocupacdes foram a determinacdo do tipo e da
quantidade de células que deveriam ser empregadas para a realizacdo dos estudos.
Com relacéo ao tipo de célula, células RAW 264.7 séo particularmente interessantes
e (teis para os objetivos do estudo. Sdo clones de macréfagos de rato que
normalmente produzem e estao expostos a *NO e respondem a *NO in vivo. Podem
ser ativadas com relativa facilidade para expressar iINOS, permitindo conduzir
experimentos com *NO enddgeno, o que muitas vezes é desejavel. Além disso, séo
células facilmente cultivaveis e robustas, suportando bem situacdes de stress
oxidativo, condicdo que eventualmente seriam expostas ao longo do trabalho.

Decidiu-se também por adotar estratégia cinética classica para investigar
processos nitrosativos, isto é, determinar efeitos na velocidade dos processos
devido a variacfes das concentracdes das espécies potencialmente relevantes. Para
tanto, dentro dos limites que o modelo celular impde, foi importante selecionar
reagentes quimicos que permitissem que variacdes de concentracao fossem feitas
com facilidade. Primeiramente, como alvo nitrosativo, decidiu-se por usar DAF2-DA.
Este composto reline um conjunto de propriedades e caracteristicas desejaveis e
Uteis para o estudo. Fundamentalmente, DAF2 ndo reage diretamente com *NO,
apesar de ser comercializado como detector de *NO. Mais importante para 0s
propoésitos do estudo, a formacdo da sua forma fluorescente detectavel, DAFT,
depende de processos nitrosativos® como bem demonstrado por Espey et al®,
revisado na introducgdo, que ja utilizaram este indicador para objetivos semelhantes.
Segundo, a concentracdo de DAF2 pode ser variada no interior celular simplesmente
pelo tratamento de células com diferentes concentracdes de DAF2-DA. Terceiro,
DAF2 é impermeavel a membranas biologicas e convenientemente se acumula no
interior celular, uma vez que seu precursor DAF2-DA é clivado por esterases. Sua

concentracdo pode atingir niveis relativamente elevados, na faixa de sub mM, o que
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€ conveniente para investigar reacdes envolvendo espécies radicalares e oxidantes
reativos. Quarto, a formacao de DAFT é irreversivel, assim ndo ha preocupacao com
degradacdo do produto. Quinto, DAFT é altamente fluorescente®®, permitindo
trabalhar com baixas concentracdes de *NO.

Finalmente, o indicador permite detec¢cdo em tempo real, fundamental para a
abordagem cinética adotada. Como fonte de *NO, decidiu-se por empregar o doador
de *NO sper/NO, que libera *NO a uma constante de velocidade conhecida e lenta
(ty> = 39 minutos a 37°C e pH = 7,4). Este composto libera *NO espontanea e
continuamente durante um periodo de tempo, permitindo *NO a alcancar e manter

condicao de estado estacionario na escala temporal dos experimentos.

4.1.2. Estabelecimento de condi¢cOes experimentais.

O objetivo do trabalho foi investigar mecanismos quimicos de processos
nitrosativos intracelulares. Com esta intencdo, uma preocupacao constante do
estudo, desde seu inicio, foi minimizar reagbes quimicas que pudessem produzir
espécies oxidantes e nitrosantes no corpo da suspensao celular. Desta forma,
adotamos critérios para minimizar reacdo entre *NO com Ferro e O, e auto-
oxidacdo de *NO no meio extracelular. Com relacédo aos dois primeiros, o tampéo de
trabalho continha além de PBS, 100 uM do quelante DTPA e 100 U/mL de SOD,
enzima capaz de catalisar a dismutacdo de O,". Ja a reacdo de auto-oxidacdo de
*NO é mais dificil de ser evitada, uma vez que O, ndo pode ser excluido dos ensaios
experimentais e auto-oxidacao intracelular poderia vir a ser uma via relevante para
geragcdo de espécies nitrosativas. Portanto, medidas para evitar ou minimizar auto-
oxidacao extracelular foram tomadas.

Felizmente, auto-oxidagdo, como mencionado na parte introdutoria, segue
cinética de segunda ordem com relagdo a <NO, tornando-se lenta para
concentragbes baixas de +NO. Assim, procurou-se trabalhar numa faixa de
concentracdo de *NO, entre 10 e 200 nM, que é aceitavel do ponto de vista
fisiolégico. Além disso, células possuem rotas cataliticas e robustas de consumo de

'NO como também mencionado da parte introdutéria. Portanto, inicialmente
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procurou-se determinar a quantidade de células suficientes para tornar auto-
oxidacdo de *NO um processo cineticamente desprezivel relativo ao consumo
celular de *NO. Na verdade esta etapa buscou um compromisso entre este e outros
fatores como: i) boa resposta nos ensaios de fluorescéncia; ii) intervalo de tempo
para que a concentracdo de *NO atingisse a condicdo de estado estaciondrio; iii)
concentragdo de *NO no estado estacionario; iv) e velocidade de consumo de
oxigénio pelas células. Este ultimo ponto € especialmente importante, uma vez que a
formacédo de DAFT é dependente de O,, como sera apresentado adiante.

O numero adequado de células foi determinado por experimentos de
velocidade de consumo de *NO em funcdo do numero absoluto de células. Para
isso, a concentracdo de Oxido nitrico em funcdo do tempo e de diferentes
qguantidades de células foi investigada amperometricamente utilizando eletrodo
seletivo para *NO. Nestes experimentos, suspensdes de diferentes densidades
celulares foram expostas a mesma concentracdo de doador de *NO por periodo
suficiente para que a concentracdo de <NO atingisse a condicdo de estado
estacionario. No final da exposicéo, adicionou-se hemoglobina (HbO;) para consumir
o *NO presente em solucdo, garantindo que a resposta em corrente elétrica fosse
dependente da concentracdo de *NO. Os resultados apresentados na Figura 4A
revelaram que a concentragcdo de Oxido nitrico no estado estacionario decresce com
0 numero de células presentes na suspensao. A densidade celular variou de 1 a 8 (x
10°) células/mL, entretanto, para melhor visualizagdo, sédo apresentadas as curvas
de [NO] vs tempo até 5 x 10° células/mL. O decréscimo da concentracéo de *NO no
estado estacionario ([NO]es) com o aumento da densidade celular é melhor
visualizado no inset da figura 4A, que mostra a [NOJes; Versus a densidade celular. A
reducéo da [NOJes: com 0 aumento do numero de células ndo foi nenhuma surpresa
uma vez que em células existem diversos mecanismos pelos quais O0xido nitrico é
consumido, e que portanto, diminui a concentracdo no estado estacionario.

Também né&o foi surpresa que o intervalo de tempo para alcangar a condi¢ao
de estado estacionario diminuisse progressivamente com o aumento do nimero de
células. Esta condicdo ocorre quando a velocidade de consumo de *NO torna-se
igual a velocidade de liberacdo de *NO pelo doador, assim, quanto mais rapido o
consumo (decorrente do maior numero de células) menor o tempo para alcancgar a

condicao de estado estacionario.
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Mais importante para os objetivos do estudo, o inset da figura 4A mostra que
a [NOJest diminui consideravelmente entre 0 e 3 x 10° células /mL (total de 2mL de
tampéo de trabalho), mas com ponto de inflexdo a partir desta densidade celular.
Este resultado foi interpretado como a quantidade na qual o consumo de *NO pelas
células supera a velocidade de consumo de *NO via auto-oxidacdo. Deste ponto em
diante a [NO]Jest diminui linearmente com o aumento da densidade celular, mas esta
queda ndo é significativa até 8 x 10° células / mL. Nas etapas iniciais do estudo,
ficou evidente que seria melhor e mais adequado determinar a velocidade de
processos nitrosativos sob condicdes de estado estacionario de *NO para evitar que
variacdes de velocidade fossem decorrentes de variagbes da concentracao de *NO.
Assim, era necessario conhecer ndo somente a concentracdo nominal de [NOJest €M
funcdo da concentracdo do doador, mas o intervalo de tempo no qual o estado
estacionario é mantido em suspensdes celulares. Por isso, foi importante notar que
esta condicdo é alcancada rapidamente e se mantém por varios minutos,
principalmente para densidades celulares superiores a 3 x 10° células / mL (figura
4A). Fica claro que densidades celulares entre 3-5 milhdes sdo mais adequadas,
pois proporcionam alcance e manutencdo de estado estacionario de *NO e ainda
nao permitem aumento exagerado da concentracao de *NO.

Em seguida foi necessario determinar condicfes nas quais células tratadas
com DAF2-DA apresentassem respostas robustas de fluorescéncia em funcdo do
namero de células e da [NO]Jes;. Na figura 4B foi avaliado o efeito que a densidade
celular exerce no aumento da fluorescéncia devido a formacdo de DAFT. As
suspensdes de células previamente tratadas com DAF2-DA foram colocadas em
uma cubeta de quartzo (total de 2mL de tampédo de trabalho) e, em seguida, o
doador de *NO foi introduzido (sper/NO = 10uM).

Conforme esperado, a fluorescéncia aumenta com a densidade celular. Isto
€ devido a maior concentracdo de DAF2 com o aumento do numero de células.
Contudo, a fluorescéncia apresenta uma tendéncia de nivelamento acima de 3 x 10°
células / mL. Coincidéncia ou ndo, esta é a mesma densidade onde um ponto de
inflexdo para o consumo de *NO tinha sido observado. Assim, ficou decidido utilizar
a densidade celular de 3 milhdes de células por mililitro (em 2mL, portanto um
nimero absoluto de 6 x 10° células), uma vez que nesta densidade o consumo

celular de *NO supera auto-oxidacdo de *NO e apresenta resposta satisfatoria de
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fluorescéncia para concentracdes fisiologicas de *NO. Pode-se argumentar que o
uso de densidades maiores seria melhor, mas o ganho seria muito pequeno, tanto
para evitar auto-oxidacdo quanto em resposta de fluorescéncia. Além disso, como
DAF2 apresenta fluorescéncia intrinseca®®, a utilizacdo de suspensdes celulares
contendo grandes quantidades de células leva a uma fluorescéncia de fundo
consideravel que reduz a sensibilidade da indicador para baixas concentracbes de
*NO.

Células
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Figura 4 — Avaliacdo do niumero de células para realizacdo dos ensaios de
fluorescéncia. A) variacéo da concentracdo de *NO em funcdo do nimero de células.
As células suspensas em PBS/DTPA foi adicionado sper/sNO 10uM. Ao final da
medida adicionou-se Hemoglobina (15uM) para consumir 0 excesso de *NO e
restaurar a linha para a base. Inset: concentracdo de *NO no estado estacionario
para as diferentes suspensdes celulares. B) Variagdo da fluorescéncia para
diferentes suspensdes celulares. Células tratadas com DAF2-DA foram suspensas
em PBS/DTPA ap6s 1 minuto adicionou-se sper/sNO. Aex. 495nm; Aem. 520nm.
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4.1.3. Cinética de formacdo de DAFT intracelular em funcdo da
concentracdo de DAF2

Em seguida, foi estudada a cinética de processos nitrosativos em ceélulas
usando DAF2 como indicador em fungdo da concentragdo de *NO e do préprio
indicador fluorescente. Primeiramente foi avaliada a resposta em funcdo da
concentracdo de DAF2-DA no tratamento, ja que € dificil determinar a concentracao
intracelular de DAF2. Espera-se, entretanto que quanto maior a concentracao usada
no tratamento maior a concentracao de DAF2 intracelular para o0 mesmo namero de
células. Para isso, células previamente tratadas com diferentes concentracdes de
DAF2-DA foram levadas ao espectrofluorimetro e desafiadas com a mesma
concentracdo do doador de *NO, sper/NO (15 uM). Como esperado, a taxa de
aumento de fluorescéncia cresce linearmente com a concentracdo de DAF2-DA no
tratamento (figura 5). Este experimento também serviu para padronizar o uso de 10
uM de DAF2-DA no tratamento no restante do estudo. Esta concentracdo oferece

boa resposta e baixa fluorescéncia de fundo.
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Figura 5 — Variacdo da taxa de aumento de fluorescéncia em células
tratadas com diferentes concentracbes de DAF2-DA. Células foram tratadas com
diferentes concentragcdes de DAF2-DA por 30 minutos e lavadas duas vezes para
remocgdo do excesso de DAF2. As medidas de fluorescéncia foram obtidas pela
suspenséo de 6 x 10° células em cubeta de 2 mL e adicinou-se sper/NO 15pM. Aex.
495nm; Aem. 520nm
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4.1.4. Cinética de formacdo de DAFT intracelular em funcdo da

concentracédo de *NO.

Em seguida, avaliou-se a cinética de processos nitrosativos intracelulares
usando DAF2 em funcdo da concentracdo de *NO. Células previamente tratadas
com DAF2-DA, suspensas em tampdao do trabalho a 37°C, e mantidas sob agitacéo
constante foram desafiadas com crescentes concentracdes do doador de <NO
sper/NO. A variagao da fluorescéncia (Aex. 495nm; Aem. 520nm) foi monitorada por
periodo total de 10 minutos no método cinético, com pelo menos 8 minutos apés a

introducéo do doador de *NO (figura 6A).
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Figura 6 — Variagdo da fluorescéncia em fungdo da concentracdo de
sper/NO A) Células tratadas com 10mM de DAF2-DA foram expostas a diferente
concentragbes de sper/NO. Aex. 495nm; Aem. 520nm. B) Taxa de aumento de
fluorescéncia obtida a partir da inclinacdo das curvas da figura 6A. As taxas foram
calculadas no ultimo minuto da medida. Os valores sdo representativos de 3
medidas independentes + desvio padréao (DP).

E importante observar na figura 6A que ndo ha nenhum aumento de

fluorescéncia antes da introducdo do doador de *NO, revelando que o0 processo
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nitrosativo de formacdo de DAFT depende de *NO. Imediatamente apos a adicédo de
sper/NO, inicia-se 0 processo de aumento da fluorescéncia e pouco tempo depois
este aumento torna-se linear, mantendo-se assim até o final do ensaio. Este
comportamento linear revela trés pontos importantes que merecem ser destacados.
Primeiro, o aumento continuo da fluorescéncia em funcdo do tempo demonstra que
DAFT formado apresenta estabilidade dentro do periodo de tempo de realiza¢do dos
ensaios e que o composto se acumula no interior das células. Isto € consistente com
a irreversibilidade do processo nitrosativo de DAF2. Segundo e mais relevante, a
diminuicdo da concentracdo de DAF2 devido seu consumo nao resulta na
diminuicdo da velocidade, indicando que a diminui¢cdo da concentracdo de DAF2 é
muito pequena na escala de tempo do experimento. Por fim, obviamente, ndo ha
esgotamento de DAF2. Neste caso, seria observada a mudanca na inclinacdo da
curva até a formacao de um plateau ou mesmo gqueda na fluorescéncia em caso de
decomposicdo de DAFT. Tudo isso € coerente e esperado, uma vez que a
concentracdo de DAF2 intracelular, segundo estudos anteriores®®, deve ser préxima
de 1mM, valor que excede muito a concentracdo acumulada de *NO utilizada nos
experimentos. Coerentemente, foi observado que DAFT continua a ser formado
linearmente em funcdo do tempo por mais de 30 minutos com a maxima
concentracdo de doador utilizada.

Um resultado surpreendente e peculiar surgiu na analise da taxa de aumento
de fluorescéncia (velocidade de formacdo de DAFT) em funcdo da concentracdo do
doador de *NO. A velocidade de formacdo de DAFT (AF/min)** aumenta linearmente
com a concentracdo de sper/NO (Figura 6B) mas torna-se independente da
concentracdo do doador a partir de um limite. Este comportamento estd mais
evidente na figura 6B, onde estdo apresentados os valores dos coeficientes
angulares (AF/min) calculados a partir das curvas da figura 6A em funcdo da
concentracdo de *NO. A mudanca no perfil cinético é evidente e aguda e ocorre para

*2 O coeficiente angular da curva (AF/AT) é proporcional a velocidade de
formacao de DAFT e foi determinado por regressao linear usando o software usando
os dados do ultimo minuto do ensaio. Assim, sempre que forem citados 0s termos
“velocidade de formagao” ou “taxa de formacao” estes termos se referem a relagao
AF/AT para os ultimos 60 segundos de analise. A escolha de calcular o coeficiente
angular no dltimo minuto foi feita para garantir que a concentracdo de *NO tivesse
atingido o estado estacionario para todas as concentracdes de sper/NO
empregadas, minimizando efeitos de variagdo de concentracdo de *NO no calculo da
velocidade.
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concentracdes de sper/NO ao redor de 8uM (100nM de *NO). Isto é, a velocidade de
formacdo de DAFT apresenta um perfil cinético bifasico, alterando-se de um
processo de primeira ordem para zero ordem com relacédo a *NO com o aumento da
concentracdo do proprio *NO. Até onde sabemos, o perfil cinético apresentado na
figura 6B nunca foi observado anteriormente para processos nitrosativos em geral e
de nitrosacao de DAFT em particular. Portanto, esse comportamento foi investigado
com maiores detalhes.

Para confirmar que o perfil cinético observado estava relacionado com o
aumento da concentracao de *NO foi avaliado como variava a concentragdo de *NO
no estado estacionario em funcdo da concentragcdo de sper/NO adicionado as
células.

Como é mostrado na figura 7A, ao contrario da velocidade de formacédo de
DAFT, o aumento da concentracdo de *NO é linear em toda a faixa de concentracéo
de sper/NO usada (Figura 7B). Estes dados mostram que a transicdo cinética de
primeira ordem para ordem zero observada para a taxa de formacdo de DAFT ocorre
com concentracdo de *NO entre 120-140 nM, dentro da faixa aceita como fisiologica.
Além disso, a concentracdo de *NO se mantém abaixo de 200nM mesmo para a
maior concentracdo de doador de *NO usada, o que confirma a afirmacéo de que a
concentragdo de *NO ndo atinge valor alto o bastante para esgotar o DAF2

intracelular.
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Figura 7 — Concentracdo de *NO no estado estacionario para diferentes
concentracbes de sper/NO A) Células suspensas em PBS foram expostas a
diferentes concentracdes de sper/NO. A concentracdo de +NO no estado
estacionario foi medida amperométricamente com eletrodos seletivos a *NO. Ao fim
de cada medida hemoglobina (5uM) era adicionada para consumir todo <NO
presente. B) Variacdo da concentracédo de *NO no estado estacionario em funcéo da

concentragéo de sper/NO utilizada. Os valores foram obtidos a partir das curvas da
figura 7A.

Esta descoberta é reveladora e leva a conclusGes importantes. Primeiro, a
transicdo cinética de primeira para zero ordem com relacdo a <NO ocorre
abruptamente, indicando a existéncia de um componente endégeno esgotavel que
reage rapidamente com *NO e que induz estresse nitrosativo. Superdxido é
definitivamente um candidato®® . Segundo, a fase em plateau indica que o(s)
mecanismo(s) de formacédo de DAFT nas células possui uma etapa que requer *NO,
mas que nao € determinante da velocidade. Estas caracteristicas sdo coerentes com
mecanismos previamente propostos ilustrados pelas equacdes (28-30)%% % %

Finalmente, a existéncia da fase de ordem zero com relagédo a *NO revelou que a
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reacdo de auto-oxidagdo de *NO é irrelevante para a formacéo intracelular de DAFT
nas condi¢cdes experimentais. De fato, na auséncia de células, onde a formagéo de
DAFT é dependente da reacdo de auto-oxidagdo, a formacdo do plateau néo foi

observada®” %,

4.1.5. Formacéao de DAFT é dependente de superéxido

O perfil cinético mostrado na figura 6B sugere que a formacdo de DAFT
deva ser dependente de algum outro componente celular cuja concentracdo limite a
velocidade de formacdo de DAFT, e que este componente deva ser continuamente
produzido pelas células, ja que a formacdo de DAFT ocorre com velocidade
constante dentro do intervalo de tempo de execucdo do experimento. Superdxido
(Oz'_) € uma espécie produzida de forma continua dentro das células durante o
processo natural de respiracdo celular e reage rapidamente com *NO (k = 1,9 x 10%°
M?s™), levando & formacdo de peroxinitrito como mencionado na introduc&o.
Importante, O," reconhecidamente estimula processos oxidativos e nitrosativos em
combinacdo com *NO, inclusive de DAF2. Consequentemente, superoxido torna-se
um candidato natural na tentativa de investigar o perfil cinético observado para a
formacdo de DAFT. Para isso, buscamos modular a quantidade superdxido presente
nas células para avaliar a participacdo desta espécie na formacdo de DAFT
intracelular.

Antes, porém, procurou-se por evidéncias que indicassem que O, é de fato
a espécie relevante na formacao intracelular de DAFT. Inicialmente, avaliou-se o
efeito que a concentracédo de oxigénio exerce na formacéo de DAFT. Células foram
suspensas em tampédo de trabalho previamente desoxigenado e mantidas sob
agitacdo por cinco minutos antes da adicdo de sper/NO a 37°C. O resultado,
apresentado na figura 8A, revela que desoxigenacdo suprime completamente a
formacdo de DAFT em concentracdes de sper/NO representativas das duas faixas
cinéticas (primeira e zero ordem com relacdo a *NO). A reducao drastica na taxa de
formacdo de DAFT indica que, de alguma forma, oxigénio exerce papel importante

NO Processo.
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O envolvimento do oxigénio na velocidade de formacdo de DAFT deve
ocorrer principalmente por dois processos:

i) Reacdao direta entre *NO e O,, com formacao de NO, e N,O3 que em
Gltima instancia leva a formacdo de DAFT pelos mecanismos de nitrosacdo e
oxidac&ao nitrosilativa (Eg. 3,4,28-30).

ii)  Através da participacdo do oxigénio em algum processo biolégico que
resulta em espécies envolvidas no processo de formacdo de DAFT intracelular,
notadamente O,°".

A primeira hipotese fora descartada. Conforme discutido, auto-oxidacdo €&
irrelevante nas condi¢cdes experimentais do estudo devido as baixas concentracfes
de *NO usadas e a existéncia do comportamento cinético de ordem zero para
formacdo de DAFT intracelular com relacdo a concentracdo de <NO. Outra
confirmacdo da irrelevancia de tal reacdo surgiu do acompanhamento da
concentracdo de oxigénio no meio contendo células, antes e apos a adicdo do
doador de *NO. Este acompanhamento, realizado com eletrodo seletivo de oxigénio,
esta apresentado na figura 8B.

O experimento mostra que o consumo de Oy, via respiracdo, apos adicdo de
células ao tampao de trabalho ocorre a uma taxa constante de aproximadamente
0,33 pM / min x 10° células, em média. Importante, a taxa de consumo de O, n&o se
altera apds a adicao do doador de *NO, e a concentracao de O, diminui linearmente
de aproximadamente 180 uM até 150 uM no periodo de 10 minutos apds introducao
do doador. E relevante ressaltar que nos experimentos representados pela figura 8B,
a concentracdo de sper/NO empregada foi de 15uM, concentracdo mais alta
utilizada na maior parte dos ensaios. Mas, a auséncia de efeito no consumo de O,
foi observada para as demais concentracbes de doador empregadas. Mais
importante, apesar da concentracdo de O, diminuir em funcdo do tempo, a
velocidade de formacao de DAFT nao diminui, mantendo-se constante até o final do
ensaio.

Este comportamento também é coerente com a conclusdo de que auto-
oxidagao de *NO é irrelevante como mecanismo de formacgéo intracelular de DAFT,
ja que auto-oxidacdo depende da concentracdo de oxigénio e deveria diminuir em
funcdo do tempo, acompanhando a diminuicdo da concentracdo de O,. Na verdade,

deveriamos até esperar aumento do consumo de O, apés introdugcado de *NO se
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auto-oxidagdo fosse cineticamente competitiva nestas condi¢des. Igualmente
importante, os resultados das figuras 8A e 8B juntos indicam que 0 processo
nitrosativo que leva a formacéo de DAFT intracelular requer O, (figura 8A) mas é
cineticamente independente da concentracdo de O, (figura 8B) nas condi¢cdes
experimentais e na faixa de concentragdo de *NO e O, durante o periodo
observacional. Isto € mais coerente com a participacdo de uma espécie derivada de
O, mas nédo de O, per se, apontando diretamente para superéxido.

A sper/NO (uM)

18

-

= 02

=20 §

2

o { sper/NO

9

'-I,

2 104

" ' ;09
0+ - - . 2 o

0 2 4 6 8 10

Fempo (min)

Células

o

200 v

4

N

”h( | PN

(): (uM)

1" \ I.u l.i 3'0 3.4 30
Tempo (min)

Figura 8 — Dependéncia da formacdo de DAFT com a concentracdo de
oxigénio e consumo celular de O,— A ) Dependéncia da concentracdo de oxigénio
para nitros(illacdo do DAF-2. Células tratadas com DAF-2 foram submetidas a
diferentes concentracdes de sper/NO em diferentes condi¢des de oxigenacao. Aex.
495nm. Aem. 520nm. B) Consumo celular de oxigénio. Monitoramento via eletrodo
seletivo da concentracdo de oxigénio em funcdo do tempo. As setas indicam os
momentos onde as células foram adicionadas ao tampéo, o momento de adi¢cdo do
doador de *NO e o momento de adicdo de hemoglobina.

Finalmente, o experimento da figura 8B demonstra que o perfil cinético

observado para formacdo de DAFT ndo é decorrente de variagbes nas
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concentracdbes de oxigénio entre as amostras, uma vez que todos 0s ensaios foram
executados nas mesmas condi¢cdes, nem é decorrente de uma situagdo de hipoxia,
uma vez que no periodo de tempo de execucdo dos ensaios ndo ha consumo
completo do oxigénio do meio.

Pode-se argumentar que *NO deveria inibir a respiracao celular e, portanto o
consumo de O,, o0 que nao foi observado. Como supramencionado, *NO inibe o
processo de respiracdo celular via competicAo com oxigénio pelo sitio ativo do
complexo IV da cadeia respiratéria mitocondrial (Ccox) mesmo para baixas
concentracbes de *NO. Todavia, nas concentragdes de sper/NO utilizadas, a razéo
[O2] / [NO] é alta demais (900 a 850) para que *NO compita eficientemente com O..

Descartada a hipotese de envolvimento da reacdo de auto- oxidacdo de
*NO, a suspeita de que o envolvimento do oxigénio na formacdo de DAFT deveria
ser referente a participacdo de O, intracelular aumentou. Superéxido é uma
espécie radicalar derivada da reducdo monoeletronica do oxigénio, que pode ocorrer
por diferentes mecanismos em células, inclusive e principalmente na cadeia
transportadora de elétrons, onde centros metalicos presentes nos complexos | e Il
transferem um elétron para o oxigénio, produzindo o radical.

Nas células, o controle desta espécie radicalar é feita em diferentes
compartimentos mediante superoxido dismutases, Cu,Zn superoxido dismutase
(SOD), presente no citosol, ou pela variante encontrada nas mitocondrias, Mn
superéxido dismutase (MnSOD). Estas enzimas catalisam a dismutacdo de 0,
convertendo-o em O, e perdxido de hidrogénio que, por sua vez, € reduzido a agua
na presenca de catalase. Com este controle, células conseguem manter a
qguantidade de superoxido baixa o bastante para evitar reacdes potencialmente
toxicas. Situacdes nas quais este controle torna-se ineficiente provocam aumento da
quantidade de O,  intracelular, configurando a condicdo conhecida como estresse
oxidativo.

A participacédo de O, na formacao de DAFT foi investigada pelo tratamento
de células com PEG-SOD (polietilenoglicol superdoxido dismutase), uma forma de
Cu, Zn -SOD conjugada a polietilenoglicol, que proporciona a enzima capacidade de
ganhar acesso ao interior celular. Esperava-se que em células tratadas com PEG-
SOD, a velocidade de dismutacdo de superoxido fosse aumentada, diminuindo a

concentracédo de superoxido e minimizando sua reagcdo com *NO. A dismutagéo de
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superoxido catalisada por Cu, Zn SOD possui elevada constante de velocidade
k=1x10°M2s1% o que torna a reagiio competitiva com a reacdo entre *\NO e O, .
20, + 2H" — H,0, + O, Eq. (31)

A eficiéncia do tratamento das ceélulas com PEG-SOD foi avaliada
comparando-se a capacidade que amostras tratadas e néo tratadas com PEG-SOD
apresentavam de competir com citocromo ¢ por superoxido. A reducao de Fe(ll)Cit-
C para Fe(Il)Cit-C por superoxido € acompanhada por aumento da absorcéo de luz
em 550nm, sendo esta reacdo muito utilizada para deteccdo de O,” em diversas
situacbes e também para determinar atividade superoxido dismutase em geral.
Assim, o extrato celular obtido a partir da lise das células com nitrogénio liquido foi
colocado na presenca de Fe(lll)Cit-C, em PBS contendo 100uM de xantina e xantina
oxidase suficiente para gerar um fluxo de 1,1 pM s de O, . A atividade total de
SOD/mg de proteina do extrato aumentou 1,78 vezes na amostra tratada com PEG-
SOD quando comparada com a amostra controle (ndo tratada), confirmando a
eficiéncia do tratamento.

O tratamento com PEG-SOD resultou em acentuada diminuicdo na taxa de
formacéo de DAFT quando comparada a células controle no mesmo dia (Figura 9A).

Este resultado ndo é uma novidade. Estudos anteriores % #’

ja observaram esta
dependéncia ao modularem a concentracdo de superéxido utilizando o sistema
xantina/xantina oxidase. Contudo, nestes estudos, a geracdo de superéxido foi
realizada no meio extracelular, o que faz com que boa parte das reacdes que levam
a formacado de DAFT sejam dependentes de processos extracelulares. Aqui, a
inibicdo da nitrosacdo do DAF2 com o tratamento com PEG-SOD, além de indicar o
envolvimento de superdéxido no processo sugere que a maior parte do processo
deve ser intracelular. Esta afirmacdo € suportada pelo fato de que exclusdo de
Cu,Zn SOD do tampéo de trabalho néo exerce nenhum efeito na formagao de DAFT.
Isto é, a formacdo de DAFT depende de O,  intracelular, uma vez que nem Cu,Zn
SOD nem O," cruzam membranas celulares.

Aléem deste controle negativo de superéxido, isto €, diminuicdo da
concentragdo de superoxido intracelular, foram realizados ensaios nos quais a

concentracdo de superoxido foi elevada como controle positivo. Este aumento foi
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proporcionado utilizando-se compostos capazes de se engajar em um ciclo redox
com consequente producao de superéxido intracelular.

Dois compostos foram empregados para este fim: 2,3-dimetoxi-1,4-
naftoquinona (DMNQ) e o dicloreto de 1,1’-dimetil-4,4’-bipiridino hidratado
(Paraquat). No interior das células, DMNQ é reduzido pela acdo de redutases e
NAD(P)H produzindo hidroquinona e semiquinonas que sofrem rapida autoxidagéo

levando a formacdo de H,0, e O, %

. Importante destacar que tanto DMNQ
guanto Paraquat operam por mecanismos semelhantes que dependem de redutores
intracelulares, portanto, somente produzem O," no interior celular. A presenca de
DMNQ nas células tratadas com DAF2-DA resultou em aumento consideravel da
taxa de formacdo de DAFT (Figura 9B), confirmando que O, estimula processos
nitrosativos em células que levam a formacao de DAFT.

Na figura, é possivel observar que, ao contrario do grupo controle, a
formacdo de DAFT nao sofre transicdo de primeira ordem para zero ordem com
relacdo a concentracdo de *NO mesmo com 50uM de sper/NO. Optamos por nao
aumentar ainda mais a concentracdo do doador para evitar que outros mecanismos
nitrosativos fossem introduzidos como auto-oxidagao de *NO.

Apesar de o experimento sugerir que superdxido seja de fato a espécie
limitante responsavel pela transi¢cdo cinética com relacdo a *NO, € necessario ter
cautela para fazer esta afirmacdo a partir destes dados. Por exemplo, espécies
oxidantes produzidas no ciclo redox do DMNQ podem estimular a formacédo de
DAFT na presenca de *NO. A presenca de Paraquat nas células tratadas com DAF2
também aumentou a taxa de formagéo de DAFT (Figura 9C).
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Figura 9 — A formacédo de DAFT depende da concentracdo intracelular de
superoxido. A) Variacdo da fluorescéncia na presenca de PEG-SOD. Células
tratadas por 24 horas com PEG-SOD (5ug/mL) foram tratadas com DAF-2DA e
posteriormente expostas a *NO. B) Variacdo da taxa de fluorescéncia na presenca
de DMNQ. Células tratadas com DAF-2 foram expostas a diferentes concentracdes
de sper/NO na presenca e na auséncia de DMNQ (20uM). C) Variacdo da
fluorescéncia na presenca de PARAQUAT. Células tratadas com DAF-2 foram
expostas a sper/NO (15uM) na presenca e na auséncia de PARAQUAT (10uM). Os
valores sdo representativos de 3 medidas + D.P. No painel C as médias foram
comparadas usando teste t-Student e verificou-se que s&o estatisticamente
diferentes (p < 0,05). Aex. 495nm; Aem. 520nm
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4.1.6. O envolvimento de peroxinitrito na formacéo de DAFT

O provavel papel relevante de 0, na formacdao de DAFT deve
necessariamente passar pela formacdo de peroxinitrito. Como mencionado, esta
espécie é formada a partir da reacdo de recombinacéo entre *NO e O, ,uma reacao

extremamente r4pida cuja velocidade aproxima-se do limite difusional.

7

Termodinamicamente, peroxinitrito € um oxidante muito mais forte que seus

14; 100

precursores e pode reagir com diferentes alvos em meio bioldgico direta ou

indiretamente.
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Desta forma, foram realizados ensaios com intuito de avaliar o envolvimento
do peroxinitrito na formacdo de DAFT. Inicialmente, procurou-se avaliar se
captadores de peroxinitrito (scavengers) interferem na taxa de formacao de DAFT.
Nas figuras 10A e 10B estdo apresentados os resultados dos ensaios que utilizaram
duas porfirinas de manganés, Mn-TE-2PYP e Mn-Thap e na figura 10C foi
empregado Ebselen. As duas porfirinas sdo compostos que mimetizam SOD e sao

permedveis as membranas celulares®®® 102 103

, contudo, estudos apontam que
ambas sZo0 mais eficientes na remogéo de ONOO™ do que na dismutagdo de O," %2,
Embora administradas como Mn**, tais complexos podem ser reduzidos no interior
celular por redutores como ascorbato, superoxido e mesmo enzimaticamente por
flavoenzimas para complexos de Mn?*. A reacéo entre o centro metélico Mn®* das
porfirinas com ONOO™ apresenta constante de velocidade na faixa de 10° e 10’ M's®
! para MnThap e Mn-TE-2-PYP, respectivamente, tendo como produtos fons NO; ,
uma espécie nao nitrosante, e a forma oxidada da porfirina (Mn**=0Q)!04 105106

Os resultados mostraram que no caso das duas porfirinas houve reducéo
consideravel da velocidade de formacédo de DAFT tanto para concentracdo de 2 uM
quanto para 10uM de sper/NO, que representam as duas faixas cinéticas com
relacdo a *NO. Primeiro este resultado é coerente com o envolvimento de O, e
peroxinitrito. Segundo, a participacdo destas espécies é importante para as duas
faixas cinéticas de formacgao de DAFT relativo a concentragdo de *NO, o que é um
indicativo de que o mecanismo de formacdo de DAFT deve ser o mesmo,
independentemente e a despeito da mudanca do perfil cinético com relacédo a *NO.
O efeito de filtro interno provocado por absor¢cao de luz das porfirinas na regido dos
comprimentos de onda de absorcdo e emissdo do DAFT é desprezivel quando a
concentracdo de MnThap < 20uM e a de Mn-TE-2-PYP < 30uM, portanto, tal efeito

nao pode ser responsavel pelas observacdes realizadas nos experimentos.
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Figura 10 — Efeito de captadores (scavengers) de peroxinitrito na taxa de
formacédo de DAFT. A) Aumento da taxa de fluorescéncia na presenca do scavenger
de ONOO- MnTE-2-PYP . Células tratadas com DAF-2DA foram expostas a
diferentes concentracdes de sper/NO na presenca e na auséncia de MnTE-2-PYP
(30uM) em PBS sem DTPA. B) Taxa de aumento de fluorescéncia na presenca do
scavenger Mn-Thap. Células tratadas com DAF-2DA foram expostas a diferentes
concentracbes de sper/NO na presenca de diferentes concentracées de Mn-Thap.
em PBS sem DTPA.C) Células tratadas com DAF-2DA foram expostas a sper/NO
15uM na presenca de Ebselen 10uM em PBS/DTPA. Os valores sao representativos
de 3 medidas £D.P. O teste t-Student mostrou que as amostras +MnTE-2-PYP e
— MnTE-2-PYP séo estatisticamente diferentes entre si para uma mesma
concentracéo de sper/NO (p < 0,05). Aex. 495nm; Aem. 520nm.

Os resultados mostraram que no caso das duas porfirinas houve reducéo
consideravel da velocidade de formacédo de DAFT tanto para concentracdo de 2 uM
guanto para 10uM de sper/NO, que representam as duas faixas cinéticas com
relacdo a *NO. Primeiro este resultado é coerente com o envolvimento de O, e
peroxinitrito. Segundo, a participacdo destas espécies é importante para as duas
faixas cinéticas de formacéo de DAFT relativo a concentragdo de *NO, o que é um
indicativo de que o mecanismo de formacdo de DAFT deve ser o mesmo,
independentemente e a despeito da mudanca do perfil cinético com relagdo a *NO.
O efeito de filtro interno provocado por absor¢cdo de luz das porfirinas na regido dos

comprimentos de onda de absorcdo e emissdo do DAFT €& desprezivel quando a
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concentracdo de MnTbap < 20uM e a de Mn-TE-2-PYP < 30uM, portanto, tal efeito
ndo pode ser responsavel pelas observacdes realizadas nos experimentos.

Testes com eletrodos seletivos revelaram ainda que a concentracdo de
[NOlest N80 € alterada pela presenca das porfirinas, demonstrando que estes
compostos ndo reagem diretamente com <NO. Ainda que as porifirinas de Mn
possam eventualmente reagir com superoxido, a maior parte deve reagir com

peroxinitrito®* 0

, com consequente diminuicdo da taxa de formacao de DAFT.

Para fortalecer esta hipotese, experimentos semelhantes foram realizados
na presenca de ebselen, que reage apenas com peroxinitritoproduzindo o 6xido de
Se-Ebselen e NO, com constante de k = 2 x 106 M5 197 1% Nenhum dos produtos
€ agente nitrosante e o 6xido é reduzido no interior celular. Na figura 10C é possivel
observar que a adicdo de Ebselen inibe completamente a formacdo de DAFT nas,

sugerindo o envolvimento de peroxitrito.

ONOO + Ebselen —> NO, + 6xido-Se-Ebselen (Eq. 32)

Testes com concentracbes menores de Ebselen foram realizados com o
intuito de verificar se a inibicdo da formacdo de DAFT poderia ser dependente da
concentracdo do scavenger, porém, mesmo empregando concentracdes baixas
(entre 1 e 0,1 uM) néo foi observada formacéo de DAFT. Este resultado pode estar
relacionado com a possibilidade de ebselen ser reduzido por tidis, como da
glutationa, por exemplo, em um ciclo catalitico que promove o consumo catalitico de

peroxinitrito intracelular, impedindo a formacdo de DAFT8 199,

oxido-Se-Ebselen + 2GSH —> Ebselen + GSSG + H,0 (Eq. 33)

Para confirmar o envolvimento de peroxinitrito na formagéo de DAFT foram
realizados ensaios em tampédo de trabalho equilibrado com bicarbonato de sédio,
gue existe em equilibrio acido base com CO,,

CO,(g)<= COs(aq) + Ho0(1) <= H>COs(aq) <= H'(ag) HCOs (aq) (Eq.34)

Um dos principais alvos de peroxinitrito no interior das células é a molécula

de CO,. Estes dois compostos reagem com velocidade apreciavel
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(k=2,6 x 10* M*s™)™° e o produto desta reacgdo leva a formagdo de NO, e COs
(67%) e COg'i e NO,’ (33%)111; 112;113

ONOO + CO, —>[intermediarios] — CO3" + NO, (*33%) (Eq.35)

O efeito do equilibrio de bicarbonato no tampéo de trabalho, realizado
imediatamente antes de se iniciar a medida e sem alteracdes no pH, foi avaliado e o

resultado é apresentado na figura 11.
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Figura 11 - Efeito do aumento da concentracdo de CO, na taxa de
formacao de DAFT. Células tratadas com DAF-2 foram expostas a *NO em tampéo
de trabalho contendo diferentes concentragcdes de NaHCOs;. O tampao contendo
bicarbonato foi preparado imediatamente antes da realizacdo do experimento e o pH
era corrigido para 7,4. Os valores sao representativos de 3 medidas + D.P. Aex. 495;
Aem. 520nm.

A presenca de CO, aumentou consideravelmente a taxa de formacéo de
DAFT nas duas faixas cinéticas relativas a *NO, e este aumento € proporcional a
concentracdo de bicarbonato dentro da faixa de concentracdo empregada no ensaio.
Duas conclusdes importantes foram extraidas destes experimentos: i) peroxinitrito
esta envolvido no processo uma vez CO, ndo reage diretamente com *NO nem com
superoxido. ii) O aumento da taxa de formacdo de DAFT indica que a participacao
de peroxinitrito é indireta e que os radicais derivados de sua decomposi¢cdo na
presenca de CO, estimulam formacdo de DAFT por nitrosacdo via N,O3z e
nitrosilagcado oxidativa. Estes mecanismos ndo sdo novidades e foram sugeridos por

|86

Espey et al™ (equacdes 28-30).
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Apesar de ser conhecido que radical carbonato possa ser produzido por

outras vias diferentes da reacdo com peroxinitrito (equacbes 36-38)M3% 14 113

a
velocidade de recombinacdo entre O,” e *NO é muito mais alta e, portanto, a
formacdo de radicais a partir da decomposicdo de peroxinitrito € muito mais

plausivel, justificando a primeira conclusdo proposta acima.

nt

Oy +H,0, __M__S'OH+O,+HO (Eq. 36)
'OH +HCO; ——> CO3 "H,O k=8,5x10°M?s? (Eq.37)**
'OH+C0O> —> COz + OH k=3x108Ms? (Eq.38)M*

A segunda concluséo € obtida a partir da primeira, pois, se peroxinitrito esta
envolvido e se CO, aumenta o efeito da formacdo de DAFT, entdo sdo os radicais
derivados da decomposicdo de ONOO gue atuam na nitrosacdo do DAF2 e nao
peroxinitrito. Na verdade, ndo ha reagéo direta entre peroxinitrito e DAF2 formando
DAFT.

4.1.7. Efeito de captadores de radicais e de espécies nitrosantes

Com o objetivo de fortalecer e compreender melhor o envolvimento das
espécies radicalares derivadas da decomposicdo de ONOO (HO"; NO,; COs ),
foram realizados ensaios nos quais captadores de radicais extracelulares e de
espécies nitrosantes foram acrescentadas a suspenséao celular. Hexacianoferrato de
potassio K4Fe(CN)g] (FCN) é oxidado por espécies derivadas da decomposicao de
peroxinitrito **® *”. A elevada carga do complexo (-4) dificulta a passagem deste
composto através de membranas celulares, com isso, seu efeito € essencialmente
extracelular. Dentre as espécies derivadas de ONOO , as gue possuem maior

permeabilidade &s membranas celulares s&§0 ONOOH e NO,™*8 119

, assim, qualquer
efeito apresentado pela adicdo de FCN deve ser, em principio, pela reacdo do

complexo com uma destas duas espécies.
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O efeito de FCN na nitrosacdo do DAF2, apresentado na figura 12, foi de
certa forma surpreendente. FCN inibiu a formacao intracelular de DAFT quase
completamente nas duas faixas de concentracao de sper/NO empregadas.

Considerando que em pH 7,4 uma fracdo do peroxinitrito deve estar na
forma protonada (pKa 6,8), e que esta forma decompde-se mais rapido em meio
hidrofébico'®, é razoavel esperar que esta espécie deve se decompor e liberar
radical NO,", que migra pra fora da célula onde pode reagir com FCN, o que explica
o efeito deste complexo na nitrosacdo do DAFT. Contudo, a decomposicdo de acido
peroxinitroso € lenta. Um mecanismo mais importante para producdo de NO; é a
decomposicdo de peroxinitrito por CO,. Ainda que alguma quantidade de ONOOH
atravesse a membrana celular sem se decompor, a velocidade da reacéo entre NO;'
e FCN é muito maior que a velocidade da reac&o direta entre ONOOH e FCN **’
conforme mostrado nas equacgfes 39-40. A reacdo ilustrada pela equacdo 39 é
muito mais lenta que sua quebra homolitica via acido peroxinitroso ou via reacao

com CO..

'NO, + Fe(CN)¢* — NO, +Fe(CN)¢> k=3,0x10°Mist (Eq.39)

ONOOH + Fe(CN)g* — NO; +Fe(CN)e> k=51 M's? (Eq.40)

controle
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0.0 e —
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Taxa de aumento de fluorescéncia

Figura 12 — Efeito de captadores de radicais livres extracelulares na
formacdo de DAFT. Células tratadas com DAF-2 foram expostas a diferentes
concentracdes de sper/NO na presenca e auséncia de Azida de sédio (1ImM) e FCN
(ImM) adicionados imediatamente antes das medidas de fluorescéncia. Os valores
sao representativos de 3 medidas independentes = D.P. O teste t-Student revelou
gue as medias das amostras Controle e N3 sao estatisticamente diferentes entre si
(p<0,05) para uma mesma concentracao de sper/NO . Aex. 495; Aem. 520nm.
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As outras espécies que podem se formar a partir da decomposi¢cdo de
peroxinitrito na presenca de CO, s&o 0 "OH e COj3 , respectivamente. Porém, ‘OH é
tdo reativo que deve oxidar imediatamente qualquer outra molécula que encontre
antes de conseguir cruzar a membrana celular e é improvavel que CO; atravesse
membranas celulares devido sua carga e solvatacéo. Portanto, o efeito de FCN né&o
somente reforca a nogdo de que sado radicais derivados de peroxinitrito que
estimulam processos nitrosativos como também pode indicar que este radical &
principalmente NO;".

Embora esta seja uma conclusdo preliminar, NO," parece ser uma das
principais espécies responsaveis pela formacéo de DAFT e que este radical, mesmo
formado no interior celular, parece passar um periodo de tempo no exterior das
células ja que estima-se que o coeficiente de permeabilidade do NO," seja 4000
vezes maior que do peroxinitrito® 119,

O produto da reacdo entre NO; e *NO é N,Osz, uma espécie altamente
nitrosante e que poderia contribuir para formacdo de DAFT. Esta recombinacao
radicalar embora cineticamente favorecida, ndo deve ser relevante no interior das
células, uma vez que existe grande quantidade de outras moléculas capazes de
reagir com NO," e que estdo em concentracdes muito maiores que *NO, tanto que a
formacao desta espécie tem sido considerada irrelevante. Porém, considerando a
conclusdo anterior de que NO, pode cruzar membranas, é razoavel esperar que
N.O3z; possa se formar no exterior celular a partir da recombinacdo com <NO,
especialmente nas condi¢cdes experimentais do estudo, onde alvos extracelulares de
NO," sdo escassos.

A hipétese de que N,O3; produzido no espaco extracelular possa estar
envolvida na formacdo de DAFT foi avaliada empregando-se azida de sodio (NaN3)
que é considerada como sendo um captador especifico de N,O3*°. O efeito de azida
(N3) também é mostrado na figura 12. Azida proporcionou reducdo na taxa de
formacado de DAFT de cerca de 32% quando a concentragcdo de sper/NO foi de
10uM, porém, seu efeito ndo foi tdo significativo para concentracdo baixa de
sper/NO. A reducédo apenas parcial da taxa de formacao de DAFT e somente para a
mais alta concentracdo de sper/NO testada sugere a existéncia de dois mecanismos
diferentes na nitrosacéo do DAF2, e que um destes mecanismos prevalece em todas

as condicdes, especialmente para concentracdes de *NO mais baixas. A existéncia
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destes dois mecanismos distintos para a formacdo de DAFT ja foi identificada
anteriormente® e denominados nitrosilacdo oxidativa (Eq. 29-30) e nitrosacéo (Eq.
28).

E importante notar que em ambos os mecanismos, DAF2 precisa competir
com diversos componentes celulares pelas espécies NO,", N,Ogz, indicando que
também deve existir correlacéo positiva entre concentragdo de DAF2 intracelular e a
taxa formacdo de DAFT. Esta correlacdo foi verificada em células tratadas com
diferentes concentracfes de DAF2-DA (Figura 5), portanto, em concordancia com as

conclusdes sobre mecanismos.

4.1.8. Formacéao de DAFT em diferentes condicdes de estresse oxidativo

Em seguida, foi avaliado como a diminuicdo ou aumento da concentracéo de
dois dos principais antioxidantes enddgenos de baixa massa molecular afetam
processos nitrosativos através da formagdo intracelular de DAFT. Para isso, a
sintese de glutationa (GSH) foi inibida pelo uso do inibidor da y-glutamilcisteina

H'?! tratando as células com

sintetase (y-GCS), enzima envolvida na sintese de GS
butionina sulfoximina (BSO) por uma noite. Por outro lado, células foram tratadas
com ascorbato por mais de 3 horas antes da coleta em culturas separadas.

Estes experimentos também permitem investigar como a nitrosag¢do do
DAF2 é afetada em diferentes condicbes de stress oxidativo. Os resultados estédo
apresentados na figura 13. Apesar de relatos informando que ascorbato reage
diretamente com DAF2, aumentando a fluorescéncia, o tratamento com ascorbato
resultou em inibicdo quase que completa de formacédo intracelular de DAFT. Ja a
inibicdo da sintese de glutationa por BSO resultou no aumento da formacao
intracelular de DAFT. Os resultados reforcam a nocéo de participagao de derivados
de peroxinitrito na formacdo de DAFT e sdo coerentes com a nocado de que

processos nitrosativos sdo dependentes das condi¢cdes redox das células.
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Figura 13 — Efeito da alteracdo de antioxidantes enddégenos na formacgéo de
DAFT. Células tratadas com DAF-2DA foram expostas a diferentes concentracdes
de sper/NO na presenca e auséncia de ascorbato ou BSO. As células foram
incubadas com ascorbato 100uM por 3 horas antes do tratamento com DAF-2. O
tratamento com BSO foi feito incubando as células por 24 horas com 5mM de BSO
antes do tratamento com DAF-2DA. Os valores sao representativos de 3 medidas
independentes + D.P. O teste t-Student revelou que as médias das amostras
Controle e BSO séo estatisticamente diferentes entre si (p<0,05) para uma mesma
concentracdo de sper/NO. Aex. 495; Aem. 520nm.

4.1.9. Formacédo de DAFT em células ativadas com LPS e formagdo de s-

nitrosotiol

Conforme mencionado, DAF2 é amplamente empregado como uma
molécula modelo para estudos de processos nitrosativos. Contudo, esse emprego sé
possui validade se for capaz de simular, dentro de certos limites, condi¢cdes que
ocorrem naturalmente nas células. Com o intuito de identificar se ha alguma
correspondéncia entre os resultados obtidos com processos celulares normais,
foram realizados ensaios de formagdo de DAFT com macrofagos ativados. Também
foi avaliada a formacao de s-nitrosotidis biologicos.

Lipopolissacarideo (LPS) é um dos principais componentes existentes em
bactérias Gram-negativas. Em contato com macrofagos, LPS ativa varias respostas
nestas células, inclusive aumento da expressao de iINOS e consequentemente da

producao de ‘NO', As células foram expostas a LPS por 24 horas antes da coleta
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e posteriormente foram tratadas com DAF2-DA conforme descrito anteriormente,
exceto que HbO, foi incluida para consumir qualquer *NO que fosse produzido
durante o tratamento, minimizando a formacao prematura de DAFT antes do inicio
das medidas de fluorescéncia.

N&o houve aumento da fluorescéncia inicial significativa (de fundo) nestas
células com relagdo a células ndo tratadas com LPS e avaliadas no mesmo dia,
sugerindo que a formacdo prematura de DAFT foi muito baixa. Coerentemente, a
figura 14A mostra que nos primeiros minutos ndo existe formacdo de DAFT,
demonstrando que o emprego de HbO, durante o tratamento foi eficaz em prevenir a
formacao de DAFT.

ApoOs alguns minutos ocorre aumento da fluorescéncia decorrente do
acumulo de DAFT no interior das células. Para efeito de comparacéo, células
tratadas com DAF2-DA, mas sem tratamento prévio com LPS, foram submetidas ao
mesmo ensaio de fluorescéncia, porém, neste caso, ndo ha formagdo de DAFT
(inset Fig. 14A), o que estad de acordo com o fato de que DAFT s6 é formado na
presenca de *NO. E mostrado ainda que na auséncia de oxigénio ndo ha formacéo
de DAFT, o que é razoavel uma vez que tanto a producéo de superoxido, como ja foi

mostrado, quanto a de *NO séo dependentes de oxigénio.
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Figura 14 — A formacdo de DAFT em células ativadas e efeito da
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horas na presenca de HbO, foram coletadas, lavadas e tratadas com DAFT. O efeito
da concentragcao de oxigénio e da presenca de MnTe-2-PYP (30um) na formacgéo de
DAFT foi avaliado. B) Avaliacdo da formacao s-nitrosoproteinas em células tratadas
com BSO e Ascorbato. Os valores sao representativos de 3 medidas independentes
+D.P. O teste t-Student revelou que as médias das amostras Controle e BSO nao
sao estatisticamente diferentes entre si (p > 0,05). Aex. 495; Aem. 520nm.

A formacédo de DAFT em células ativadas com LPS também é dependente
da formacao de peroxinitrito, como € mostrado pelo ensaio na presenca da porfirina
de manganés MnTE-2-PYP. Neste caso, a presenca da porfirina resultou em
supressao quase que completa da formacédo de DAFT. Os ensaios na figura 14 séo
importantes, pois mostram que fatores que interferem na formacdo de DAFT sao
independentes da fonte de *NO ser extra ou intracelular. Embora importante, ndo é
nenhuma surpresa*®® uma vez que a *NO difunde-se livremente, muito rapidamente
e ndo tem membranas celulares como barreiras. A propésito, muitas das
propriedades fisiologicas de *NO dependem de sua acdo paracrina, isto é, da
difusdo de *NO de uma célula para outra e mesmo de um tecido para outro. O caso
da vasodilatacdo € bem ilustrativo, *NO é produzido no endotélio sob estimulos
fisicos ou quimicos e atua em células musculares lisas.

Na figura 14B esta apresentado como a formagéo de s-nitrosotiois bioldgicos
€ afetada na presenca de antioxidante (ascorbato) e com a exaustdo de glutationa
pela adicdo de BSO.

A principio, toda a proposta de trabalho para o estudo de processo
nitrosativos intracelulares seria realizada avaliando-se a formacéo de s-nitrosotiois
como indicador de nitrosacdo. Seria investigado o mecanismo pelo qual essa
modificacdo pos-traducional se processa e se tais modificacdes poderiam ou néo ser
especificas para uma determinada proteina ou grupo de proteinas. Infelizmente ao
longo do desenvolvimento do trabalho, foi constatado muita dificuldade em controlar
todas as possiveis variaveis envolvidas na formacéo de s-nitrosotiois e 0s resultados
obtidos, em sua grande maioria, ndo permitia chegar a nenhuma conclusédo segura,
mesmo quando todas as etapas do processo foram sistematizadas, desde o cultivo,
coleta, contagem, viabilidade celular, concentracdes de O, e *NO durante o ensaio,
até a preparacdo da amostra e quantificacdo de s-nitrosotiois bioldgicos.

De qualquer forma, a formacao de s-nitrosotiois foi qualitativamente similar &

formacdo de DAFT em células tratadas com BSO. Também, o tratamento com
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ascorbato resultou na reducédo na taxa de formacgédo de s-nitrosotiois, embora que
para ascorbato, a diminuicdo pode ter duas origens, prevencao e reducao de s-
nitrosotiois, diferentemente de DAFT, onde o produto ndo pode ser reduzido por
ascorbato.

Estes resultados indicam que € possivel que s-nitrosotiois sejam formados
pelos mesmos mecanismos encontrados para DAFT, porém, ndo é possivel afirmar
gue sejam 0s Unicos mecanismos operantes neste processo. De fato, como ja foi

mostrado em outros trabalhos *’

, a formacdo de s-nitrosotiol € favorecida pela
desoxigenacédo, o que difere muito do mecanismo de formagcdo de DAFT, que ao
contrério, é inibido pela auséncia de oxigénio. Isto por si s6 ja sugere a existéncia de
outros mecanismos pelos quais s-nitrosotiol possa vir a ser formado nas células.
Portanto, é preciso ter cautela na extrapolacdo dos resultados obtidos na analise da

nitrosacéo do DAF2 para formacao de s-nitrosotiois biolégicos.

4.1.10. Discussao — Parte |

A formacéo intracelular de DAFT inicia-se a partir da recombinacéo entre os
radicais *NO e O, , com consequente producédo de ONOO . Esta afirmacéo esta
fundamentada nos ensaios onde as concentracdes destas espécies foram alteradas,
de forma independente, resultando em alteracdes na taxa de formacdo de DAFT.
Observou-se que a exposicdo das células a condicdes de hipoxia (Figura 8A) e
adicdo de PEG-SOD (Figura 9A) resulta na reducdo da velocidade de formacao de
DAFT.

Nos dois casos, a diminuicdo da velocidade de formacdo de DAFT esta
relacionada com a diminuicdo da concentracdo de superoxido intracelular. Efeito
contrario € observado quando a concentracdo de superoxido intracelular é
aumentada pela adicdo de compostos capazes de produzir superéxido por ciclos
redox, como DMNQ e Paraquat (Figuras 9B-C). Com isso, conclui-se que, nas
células, O," é a espécie que redireciona *NO de sua acao direta, ativacdo de
enzimas como sGC, para acao indireta dependente de seus derivados. De maneira

analoga, a formagao de DAFT depende fundamentalmente de *NO; ndo ha formacéao
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de DAFT na auséncia de *NO, pois ndo had aumento de fluorescéncia antes da
adicao de sper/NO (Figura 6).

Portanto, a formacéo de DAFT deve passar por peroxinitrito. Coerentemente,
a inibicdo da formacao de DAFT observada na presenca de captadores (scavengers)
de peroxinitrito como as porfirinas de manganés (MnThap e MnTe-2-PYP) e Ebselen
(Figura 10A-C) revelou que peroxinitrito corresponde a um intermediario importante
no processo de formacéo de DAFT.

Consistentemente, a diminuicdo da concentracdo de GSH, presente nas
células em alta concentracdes e que consome ONOO , resultou em aumento da
velocidade de formacdo de DAFT. Com isso, fica claro o intermédio de ONOO no
processo, porém, resta a davida se DAF-2 e ONOO reagem diretamente ou se
outras etapas e outras espécies estdo envolvidas.

Foi observado que aumento da concentracdo de CO,, obtido pela presenca
de bicarbonato no tampé&o de trabalho, resulta no aumento da velocidade de
formacdo de DAFT. Teoricamente, a presenca aumentada de CO, resulta no
aumento da producdo de espécies derivadas da decomposicdo homolitica de
peroxinitrito e, portanto, sugere o envolvimento destas espécies nos processos de
formacdo de DAFT. Como ja foi discutido, CO, reage com ONOO |, produzindo
radicais NO,” e CO; e estes radicais podem se envolver em processos que
resultam na formacdo de DAFT como discutido na introducéao.

Estas observacdes deixam claro que o processo pelo qual DAFT é formado
no interior das células, em nosso modelo experimental, consiste nos mecanismos ja
conhecidos e denominados nitrosacao (Eq. 28) e nitrosilagdo oxidativa (Eq. 29-30).
A inibicdo promovida por antioxidantes intra e extracelulares, ascorbato e FCN,
respectivamente, revelou que o mecanismo de nitrosilacdo oxidativa € o principal
responsavel pela formacdo de DAFT. Contudo, a inibicdo parcial observada na
presenca de azida de sodio (N3_) demonstra que N,Os pode causar formacdo de
DAFT via nitrosagcédo, um processo que se torna mais relevante com o aumento da
concentragéo de *NO, como esperado, ja que a formagdo deste agente nitrosante
depende da recombinacgao entre *NO e NO5'.

Provavelmente, esta recombinacdo ocorre no ambiente extracelular. Os
experimentos com FCN sugerem que a molécula de NO;" difunde-se para fora das

células onde a recombinacdo com <NO para formar N,O; € mais competitiva
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cineticamente. A recombinagdo entre *NO e NO," embora cineticamente favoravel, é
irrelevante no interior das células, pois existe grande quantidade de competidores
gue reagem com NO;" e que estdo em concentracdes muito maiores que *NO.

A completa inibicdo da formacéo de DAFT na presenca de FCN extracelular
foi de certa forma surpreendente. Além de sugerir que NO, exerce papel
protagonista em processos nitrosativos em células, este resultado também indica
que pode cruzar membranas biolégicas e popular ambiente extracelular antes de
oxidar ou reagir com constituintes celulares. Das espécies geradas pelo processo de
degradacdo de ONOO via quebra homolitca (OH, NO,” e COs ), NO, é

seguramente a menos agressiva‘?*

(menor potencial redox) e reage apenas
lentamente com acidos graxos insaturados via oxidacdo e adicdo, muito mais
lentamente do que OH" e CO3" . Desta forma, NO," pode mostrar mais seletividade
do que OH' e COs guanto a seus alvos celulares dando-lhe talvez tempo suficiente
para atravessar membranas antes de ser consumido ou mesmo reagir com DAF2.
Isto explicaria o fato de que FCN extracelular previne a formacéo intracelular de
DAFT por completo.

De acordo com esta interpretacdo, e como colocado anteriormente, NO,'
pode exercer papel autocrino e paracrino e talvez seja a Unica espécie pela qual o
poder oxidativo de ONOO possa ser transportado para células vizinhas.

Teoricamente, o padrdo oxidativo derivado de ONOO em células produtoras
de O, (sujeitas a ONOO e todos seus derivados) pode ser diferente de células
vizinhas e ndo produtoras de 0, (sujeita apenas a NOy"). Importante destacar que o
NO," tem origem na decomposi¢cdo homolitica de peroxinitrito jA& que nas nossas
condicBes experimentais a reacdo de auto-oxidacdo de <NO foi considerada
irrelevante por duas razdes: primeiro por trabalharmos com baixas concentracdes de
*NO; para que tal reacdo se processe em velocidades apreciaveis seriam
necessarias concentracdes mais elevadas de *NO, uma vez que a reacdo € de
segunda ordem cinética com relagdo a *NO. Segundo que, se ocorresse auto-
oxidacdo de *NO, o plateau apresentado na figura 6B nao seria observado.

Todas estas informagfes estdo resumidas na figura 15, que apresenta um
esquema demonstrando as espécies intra e extracelulares envolvidas na formacgao
de DAFT.



83

.NO

PEG-SOD

'NO_ O,

DAFT ONOO DAF2
NO——+DAF2 jco [~ DAFT

v v

NO, CO,

N.O,
DAF2

_NO, NO
FCN

Figura 15 — Esquema para formacdo de DAFT intracelular. O esquema
representa a formacdo de DAFT pelos dois mecanismos: nitrosilagdo oxidativa e
nitrosacao.

O mecanismo de formacédo de DAFT intra e extracelular estimulado por 0,
foi previamente estudado %% ®" % Tais estudos demonstraram e concordam que
oxido nitrico ndo reage diretamente com DAF2 e que a formacdo de DAFT depende

de radicais derivados de peroxinitrito &’

, particularmente NO,". Estes estudos
também concordam que a formacdo de DAFT ocorre pelos mesmos mecanismos
quimicos de nitrosacdo e nitrosilacdo oxidativa. Portanto, do ponto de vista de
mecanismos, nossos resultados ndo apresentaram nenhuma surpresa.

Os dois mecanismos envolvem espécies radicalares oxidantes (NO;', COg'_).
Devido a alta reatividade, tais espécies dificiimente apresentam especificidade e
que, portanto, devem reagir com uma grande variedade de componentes celulares
por processos idénticos aos que produzem nitrosacao de DAF-2.

A formacgé&o de s-nitrosotiois esta sujeita aos mesmos efeitos que a formacgéo
de DAFT quando as células sdo expostas a ascorbato e glutationa, demonstrando
gue existe correspondéncia entre 0s mecanismos que levam a nitrosacédo de DAF-2
e aos mecanismos de formacgédo de s-nitrosotiois. Todavia, s-nitrosagédo de alvos
biol6égicos pode ocorrer por mecanismos adicionais. De fato, a formagdo de s-

47; 125

nitrosoproteinas é favorecida pela desoxigenacao e parece seguir outros

mecanismos que envolvem ferro quelatavel e complexos de ferro dinitrolsilo®”: 8% 123,
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E importante ressaltar que embora DAF-2 compita com varios outros
componentes celulares por estas espécies oxidantes, a deteccao de *NO utilizando
este indicador é possivel gracas a concentracdo elevada de DAF-2 no interior das
células. Realmente, como mostrado na figura 5, a formacdo de DAFT é proporcional
a quantidade de DAF-2 empregada no tratamento. A estabilidade e a propriedade
que DAFT possui de se acumular no interior das células é outro fator importante
para garantir a deteccao de *NO.

O fato mais marcante, e até onde sabemos, inédito, foi o perfil cinético
peculiar obtido para a taxa de formacdo de DAFT com relacdo a concentracdo de
*NO (Figura 6 A-B). A taxa de formagdo de DAFT aumenta proporcionalmente a
concentracdo de °+NO inicialmente, contudo, surpreendentemente, torna-se
independente da concentracdo de *NO quando esta supera o limite de 100-110 nM
(Figura 6B). As razBes que levam a esta transicdo cinética de primeira ordem para
zero ordem relativa a *NO foram investigadas a partir das espécies formadas pela
recombinacao entre *NO e 0, .

A transicdo poderia ser facilmente explicada pela reacédo direta entre ONOO

e DAF2 da mesma forma como ocorre com alguns indicadores sensiveis a ONOO
derivadas do &cido bordnico™® 2" 1% norém, alguns estudos mostraram
convincentemente que diaminas vicinais, como DAF-2, ndo reagem diretamente com
ONOO 868129 Alam disso, os efeitos inibitorios promovidos por FCN, ascorbato e
N3 reforcam a hipdétese de que a nitrosacdo ocorre via os radicais derivados de
ONOO . Para compreender o perfil cinético observado nos ensaios é necessario ter
em mente que o processo depende e € limitado por 0, e gue existe competicédo
entre SOD enddgenas e *NO pelo radical Oye .

Quando a concentracédo de *NO ¢é baixa, a taxa de formacédo de DAFT deve
ser proporcional a concentracdo de *NO (fase de primeira ordem), pois, nessa
situacao, parte do 0, produzido pelas células deixa de reagir com SOD para reagir
com *NO, produzindo ONOO que, por sua vez, estimula o processo nitrosativo a
partir da formacao dos radicais derivados de sua decomposic¢do. A dependéncia com
relacdo a concentracao de *NO se mantém até que a concentracédo de *NO seja alta
o bastante para vencer a competicdo com SOD pelos radicais 0, . A partir desta
concentracdo de *NO, praticamente todo superoxido produzido pelas células é

direcionado para reacdo com *NO e a formacdo de DAFT passa a ser independente
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da concentracao de *NO, iniciando a fase de ordem zero. Aumentar NO ainda mais
a partir deste limite, ndo resulta em aumento da formacdo de peroxinitrito e
consequentemente nao resulta no aumento da taxa de formacéao de DAFT.

E importante ressaltar que a independéncia com relac¢do a *NO n&o significa
que a producdo do DAFT foi interrompida. A mudanca no perfil cinético reflete
apenas o fato de que a velocidade de formacdo de DAFT n&do aumenta devido ao
esgotamento do reagente limitante superoxido.

A fase de ordem zero com relacédo a *NO se manteve até concentracfes de
sper/NO proximas a 40uM. N&o foram realizados testes com concentracdes acima
deste valor por considerarmos que levaria a concentragdes de *NO muito acima do
gue é normalmente encontrado nas células e isso certamente dificultaria a analise
do mecanismo de nitrosag¢do. Contudo, € possivel especular a formacdo de DAFT
deve voltar aumentar com elevadas concentracdes de NO pois a reacdo de auto-
oxidacdo pode tornar-se relevante, o que resultaria na producdo de NO; e N,O3
independentemente de 0, .

Apesar de inédito, o perfil cinético observado em nossos estudos foi previsto
por simulagées cinéticas™®. Interessante que este perfil cinético é diferente do perfil
observado nos estudos de Espey et. al.?® ainda que nos dois estudos a formac&o de
DAFT depende de 0, e peroxinitrito e ocorre pelos mesmos mecanismos
(nitrosacdo e nitrosilacdo oxidativa). No trabalho citado, os autores optaram por
gerar superoxido fora das células utilizando xantina e xantina oxidase para simular
certas condi¢bes inflamatérias. Assim, eles estudaram processos nitrosativos
estimulados por O," variando tanto a concentracdo de *NO, pela adicdo de doador,
guanto a concentracdo de O, e constataram gue a formacdo de DAFT aumenta
com a concentracdo de *NO até que o fluxo de *NO se iguale ao fluxo de 0, . A
partir deste ponto, 0 aumento da concentracdo de *NO resulta na diminuicdo da
formacdo de DAFT, dando origem ao perfil cinético que ficou conhecido como bell-
shaped (forma de sino, em traducéo literal). N&o existe diferenga na explicagéo para
a fase de aumento da formacao de DAFT.

O intrigante no estudo de Espey et. al.?®

€ a queda da formacdo de DAFT
quando fluxo de *NO supera o fluxo de 0,. A explicacdo do grupo para esta

diminuicdo é que o excesso de °*NO reage com o radical CO3 , inibindo o
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mecanismo de nitrosilagdo oxidativa, que € de longe o mecanismo mais relevante
para formacéo de DAFT*3 86130

Compreendendo a origem do perfil bell-shaped fica facil entender a razéao
pela qual os perfis cinéticos observados nos dois estudos sao diferentes para os
mesmos processos ocorrendo pelos mesmos mecanismos. A diferenca reside na
diferenca da abordagem experimental entre dois estudos. Enquanto que no trabalho

de Espey et al.?®

a geracao de superoéxido é extracelular, no nosso estudo a geracao
de superoxido é enddgena. A geracdo endogena de O,  faz com gue os radicais
produzidos pela decomposi¢cdo de peroxinitrito tenham uma miriade de outras
moléculas para reagir em vez de reagirem com *NO, de modo que exista competicao
entre *NO, DAF2 e outros componentes celulares (CC) por 'NO; e CO3 . Com isso,
mesmo concentracées mais elevadas de *NO ndo competem efetivamente por NO;’
e CO; com o0s outros componentes celulares exdégenos e enddgenos (DAF2 e CC)
que estdo presentes em concentragbes muito maiores que °*NO e, portanto
consomem os radicais derivados da decomposicao de ONOO .

"NO, (ou CO3" ) + CC— NO, (ou CO4? ) + CCoxid (Eq.41)

No caso da geracéo de superéxido extracelular, como feito por Espey et.al®®,
as espécies derivadas da decomposicdo de peroxinitrito sdo produzidas do lado de
fora das células. Neste ambiente rico em *NO e ausente de outros competidores, é
aceitavel que *NO reaja com os radicais que levam a formacao de DAFT, diminuindo
formacéo de DAFT e resultando no perfil bell-shaped.

Depois de avaliar todos os fatores que influenciam a velocidade de formagao
de DAFT e estabelecermos que no nosso sistema os dois mecanismos (nitrosacao e
nitrosilacdo oxidativa) se processam simultaneamente, tentamos realizar uma
analise cinética para buscar obter uma equacao de velocidade que fosse condizente
com nossas observacdes experimentais. O resultado da analise cinética € mostrado
de forma resumida na equacodes 42-50. O modelo e a demonstragéo das equacdes
abaixo, além das consideracdes assumidas no modelo podem ser conferidas no
apéndice A.

De acordo com este modelo, a lei de velocidade de formagédo de DAFT

segue a equacgao 42.
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d[DAFT]

—— = kops|[DAF2][0;"][NO] (Eq. 42)
kak
onde, kops = k6£[}cc3‘] (Eq. 43)

[CC] representa a concentracdo de todos componentes celulares genéricos
que reagem com radicais derivados de peroxinitrito em competicdo com DAF2.
Somadas as concentracbes destes constituintes celulares, [CC] ndo somente é
muito superior a concentracdo de DAF2 como também deve ser muito superior a
quantidade de espécies reativas derivadas de peroxinitrito acumuladas no periodo
observacional de 10 minutos. Desta forma, pode-se assumir que [CC] é constante
durante este intervalo, e incorporada da constante de velocidade observada,
conforme equacédo 43 mostra.

A equagcdo 42 reflete todas as caracteristicas observadas
experimentalmente. A velocidade de formacédo de DAFT é diretamente proporcional
a concentracdo de *NO, de DAF-2 e de O, . Por exemplo, a taxa de formacéo de
DAFT aumenta com a concentracao intracelular de DAF2 (crescentes concentracdes
de DAF2-DA utilizadas no tratamento), com [02'_] (uso de DMNQ e paraquat), e
(inicialmente) com a concentracdo de *NO (aumento da concentracdo do doador
sper/NO). A equacao 42 prevé que a taxa de formacédo de DAFT seja inversamente
proporcional a quaisquer componentes celulares que reagem com espécies reativas
derivadas da reacdo entre *NO e O, . Esta caracteristica foi observada
experimentalmente em duas situacdes diametralmente opostas, pela inibicdo da
biossintese de GSH e pelo tratamento de células com ascorbato, que resultaram
respectivamente em aumento e diminui¢do da taxa de formacéo de DAFT.

Igualmente importante essa equacao prevé a transigdo cinética de primeira
ordem para zero ordem com relagdo a *NO. Mas para revelar esta caracteristica é
necessario analisar como varia a concentracdo de O, com o0 aumento da
concentracdo de *NO. A concentracdo de superdxido € dada pela equacdo 44
(apéndice).

kq

10271 = k,[SOD]+k3[NO] (Eq. 44)
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Nesta equacéo, k; representa o fluxo de superoéxido, k;, esta relacionada com
a reacdo de dismutacdo de O, catalisada por SOD e k3 o consumo de 0,
dependente de *NO via formacgao de peroxinitrito. Quando a concentracdo de *NO é
baixa, a dismutacao de 0, promovida por SOD prevalece sobre a reacdo de *NO
com O, de tal forma gue k; [SOD] >> k3 [NO], o que resulta na equacéo 45.
kq

[0, 7] = *[50D] (Eq. 45)

Aplicando a equacdo 45 na equacdo 41 e tomando [SOD] como uma
constante, obtemos:
d[DAFT] Kk ,ps[DAF][NO]

a [SOD] (Eq. 46)
p kopsk
comk’,ps = % (Eq. 47)
2

Esta equacéo reflete a observacdo de que a velocidade de formacéo de
DAFT varia linearmente com a concentragao de *NO para concentracdes baixas de
*NO. Isto é, a equacdo prevé que a taxa de formacdo de DAFT serd de primeira
ordem relativo a concentracéo de *NO enquanto k, [SOD] >> k3 [NO]. Também prevé
gque a taxa de formacdo de DAFT deveria ser inversamente proporcional a
concentracdo de SOD, como observado em experimentos utilizando PEG-SOD.
Experimentalmente, a velocidade de formacdo de DAFT torna-se independente da
concentracdo de *NO para concentracfes mais altas. Isso somente € possivel se k;
[SOD] << k3 [NO]. Neste caso, a equacao 44 simplifica-se para:

kq

1021 = o (Eq. 48)

Quando esta expressdo para superodxido é substituida na equagédo 42,
obtém-se:

d|DAFT rr
L2271 = Kops [DAF] (Eg. 49

Esta equagcdo demonstra a independéncia da velocidade de formagéo de
DAFT relativo a [*NO] para concentragdes de *NO mais elevadas, representando a
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fase cinética de zero ordem com relacédo a *NO observada experimentalmente. A
obtencdo de equacbes de velocidade para formacdo de DAFT que s&o coerentes
com varias observacbes experimentais a partir de uma série de consideracdes
simples reforca a consisténcia dos mecanismos propostos pelo estudo para
processos nitrosativos intracelulares. Além disso, as observacdes experimentais
aliadas ao modelo cinético proposto nos permite fazer analises que possuem
implicacdes do ponto de vista analitico e bioldgico.

Do ponto de vista analitico, é evidente o uso de DAF como indicador da
presenca de *NO depende de varios fatores, muitos deles pouco controlaveis pelo
analista. Um dos mais importantes € a concentracdo de DAF2. O tratamento das
células € um dos pontos cruciais e deve ser rigorosamente analisado para garantir
gue a quantidade de DAF2 presente no interior das células seja suficientemente alta
para deteccdo de °NO, porém, sem que seja elevada demais a ponto de sua
fluorescéncia intrinseca diminuir a sensibilidade do indicador. Outros procedimentos
importantes para minimizar diferencas na concentracdo de DAF2 é realizar lavagens
das células imediatamente antes da andlise e realizar controles peridédicos para ter
certeza de que ndo houve migracdo de DAF2 para fora das células.

A influéncia que a concentracdo de espécies como oxigénio, superéxido,
SODs, antioxidantes, e o status redox das células na formacdo de DAFT torna
comparacdes entre amostras desafiadas de formas diferentes uma medida
qguestionavel, pois procedimentos diferentes podem resultar em condicbes
intracelulares distintas. A resposta de DAF a *NO é muito sensivel a concentracédo
de SOD, GSH, e ascorbato por exemplo. A remoc¢cdo de metais por quelantes
extracelulares como DTPA também representa uma forma importante para evitar
alteracdes no status redox das células. Ja o controle da concentracéo de oxigénio é
fundamental uma vez que tanto a producdo de superoxido quanto o consumo de
*NO estado vinculados a esta espécie. Finalmente, do ponto de vista quantitativo, é
importante garantir que se trabalhe com concentragdes de *NO que estejam restritas
da faixa cinética de primeira ordem. Somente neste intervalo é possivel garantir que
o indicador responde proporcionalmente a variagdes na concentragao de *NO.

Do ponto de vista biolégico, os resultados complementarmente sugerem que
processos nitrosativos dependentes de *NO/ O, que ocorrem pelos mesmos

mecanismos podem exibir comportamentos diferentes com o aumento da
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biossintese de *NO e essas diferencas serdo decorrentes dos compartimentos
biolégicos geradores de O, . Em condicdes fisiolégicas normais 0s processos
nitrosativos intracelulares devem ser dependentes da concentracdo de <NO,
especialmente no citosol e na matriz mitocondrial que séo ricas em SOD. O perfil
cinético de ordem zero deve ser observado em condi¢Bes inflamatérias onde ha
sitios com producgao elevada de *NO a partir de macrofagos estimulados e/ou em
regides deficientes em SOD.

Em resumo, fica claro que 0, éa espécie que dirige a quimica nitrosativa
do *NO. Os processos nitrosativos dependentes de superoxido seguem um perfil
cinético incomum na medida em que a concentracdo de *NO aumenta e este perfil
depende varios fatores como local de producédo de *NO e 0, , guantidade de
antioxidantes presentes, expressao/atividade de SOD e das varias reacodes
competitivas entre *NO, O," , ONOO " seus derivados e outras moléculas presentes

nas células.

4.2. Parte II: Influéncia do ferro quelatavel em processos nitrosativos.

Ferro 1abil (no inglés, labile iron poon (LIP) é uma classe de ferro celular que

representa apenas 0,2 a 3% de ferro total celular (ou 0,8-5 pm*3% 1%

), dependendo
do tipo de célula. Também é conhecido como ferro quelatavel (no inglés, Chelatable
iron pool). Estas denominacdes metodoldgicas enfatizam a propriedade de que LIP
estd associado fracamente a constituintes celulares e que pode ser complexado por
guelantes fortes. Sua localizacéo celular e natureza estrutural (ligantes e geometria)
ndo sdo inteiramente conhecidas™*?,

A despeito disso, LIP tem papel importante em células, aparentemente
servindo como uma reserva acessivel e dindmica que trafega entre varios
compartimentos biolégicos e celulares'®* ***. De fato, a concentracdo de LIP é
rigorosamente controlada pelos mecanismos homeostaticos que envolvem proteinas
reguladoras de ferro (IRP1 e IRP2, do inglés iron regulatory proteins) que juntas
controlam precisamente a aquisicdo, armazenamento e secre¢cdo e assim mantém

sua concentracdo intracelular numa faixa 6tima*** 3°. Este controle é necessario,
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pois ferro (Il) pode reduzir H,O, para produzir radicais OH’, propriedade pela qual
LIP talvez ainda seja mais conhecido. O sistema de IRP1 e IRP2 funciona em
sincronia para manter LIP em um nivel suficiente e prontamente disponivel para
incorporacdo em ferro proteinas nascentes, mas baixo para minimizar efeitos
toxicos™*,

Trabalhos mais recentes revelaram que LIP é um alvo em potencial de NO*®
136; 137, 138; 139: 140; 141, 142 E ot reacdo leva & formacdo de DNIC ( do inglés, dinitrosyl
iron complexes) que podem ser identificados e quantificados pela dupla integracao
de seu caracteristico sinal em g = 2,04'%" 4% 141 551 ressonancia paramagnética
eletrbnica (RPE). H& indicios também que LIP pode catalisar a formacdo de s-
nitrosoproteinas em células com intermédio de DNIC™® como mostrado nas
equacodes 23 e 24.

Como discutido na introducéo, existem diferentes mecanismos nitrosativos

48 86; 87, 143 144 145 |dentificamos mecanismos nitrosativos radicalares

nas células
envolvendo O, usando DAF2-DA e decidimos usar estratégia semelhante para
investigar o papel de LIP no contexto de nitrosacdo dependente de superéxido e
peroxinitrito. Os resultados sdo interessantes e surpreendentes. Remocédo de LIP
com quelantes metalicos aumenta nitrosacdo de DAF2 consideravelmente,
sugerindo que LIP tem papel anti-nitrosativo, confrontando a concepg¢éo consolidada
de que LIP é um agente oxidativo e nitrosativo#®: 147 148: 149: 150

Esta secdo apresenta os resultados dos estudos que buscam explicar o
fenbmeno de aumento de nitrosacdo de DAF2 pela adicdo de quelantes. Os
resultados indicam que o aumento ndo é artefatual, mas devido uma reacdo de
redugcéo direta de peroxinitrito ou radicais derivados de peroxinitrito por LIP,

produzindo ions nitrito, um 6xido de nitrogénio nao reativo.

4.2.1. Adicéo de quelantes aumenta da taxa de formacéo de DAFT.

Para estudar mecanismos nitrosativos envolvendo LIP foi utilizado o
quelante salicilaldeido isonicotinoil hidrazona (SIH). SIH é permeavel a membranas

celulares, ganha rapido acesso ao interior celular, e complexa LIP rapidamente
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formando complexos com estequiometria (2:1) com elevada constante de
formacdo™. Em nosso estudo, este complexo foi simulado pela reacdo entre
solucdo de FeSO, com excesso de SIH em condicGes desoxigenadas. A formacéo
do complexo é evidenciada pela mudanca no espectro do SIH apo6s a reacéo (Figura
16A) e a estequiometria do complexo foi determinada pelo método da razdo molar
(Figura 16B). Observa-se que a absorbancia (medida em 375nm) varia linearmente
com aumento da fracdo molar de SIH e a curva sofre uma mudanca abrupta quando
a fracdo molar de SIH esta préxima de 0,66, evidenciando a formacdo do complexo
com estequiometria 2:1. A mudanca abrupta sugere elevada constante de
formacéo. A figura 16C ilustra estrutura do ligante e do complexo formado entre SIH

com ferro.
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Figura 16 — Determinacdo da estequiometria do complexo [Fe(SIH),] e
estrutura do ligante e do complexo. A) Espectros UV-VIS de solugéo aquosa de SIH
20uM e espectro UV-VIS do complexo [Fe(SIH);) 20uM. B) Determinacdo da
esquiometria do complexo [Fe(SIH),] pelo método da fragdo molar. A = 375nm C)
Representacéo da estrutura do SIH e do complexo [Fe(SIH)3].

Experimentalmente, suspensdes celulares tratadas com DAF2-DA foram
expostas a *NO na presenca do quelante e a formacdo de DAFT foi medida pelo
aumento da fluorescéncia conforme protocolo experimental descrito na parte 1

(Figura 4B). O ensaio foi realizado utilizando-se duas concentracdes de sper/NO (2 e
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15uM), para representar as duas fases cinéticas de formacdo de DAFT relativo a
concentracéo de *NO.

Fica evidente que a taxa de formacdo de DAFT aumenta na presenca do
guelante quando comparada com a taxa do controle e este aumento é proporcional a
concentracdo de *NO (figura 17A). Na figura 17B é possivel constatar que o
aumento da taxa de formacao de DAFT € de cerca de 2 vezes para concentracdo de

sper/NO 2uM e de 5 vezes para concentracdo de sper/NO 15uM.

sper/NO 15uM

Fluorescéncia (u.a)

sper/NO 2uM

LBV

4 6 8 10 12
Tempo (min)

e

fluorescéncia (AF/min)

Taxa de aumento de

sper/NO 2uM sper/NO 15uM

Figura 17 — Efeito da remocao de ferro quelatavel na taxa de formacgéao de
DAFT. A) Células tratadas com DAF-2 foram expostas a diferentes concentracfes de
sper/NO na presenca e na auséncia do quelante SIH. A concentracdo de SIH nas
amostras contendo quelante é de 100uM. O quelante foi adicionado
sistematicamente 5 minutos antes da adigdo do doador de *NO. B) Taxa de
formagéo de aumento de fluorescéncia (AF/min) das amostras contendo SIH. Os
coeficientes angulares foram calculados no dltimo minuto de cada ensaio mostrado
na figura 17A. Os valores séo representativos de 4 medidas +D.P. O teste t-Student
revelou que as médias das amostras expostas a mesma concentracao de sper/NO
sao significativamente diferentes entre si (p < 0,05). Aex. 495nm; Aem; 520nm.
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A primeira divida que surgiu ao observar os resultados da figura 17 foi se o
resultado realmente era um efeito decorrente da complexagao de LIP ou algum outro
efeito extra ou intracelular artefatual e especifico de SIH. Entretanto, aceleracdo de
formacdo DAFT também foi observada para o classico quelante de ferro 2,2
bipiridina (BIPY), que também €& permeavel a membranas celulares, mas apresenta
natureza e propriedades de complexacao com ferro bem diferentes de SIH (Figura
18).

A aceleracdo da formacdo de DAFT na presenca de BIPY € menor que a
observada na presenca de SIH. As raz0es para esta diferenca sdo desconhecidas,
mas pode ser relacionada a diferentes cinéticas de acesso ao interior celular e
compartimentos celulares, ou ainda na cinética e termodinamica de complexacéo de
ferro. Interessante que a introducdo de SIH durante experimento de formacéo de
DAFT, na presenca de BIPY, resulta em aceleracéo adicional da formagéo de DAFT;
ndo na mesma proporcao do que na auséncia de BIPY, mas para o nivel observado
em experimentos na presenca de SIH, complementando o efeito de BIP. Isto €,
parece existir um nivelamento ou saturacéo da aceleracéo da formacao de DAFT por
guelantes, sugerindo que a concentracdo de BIPY utilizada seria insuficiente para
complexar todo o LIP.

Aparentemente SIH pode ter acesso a um ou mais compartimentos celulares
contendo LIP em células que € ou sdo inacessiveis a BIPY. Este resultado também
sugere que o efeito de SIH nao é artefatual, ou SIH aumentaria a taxa de formacéao
de DAFT na mesma extensdo com que aumenta na auséncia de BIPY. Também
muito importante, quelantes metalicos impermeaveis a membranas celulares néo
tem qualquer efeito na velocidade da formacdo de DAFT, sugerindo que efeito de
SIH e BIPY é intracelular. Isto foi constatado pela exclusdo de DPTA do tampéo de
trabalho, que nado resultou em aumento ou diminuicdo da taxa de formacdo de
DAFT. De qualquer forma, os resultados de aceleracdo da formagao de DAFT séo
gualitativamente similares para SIH e BIPY.

Assumindo que a Unica agdo destes quelantes seja remocdo de LIP por
complexacéo, estes resultados indicam que LIP tem atividade anti-nitrosativa. Para o
restante das investigacfes tomamos a decisdo de utilizar o quelante SIH, uma vez

que este parece ser mais “eficiente” que BIPY.
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Figura 18 — Utilizagéo de 2,2 bipirdinina (BIPY) como quelante intracelular:
Células tratadas com DAF2-DA foram suspensas em tampdo de trabalho na
presenca de BIPY ou SIH (ambos 100uM) e expostas a mesma concentracao de
sper/NO para verificacdo da influéncia que os quelantes exercem na taxa de
formacao de DAFT. Aex. 495nm; Aem. 520nm.

Para confirmar que a aceleracdo da formacdo de DAFT por guelantes é
saturavel, foram realizadas adicfes sucessivas de SIH em suspensfes celulares
tratadas com DAF2-DA durante o experimento. O resultado, mostrado na figura 19,
revela que adicbes sucessivas de quelante resultam em aumento da taxa de
formacdo de DAFT até concentracdo de SIH de 100uM. A partir deste ponto,
introducédo de SIH ndo tem qualquer efeito. No Inset da figura 19 é mostrado como a
taxa de formacdo de DAFT varia para cada concentracdo de SIH utilizada, e fica

claro a tendéncia de saturagéo.
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Figura 19 — Saturacdo do efeito do SIH na taxa de formacdo de DAFT.
Células tratadas com DAF2-DA foram expostas a NO e foram realizadas sucessivas
adicoes de SIH. Cada adicao representa aumento da concentracdo do quelante por

50pM. Inset: taxa de aumento da fluorescéncia (AF/min) calculada para adigao de
SIH, média de 3 medidas + D.P. Aex. 495nm; Aem. 520nm

O efeito saturavel do SIH na nitrosacdo do DAF2 refor¢a a no¢do de que o
aumento da formacdo de DAFT estd relacionado com a remocdo de LIP,
considerando que LIP € uma quantidade finita em células. Embora a saturacéo
observada na figura 19 constitua um argumento a favor da hipotese de que ferro
quelatavel possa, ainda que em condic¢des especificas, inibir processos nitrosativos,
nao é possivel fazer uma afirmacdo categérica sem antes testar outras hipéteses

gue poderiam explicar os resultados observados nas figuras 17-19.

4.2.2. LIP nédo introduz um novo mecanismo de nitrosagdo de DAF2

Para investigar a possibilidade de que o efeito do SIH estivesse relacionado
com o surgimento de um novo mecanismo de nitrosagcéo de DAF2, foi investigado o
mecanismo de formacdo de DAFT na presenca do quelante SIH. Para isso, foram
utilizadas abordagens experimentais semelhantes as descritas e discutidas na parte
1.
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Primeiramente, foi investigado se a formacdo de formacédo de DAFT na
presenca de SIH era dependente de superoxido. Para isso, células previamente
tratadas com PEG-SOD (5ug/mL) por 24 horas foram coletadas e tratadas com
DAF2-DA. A atividade dismutasica do extrato celular por mg de proteina total,
medida pela inibicdo de reducdo de citocromo c férrico pelo sistema xantina/XO,
aumentou 3,2 vezes, confirmando a eficacia do tratamento. Posteriormente,
experimentos protocolares de formacédo de DAFT foram conduzidos na presenca e
auséncia de SIH. Na figura 20 é possivel observar que o aumento da atividade de
SOD inibe completamente a formacao de DAFT na presenca e na auséncia de SIH,
revelando que mesmo na presenca do quelante o processo de formagédo de DAFT
depende da concentracdo de superoxido intracelular. Porém, por si s6, esta
observacdo nao é definitiva, pois o processo poderia ser dependente de O, e ainda

assim ser diferente dos mecanismos de nitrosacao ou nitrosilacao oxidativa.

PEG-S0D 1 68L/mg de proteina
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Figura 20 — Influéncia do SIH na formacdo de DAFT em células tratadas
com PEG-SOD por 24 horas. A eficiéncia do tratamento foi confirmada medindo o
aumento da atividade da enzima pela inibicAo da reducdo de citrocomo C por
superéxido gerado pelo sistema Xantina/ Xantina-Oxidase. As células tratadas com
PEG-SOD foram coletadas e tratadas com DAF-2DA. As suspensOes celulares
tratadas com DAF-2DA forma expostas a *NO na presenca e na auséncia do
quelante SIH e a fluorescéncia foi acompanhada em funcéo do tempo. Aex. 495nm,;
Aem. 520nm.

Como a formacgédo de 0, depende de O,, alguns ensaios em condi¢des

desoxigenadas foram conduzidos. Como observado para situacdo na auséncia de
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SIH (repetida aqui), desoxigenacao elimina a formagé&o de DAFT na auséncia de SIH
e diminui drasticamente a velocidade de formacg&o de DAFT na presencga de SIH,
sugerindo participacao de O, mesmo na presenca de SIH.

Porém, fica evidente que SIH parece acelerar a formacdo de DAFT mesmo
em condicdes de dexoxigenacdo. O quociente de aceleracdo pelo SIH, medido pela
razao entre a velocidade da amostra contendo e SIH e a amostra sem SIH, é bem
inferior nesta situacdo. Nos dois casos, na presenca e na auséncia de SIH, é
possivel que ainda exista uma pequena parcela do gas dissolvido, apesar do esfor¢o
para remover O,, 0 que resultaria na producdo de superoxido e explicaria a
aceleracdo da formacdo de DAFT na presenca de SIH. Entretanto, ndo pode ser
descartada totalmente a possibilidade de que SIH introduz um novo mecanismo de
nitrosacao de DAF2 em condi¢cdes desoxigenadas e que LIP inibe este mecanismo
também. Neste caso, esperar-se-ia que 0 mecanismo envolvendo SIH ou LIP fosse
independente de O, e de 0, e gue respondesse de forma diferente a reagentes
que interferem nos mecanismos de nitrosacdo e nitrosilacdo oxidativa que
dependem de O," .

Mas, considerando que a reatividade de *NO é restrita a radicais e metais, a
hip6tese mais provavel é a da existéncia de oxigénio e superoxido residual nestes

experimentos.
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Figura 21 — Efeito do SIH na formacdo de DAFT em condi¢cdes de hipoxia.
Células tratadas com DAF2-DA foram suspensas em tampdo de trabalho
previamente desoxigenado e foram expostas a *NO na presenca e auséncia de SIH.
As medidas foram conduzidas em uma cubeta fechada para impedir entrada de O,
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Os quocientes de aceleracdo de SIH foram calculados a partir da razdo entre os
coeficientes angulares das amostras contendo SIH e a amostra sem SIH para as
duas condicdes de oxigenacao. Aex. 495nm; Aem. 520nm.

Com esta suposicdo e com o0 objetivo especifico de investigar se o0s
processos de formacdo de DAFT na presenca do quelante SIH sdo os mesmos do
que na sua auséncia, em seguida, foi avaliado se espécies antioxidantes, como
acido ascorbico e acido drico, inibem o processo de nitrosacdo do DAF2 na
presenca de SIH, da mesma forma como inibem na auséncia de SIH (Figura 12). Na
figura 22 estdo apresentados os resultados de ensaios que foram realizados na
presenca de &cido Urico, hexacianoferrato (FCN) e &cido ascorbico. Todos os
compostos inibiram completamente a formacdo de DAFT independentemente da
presenca do quelante SIH, o que reforca a no¢do de que mesmo na presenca do
quelante, os mecanismos de nitrosacdo e nitrosilagdo oxidativa sdo os dois Unicos

processos que governam a formacédo de DAFT em células RAW 264.7.
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Figura 22 — Efeito de SIH na presenca de antioxidantes. Células tratadas
com DAF2-DA foram expostas a *NO na presenca de diferentes antioxidantes que
reagem com derivados de peroxinitrito rapidamente na auséncia e na presenca de
SIH. Os valores representam as meéedias de 3 medidas £D.P. Aex. 495nm; Aem.
520nm.

FCN, acido Urico™® e ascorbato, ndo reagem diretamente com peroxinitrito
rapidamente, de forma que os efeitos observados na formacdo de DAFT somente
podem ser consequéncia de reacdes com os radicais derivados de peroxinitrito que

estimulam a formacdo de DAFT (NO,, COs , 'OH). Além disso, nestes
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experimentos, apenas ascorbato estava presente no interior celular devido ao
tratamento das células por 3 horas antes dos experimentos, conforme descrito na
parte 1. FCN e acido urico foram introduzidos no tampé&o de trabalho imediatamente
antes dos ensaios, portanto, ficam retidos no espaco extracelular, sugerindo que a
espécie derivada de peroxinitrito mais relevante para a formacdo de DAFT é
difusivel, novamente apontando para NO;’, assim como tinha sido observado
anteriormente e confirmado aqui, para a situacéo na auséncia do quelante.
Finalmente foi avaliado se a producdo liquida de radicais derivados de

peroxinitrito intracelular devido & presenca de CO,'% 112 113

poderia afetar a taxa de
formacdo de DAFT na presenca de SIH. Observa-se que ndo houve aumento na
taxa de formacdo de DAFT na amostra preparada em tampao equilibrado com
25mM de bicarbonato e sper/NO 15 uM quando comparado com o controle, o que
difere do resultado obtido anteriormente. Mas, curiosamente, a taxa de formacédo de

DAFT na presenca de SIH aumenta na presenca de CO, adicional (figura 23).
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Figura 23 — Influéncia do aumento da concentragcdo de CO, na taxa de
formacdo de DAFT na presenca e na auséncia de SIH. Células tratadas com DAF2-
DA foram suspensas em tampdo PBS contendo 25mM de bicarbonato de sodio e
expostas a sper/NO 15uM. Nas amostras contendo SIH a concentragao do quelante,
adicionado 5 minutos antes da adicdo de sper/NO, € de 100uM. Os valores
representam as médias de 3 amostras *D.P. As médias ndo apresentaram
diferencas significativas para as amostras sem SIH. As meédias das amostras
contendo SIH séo significativamente diferentes entre si (p <0,05). Aex. 495nm; Aem.
520nm.
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4.2.3. Hipdteses para a aceleracdo de formacdo de DAFT na presenca de

guelantes.

Os resultados mostrados nas figuras 20-23 demonstram que 0s mecanismos
gue governam a formacao de DAFT na auséncia de quelante sdo os mesmos que
governam a formacédo de DAFT na sua presenca. Isto €, ocorrem via nitrosacao e
nitrosilacdo oxidativa e dependem de superéxido. Em seguida foram testadas
experimentalmente varias hipéteses que poderiam explicar este fendmeno.
Obviamente, toda hipotese valida deve ser consistente com o envolvimento de

superoéxido, peroxinitrito e seus derivados.

4.2.3.1. Complexacao de DAF2 e LIP.

A primeira hipotese considerada e que poderia explicar os resultados
apresentados até aqui seria a de que DAF2 complexa LIP, atuando essencialmente
como um quelante. DAF2 contém duas aminas vicinais como substituintes de um
anel aromatico em sua estrutura, geometria adequada para complexacao de metais.
Esta complexacéo tornaria DAF2 indisponivel para reacdes de formacédo de DAFT.
Assim, SIH e BIPY poderiam complexar LIP inicialmente coordenado ao DAF2,
liberando DAF2 no interior celular e aumentando a taxa de fluorescéncia.

Esta hipdtese foi testada pela mistura de sulfato de ferro (II) ou do complexo
[Fe(SIH),] (sulfato de ferro (II) + excesso de SIH) e DAF2 dissolvido em PBS sem
DTPA previamente desoxigenado. A possivel reacdo foi investigada por
espectroscopia de fluorescéncia, ja que DAF2 é fluorescente e fluorescéncia é
altamente sensivel a metais. Assim, a fluorescéncia de DAF2 deveria ser
dramaticamente alterada em consequéncia de complexagdo com Fe?*. Entretanto,
0s espectros apresentados na figura 24A revelaram que ndo ha alteracdo do
espectro de emissdo de DAF2 nem na presenca de ions Fe2+(aq), nem na presenca
do complexo de [Fe(SIH),]. Este resultado sugere que DAF2 ndo deve formar

complexos com LIP nestas condi¢des.
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Coerentemente, a estrutura de DAF2 é muito volumosa para complexar ferro
fortemente. A hipétese de que DAF2 coordena LIP também pode ser racionalmente
descartada considerando as concentracdes relativas de LIP e DAF2 no interior das
células. Sabe-se que a concentracao de LIP € menor que 10uM enquanto que a
concentracdo de DAF2 no interior das células é préxima de 1mM®. Assim, ndo é
razoavel propor que a liberagdo de no maximo 30uM (considerando uma
estequiometria de 3:1 entre DAF2 e LIP), o que representa apenas 3 % do DAF2
intracelular total, resultaria em aumento de pelo menos 4-5 vezes a velocidade de

formacao de DAFT na presenca de SIH.
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Figura 24 — Espectro de fluorescéncia do DAF2 na presenca de Fe?* (50uM)
e do complexo [Fe(SIH);]. DAF-2 1uM foi dissolvido em PBS sem DTPA e a solucdo
foi adicionado solucédo previamente desoxigenada de FeSO, dissolvido em HCI 0,1
mol L™ ou na presenca do complexo Fe(SIH)2 50uM. O espectro foi coletado com
Aex. 495 nm e abertura de fendas de 3nm.

4.2.3.2. Supressao de fluorescéncia de DAFT por LIP.

Uma segunda possibilidade é a de que LIP poderia interagir com o produto
fluorescente DAFT diretamente, suprimindo sua fluorescéncia. Esta interacdo néo
pode ser por complexacéo. Neste caso, como a concentracdo de DAFT em células &

baixa, remocdo de LIP por complexacdo poderia ter efeito consideravel na
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fluorescéncia. Na figura 25 foi avaliada se ocorriam mudancas no espectro de
emissao de DAFT na presenca de ions de Fe2+(aq) ou na presenca do complexo
[Fe(SIH),]. Para este experimento, DAFT foi preparado a partir da reacdo de DAF-2
com excesso de nitrito em meio acido, assumindo conversdo estequiométrica e
qguantitativa. A formacédo de DAFT foi confirmada pelo aumento substancial da
fluorescéncia ap6s a reacdo. Em nenhum dos casos a presenca de ions de Fe2+(aq)

ou do complexo [Fe(SIH)Jalterou as propriedades de fluorescéncia de DAFT.

250 —DAFT (0.1 uM)

s DAFT + Fe (30 pM)
< /N --- DAFT ¢ [Fe(STH).] (S0hM)
S 2004 / "\ :
= \
3] {; W\
S 156G .’I
@ 1/
9 {/ \‘.
1
g 100 \,
TS N
SN
0 \\\
\‘\
\$
0 . ' \“
520 S60 600
. (nm)

Figura 25 — Efeito da presenca de Fe* e do complexo [Fe(SIH),] na
fluorescéncia de DAFT. DAFT preparado a partir da reacao entre excesso nitrito e
DAF2 em meio &cido foi dissolvido em PBS sem Dtpa na presenca de solugcdo de
FeSO, 50uM e na presenca do complexo [Fe(SIH);] 50uM. Os espectros de
fluorescéncia foram registrados com Aex. = 495nm e fendas de 3nm.

4.2.3.3. Aumento da concentracao de *NO.

Outra hipotese que poderia ser considerada e que explicaria bem os
resultados mostrados nas figuras 17-19 seria 0 consumo de *NO promovido por LIP.
De fato, LIP € um alvo celular importante de *NO que leva a formacdo de DNIC,
como mencionado anteriormente*® 8. Neste caso, LIP consumiria *NO, diminuindo
sua disponibilidade para formacéo de espécies capazes de nitrosar DAF2; a adicéo
de SIH removeria LIP, proporcionando aumento da concentracdo de <NO
consequentemente aumentando da taxa de formacao de DAFT.

Apesar de ser plausivel, esta hipotese pode ser descartada em funcdo dos

resultados apresentados na primeira parte deste trabalho (Figuras 6A-B), que
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demonstram que a taxa de formacdo de DAFT € independente da concentracdo de
*NO acima de 100-110 nM ou (8-10 uM do doador sper/NO).

Isto €, o aumento da concentracdo de *NO ndo resultaria em aumento da
taxa de formacdo de DAFT com 15 uM de sper/NO, como observado para SIH e
BIPY. Apesar de termos descartado racionalmente esta possibilidade, foram
realizados experimentos onde a concentracdo de *NO em uma suspensao celular
exposta a sper/NO foi acompanhada utilizando eletrodos seletivos para *NO na

presenca e auséncia de SIH (Figura 26).
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Figura 26 — Variacdo da concentracdo de [NOJest Na presenca de SIH.
Células (3 x 10° células/mL) foram suspensas em PBS a 37°C, sob agitacdo, na
presenca e auséncia de SIH. Em cada amostra 30uM de sper/NO foi adicionado a
suspensao celular e o acompanhamento da concentracdo de *NO foi feito por cerca
de 10 minutos. Ao final, 5uM de hemoglobina foram adicionados para consumir o
*NO remanescente.

Como esperado, a presenca de SIH néo altera significativamente [*NOJest, 0
que nos permite descartar de vez a hipétese de que o efeito observado pela adi¢éo
de SIH fosse decorrente de aumento na concentragcdo de *NO. O suposto aumento
da concentracdo de *NO poderia ocorrer ainda por dois processos, 0 primeiro seria
modificando a taxa de liberagcdo de *NO pelo doador. Se este fosse 0 caso, seria
razoavel esperar que a amostra contendo SIH tivesse maior taxa de aumento da
concentracdo de *NO, isto €, a inclinagdo da curva antes de atingir o estado

estacionario seria mais acentuada, o que néo ocorre. A segunda seria a diminuicao
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do consumo celular de *NO, neste caso, a concentracdo de *NO no estado

estacionario seria maior na presenca de SIH, o que também néo acontece.

4.2.3.4. Producao de superdoxido ou oxidantes capazes de estimular
nitrosacéo de DAF2 por quelantes.

Outra possibilidade consistente com os resultados seria que SIH livre ou na
forma complexada com ferro promovesse formacdo de espécies oxidantes que
estimulam processos nitrosativos, notadamente superdxido. Esta hipétese foi
avaliada por estudos em PBS e em células, usando diferentes abordagens. Primeiro,
foi investigado se SIH e principalmente o complexo [Fe(SIH),], usado como modelo
para simular complexagdo de LIP por SIH, reduz O, a 0, . A possibilidade foi
estudada pelo ensaio tradicional de reducdo de citocromo c férrico, com
acompanhamento espectrofotométrico em PBS sem DTPA a 25°C.

0.15 antina 100pM Xantina/XO

Xantina oxidase 0,02 UimL
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(0,05 1
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Figura 27 — Reducdo do citocromo c férrico na presenca do complexo
Fe(SIH),. Citocromo C férrico (25uM) foi dissolvido em PBS sem DTPA, na presenca
e na auséncia do complexo [Fe(SIH);] em concentracbes 25 e 50uM. O
acompanhamento da reducéao do citocromo C foi feita via espectroscopia UV-VIS em
A =550nm.

Na figura 27 é apresentada a variagdo da absorbancia em 550 nm na

presenca de complexos Fe(SIH), e na presenca do sistema produtor de superoxido
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Xantina/Xantina oxidase como controle positivo. Como esperado, X/XO promove
reducdo do Fe(ll)Cit- C formando Fe(Il)Cit-C, conforme a reagédo 50. Ao contrério, é
evidente que o complexo [Fe(SIH);] (ou SIH livre) ndo promove formacdo de
superéxido a partir da transferéncia de um elétron do ferro para o O, dissolvido.
Importante, ions de Fe**(q) reduzem citocromo c férrico muito rapidamente, mas tal
reducdo é inibida na presenca de SIH, mostrando que a complexacdo altera
propriedades redox e reatividade de fons de Fe*" 4.
Fe(lll)-Cit C + O," — Fe(Il)-Cit C + O, (Eq. 50)

Contudo, na complexidade do ambiente celular, na presenca de muitos
outros componentes, € possivel que o complexo [Fe(SIH);] ou mesmo o quelante
SIH livre possa promover producdo de superdxido ou outros oxidantes. E pouco
provavel, mas ndo impossivel, que o quelante livre ou complexado com LIP de
alguma forma interaja, por exemplo, com componentes da cadeia respiratoria,
produzindo O, . Para avaliarmos se a producdo de superoxido intracelular aumenta
na presenca de SIH, suspensdes celulares tratadas com DHE (dihidroetidina) foram
expostas a SIH com acompanhamento espetrofluorimétrico em funcédo do tempo.
Dihidroetiditina & permeavel & membrana celular e reage com O, com elevada
constante de velocidade, produzindo especificamente o produto catibnico
fluorescente 2-hidroxi-etidio (2-OH-E)* '*3. Este produto é fluorescente, sendo
comumente empregado como detector intracelular de superdxido °% %% 1%6
permitindo acompanhamento espectrofluorimétrico com Aex. 490nm e Aem 560-
570nm. O ensaio da figura 28 mostra que no intervalo de tempo observacional de 30
minutos a taxa de oxidacdo de DHE é essencialmente a mesma independentemente
da presenca de SIH, indicando que SIH livre ou complexado com LIP ndo produz

07 .
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Figura 28 — Oxidacdo de DHE na presenca e auséncia de SIH. Células
foram expostas a DHE (20uM) e suspensas em PBS por 30 minutos a 37°C e
agitacdo constante, na presenca e na auséncia de SIH. Os espectros foram
coletados com Aex =490 nm, Aem =570 nm.

Entretanto, DHE é oxidado por outras espécies para o cation etidio (E")'*3,

que, também, fluoresce na regido préxima a do 2-OH-E*. Segundo Zhao et al. " E*
€ na verdade o principal produto da oxidagdo de DHE em células e este problema
impossibilita deteccdo de especifica O, intracelular usando DHE via fluorescéncia.
Para tanto, estes autores recomendam separacdo via HPLC dos produtos de
oxidagdo do DHE (2-OH-E" e E") presentes no extrato celular apés os ensaios,
guestionando de certo modo o significado dos resultados da figura 28. Entretanto, no
trabalho de Zhao et al.*’ ficou claro que adicdo de menadiona, uma quinona capaz
de produzir superdxido intracelular via ciclos redox assim como paraquat e DMNQ,
aumenta tanto a quantidade de 2-OH-E* quanto de E* no extrato celular. Zhao et
al.™®" afirma ndo compreender os motivos ou mecanismos que levam ao aumento da
concentracdo de E’ nestes experimentos, porém, é possivel especular que a
formacdo de E* deva ser decorrente de processos secundarios, como producgédo de
peroxido de hidrogénio e outras espécies capazes de oxidar DHE formando E*. O
mais importante é que seus resultados demonstram que 0 aumento da concentragao
de E* é proporcional a concentracdo de superoxido, e que o aumento da
concentracdo de 2-OH-E* na presenca de geradores de superoxido é

proporcionalmente maior do que o aumento da concentracdo de E’. Isso permite
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especular que SIH ndo aumenta producdo de superdxido em células. Se assim
fosse, seria observada mudanca na taxa de aumento na fluorescéncia em funcéao do
tempo.

N&o obstante todas estas consideracfes de especificidade, o resultado da
figura 28 permite afirmar com seguranca que SIH ndo aumenta producéo de
oxidantes em geral que poderiam estimular formacdo de DAFT. Ensaios
semelhantes realizados com H,DCF também apontam para mesma direcdo. Com
isso, a hipotese de que o efeito de SIH na taxa de formacdo de DAFT seja
decorrente do aumento de producdo de superdxido ou outros oxidantes € pouco

provavel.

4.2.4. Avaliacdo da reacgdo entre LIP e peroxinitrito: Experimentos com
competidores.

Sem duvida, metais representam um dos principais alvos de peroxinitrito em
células. As reacdes entre peroxinitrito e metais sdo universais (Fe, Cu, Mn) e séo

rapidas, com constantes de velocidade que tipicamente superam 10° M*g™1%8: 139 160:

161 Considerando que os mecanismos de formacdo de DAFT passam por
peroxinitrito, foi cogitada a hipotese de que LIP reaja diretamente com peroxinitrito
produzindo compostos ndo oxidantes e nao nitrosantes. Complexacao de LIP com
SIH inibiria esta reacdo e resultaria no aumento da formagcdo de DAFT pelos
mecanismos dependentes de 0, e peroxinitrito, portanto, explicando todos os
resultados sem invocar mecanismos alternativos.

De acordo com essa hipdtese, qualquer espécie que reaja com peroxinitrito,
sem produzir oxidantes, leva a diminuicdo da taxa de formacdo de DAFT e
diminuicdo da aceleracéo da formacdo de DAFT induzida pela presenca de SIH. O
experimento apresentado na figura 23, onde foi avaliado o efeito de CO, na taxa de
formacdo de DAFT, de certa forma também avaliou como a nitrosagdo do DAF2 é
afetada pela presenca de competidores que reagem com peroxinitrito. Porém, neste

caso, ocorreu o aumento da velocidade de formacdo de DAFT em virtude da
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formacdo de espécies radicalares que sdo reconhecidamente atuantes em
processos nitrosativos.

Uma outra tentativa foi realizada utilizando o captador de peroxinitrito MNTE-
2-PYP. Como discutido anteriormente, este composto reage com peroxinitrito e

forma espécies ndo nitrosantes'®® 1%

, assim, espera-se que sua adicdo na
suspensao de células tratadas com DAF2 provoque diminui¢cdo da taxa de formacéo

de DAFT mesmo na presenca de SIH.
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Figura 29 — Efeito de captadores de peroxinitrito na formacdo de DAFT na
presenca e auséncia de SIH. Células tratadas com DAFT foram suspensas em PBS,
na presenca e na auéncia de MnTE-2-PYP (30uM). O efeito do SIH foi avaliado pela
adicdo de 100uM antes da adicdo de sper/NO 15uM. T = 37°C. Os valores
representam as médias de 3 medidas +D.P. O teste t-Student revelou que as médias
para amostras sem SIH séo significativamente diferentes entre si (p < 0,05). As
médias das amostras tratadas com SIH também sé&o significativamente diferentes.
Aex.= 495nm; Aem= 520nm.

Coerentemente com a hipoétese, a porfirina de manganés causa reducao da
taxa de formacdo de DAFT na auséncia e presenca de SIH. Na verdade, este
resultado vem fortalecer a nocdo de que a formacdo de DAFT ocorre por
mecanismos dependentes de superoxido e peroxinitrito, mas ndo fortalece a
hipétese de que LIP reage com peroxinitrito. Para isso, seria necessario conduzir
experimentos com concentracdes cada vez menores da porfirina, testando se o
efeito de aceleracdo de SIH diminui proporcionalmente com a concentracdo da

porfirina. Contudo, € sempre importante ressaltar que embora essa porfirina reaja
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rapidamente com peroxinitrito, com constante da ordem de 10° M*s* 10°

, existe
ainda a possibilidade de que a porfirina reaja com superéxido, o que também é
consistente com a hipétese e também explicaria a diminuicdo da taxa de formacéao
de DAFT. Devido a estas incertezas, fica claro que a utilizagdo de compostos que
reagem mais especificamente com peroxinitrito seriam melhor para testar a hipotese.

Entre estes compostos foram selecionados Ebselen (2-fenil-1,2-
benzisoselenazol-3(2H)-ona) e compostos derivados de &cido bordnico. Todos
reagem com peroxinitrito com elevadas constantes de velocidade e mostram
elevada resolucao cinética com relagédo a superdxido e outros peroxidos.

Ebselen reage rapidamente com ONOO (k = 10°M*s™)1%71% ge acordo com
a equacao 32, produzindo 6xido de ebselen e ions NO, , nenhum produto € oxidante
ou nitrosante. Desta forma, espera-se que adicdo deste competidor resulte na
reducdo da taxa de formacé&o de DAFT bem como reducdo da aceleragao induzida

pelo quelante SIH.
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Figura 30 — Efeito da remocéo de peroxinitrito com ebselen. Células tratadas
com DAF2-DA foram suspensas em PBS contendo Ebselen (10uM) na presenca e
na auséncia de SIH (100um). T = 37°C.b Os valores representam as médias de 3
medidas =D.P. O teste t-Student mostrou que as meédias sao singnificativamente
diferentes entre si (p < 0,05) para amostras comparadas pertencentes a0 mesmo
grupo. Aex. 495nm; Aem. 520nm.

Coerentemente, ebselen resultou na diminuicdo na taxa de formacéo de
DAFT. Na verdade, inibiu completamente a nitrosacdo do DAF2 independentemente

da presenca de SIH, demonstrando mais uma vez que o processo de nitrosacéo de
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DAF2 depende de peroxinitrito na auséncia e na presenga de SIH, mas oferecendo
pouca informacéo sobre uma reacéo direta entre ONOO e LIP.

Foram realizados ensaios utilizando concentracfes de Ebselen menores que
10uM (1,0 uM - 0,1 uM), porém, em todos os casos ebselen inibiu a formacéo de
DAFT completamente. O 6xido de ebselen pode ser reduzido no interior celular'®®
199 portanto ebselen teoricamente funciona com um antioxidante catalitico contra
peroxinitrito, o que pode explicar inibicdo completa da formagdo de DAFT com
concentracdes tao baixas.

Em seguida, a hipotese de reacdo direta entre LIP e peroxinitrito foi testada
com captadores de peroxinitrito derivados do acido borénico. Estes compostos
reagem com ONOO rapidamente, com constantes de velocidade superiores a 10°
M?ts?t 127182 "o dependendo da identidade do captador empregado, o produto da
reacdo com peroxinitrito € fluorescente, permitindo que se faca a deteccdo de
peroxinitrito intracelular em tempo real **’. A hipotética competicéo entre ferro labil e
indicadores especificas por peroxinitrito foi avaliada empregando-se dois tipos de
derivados de acido boronico, sdo eles: acido 4-acetilfenilborénico (APBA) e acido
cumarinoborénico (CBA). Inicialmente, estes dois indicadors foram empregados em
células tratadas com DAF2-DA para avaliar o efeito que adicdo destes compostos
exercia na taxa de formacdo de DAFT (Figura 31) na auséncia e na presenca de
SIH.
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Figura 31 — Acao de boronatos na taxa de formacéo de DAFT na presenca e
na auséncia de SIH. A) Variagdo da taxa de fluorescéncia para diferentes
concentracbes de APBA. B) Quociente de aceleracdo de SIH para diferentes
concentracdes de APBA. O quociente de aceleracéo representa a razdo entre a taxa
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de aumento de fluorescéncia na presenca de SIH e a taxa de aumento de
fluorescéncia na auséncia de SIH. C) Variagdo da taxa de fluorescéncia para
diferentes concentracbes de CBA. B) Quociente de aceleracdo de SIH para
diferentes concentragcdes de CBA. Os valores representam a média de 3 medidas +
D.P. Nos painéis A e C as médias sao significativamente diferentes entre si (p <
0,05) para amostras expostas a mesma concentracdo de APBA ou CBA. Aex.=
495nm, Aem= 520.

Surpreendentemente, a figura 31A mostra que APBA induz aumento
consideravel da taxa de formacdo de DAFT na auséncia do quelante. Esperava-se
que ocorresse diminuicdo da taxa de formagdo de DAFT na presenca do
borononato. Entretanto, o0 aumento observado pode ser decorrente do mecanismo
de reac&o entre boronato e peroxinitrito descrito nos estudos de Sikora et al'®®, que
demonstram que a reacdo entre boronatos e ONOO pode levar a producdo de
radicais como NO;’ e radicais fenila.

A primeira etapa da reacdo corresponde ao ataque nucleofilico do ONOO
sobre o atomo de boro, que € naturalmente deficiente eletronicamente, formando um
um intermediario tetraédrico contendo peroxinitrito como  substituinte.
Subsequentemente, a ligacdo peroxo (O-O) do peroxinitrito neste intermediario pode
ser clivada heteroliticamente, resultando na formacéo de NO, (equacédo 51), ou
homoliticamente resultando na formacdo de um radical derivado do Boro e NO;’
(equacdo 52), que correspondem respectivamente a cerca de 90% e 10% do
produto final. Em tampa&o, o radical derivado do Boro reage com O, e mesmo NO;',
levando a formacé&o dos produtos 4”-hidroxi-3-nitroacetofenona e 4 -nitroacetofenona
consumindo parte do NO, produzido. Porém, em células seu destino ndo é
conhecido. Na presenca de componentes celulares em concentracdo mais elevada,
como é o caso de DAF2 intracelular, o NO;" produzido pode estimular nitrosagéo de
DAF2. Portanto, excesso de APBA pode na verdade aumentar a producéao liquida de
NO," a partir de peroxinitrito em células deslocando peroxinitrito de suas reacfes
com peroxirredoxinas (que produzem ions nitrito exclusivamente), o que justificaria o

aumento na velocidade de formacgéo de DAFT observado na figura 31A.

APBA + ONOO —> 4-hidroxiacetofenona + B(OH); + NO, (Eq.51)

APBA + ONOO —> R-PhB(OH),O" + NO,' (Eq.52)

Onde: R = grupo acetil; Ph = grupo fenil
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Embora APBA apresente complicagdes devido a producéo de radicais, estes
experimentos reforcam a hipotese que a formacdo de DAFT depende de peroxinitrito
e demonstram competicdo entre LIP e APBA por peroxinitrito. A figura 31B mostra
como varia o quociente de aceleracdo da formacdo de DAFT na presenca de SIH
em funcao da concentracdo de APBA empregada.

Este quociente foi definido como a razdo entre a taxa de aumento de
fluorescéncia da amostra com SIH e a taxa de aumento de fluorescéncia sem SIH.
Esta grandeza reflete 0 quanto a velocidade de formacdo de DAFT & aumentada
pela remocdo de LIP na presenca do competidor boronato. A andlise da curva da
figura 31B mostra que o quociente de aceleracédo de SIH diminui de 4,0 + 0,1 com o
aumento da concentracdo do boronato, nivelando-se a partir de 100 uM de APBA
para 2,5 + 0,8. Isto significa que a remocéo de LIP pela adicdo de SIH torna-se cada
vez menos importante e foi interpretado com progressiva diminuicdo de peroxinitrito
disponivel para reacdo com LIP com o aumento da concentracdo de APBA. Este
resultado sugere fortemente que LIP reage com peroxinitrito produzindo espécies
nao oxidantes e ndo nitrosantes.

A interpretacdo dos resultados das figuras 31A e 31B podem ser aplicadas
aos experimentos das figuras 31C e 31D usando CBA como boronato alternativo,
porém, é notavel que o efeito da adicdo de CBA foi bem menor quando comparado
com o efeito provocado por APBA. Esta diferenca pode refletir a diferencas na
permeabilidade celular ou ainda da propor¢cdo da homolise hererolitica / homolicas
dos dois boronatos. O importante é que os experimentos demonstram que a adi¢ao
de espécies capazes de reagir com ONOO tendem a diminuir a influéncia de LIP (e
SIH) no processo de nitrosacdo do DAF2, como é mostrado pela diminuicdo do
quociente de aceleracdo de SIH. Este efeito era exatamente o esperado e
consistente com a hipétese da reacéo entre LIP e peroxinitrito.

Uma analise cuidadosa destes experimentos utilizando ebselen e boronatos,
separadamente ou em conjunto, revela outros significados ndo Obvios e talvez
complementares. Primeiro, coincidéncia ou ndo, o quociente de aceleracdo de SIH
alcanca um minimo praticamente idéntico para os dos derivados boronicos. Isto
pode indicar que nas concentragcdes maximas utilizadas, ambos compostos reagem
com praticamente todo peroxinitrito produzido, o que é esperado, e produzem

praticamente a mesma quantidade de oxidantes que estimulam formacg&o de DAFT.
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Ainda sobre este detalhe, teoricamente, o aumento da concentracdo de boronato
deveria levar a taxa de aceleracdo de SIH a zero, como ocorre nos ensaios com
ebselen e porfirina de manganés.

A aceleracédo de SIH resistente a boronatos pode ter duas razdes: i) pode
existir limite da quantidade de boronato que consegue entrar nas células; neste
caso, aceleracdo na presenca de SIH resistente a boronato ainda pode ser
consequencécia da remocéo de LIP. ii) ndo se pode descartar a possibilidade de que
LIP também reaja com NO," derivado de peroxinitrito e da reacdo entre peroxinitrito e
boronato. Considerando que os experimentos na presenca de bicarbonato apontam
na mesma direcdo e que metais reconhecidamente reagem muito rapidamente com

estes oxidantes radicalares, a segunda possibilidade € mais plausivel.

4.2.5. LIP previne processos nitrosativos em condi¢gdes de stress?

A hip6tese de que LIP reage com peroxinitrito mostrou-se soélida quando
testada em experimentos de competicdo com porfirina de Mn, ebselen e dois
compostos derivados de acido borénico. Em seguida, experimentos na presenca de
compostos que produzem fluxo continuo de peroxinitrito foram realizados com dois
propésitos. Primeiro, para fortalecimento da hipotese da reacdo direta entre LIP e
ONOO . Depois, para investigar se LIP pode prevenir processos nitrosativos em
situacao de estresse. Para esta finalidade, foram utilizados Paraquat (dicloridrato de
1,1"-dimetil-4,4"-bipiridino) e SIN-1 (cloridrado de 3-morpholinosidnonimina). SIN-1
se decompde espontaneamente levando a producao estequiométrica de *NO e 0.,
0 que resulta na producéo continua de ONOO .

Tanto paraquat (na presenca do doador de *NO sper/NO) quanto SIN-1 (na
auséncia e na presenca de sper/NO) na suspensao de células tratadas com DAF2-
DA proporcionam formacdo de DAFT a taxas superiores aquelas de sper/NO
isoladamente, como é evidenciado pelo coeficiente angular das curvas de
fluorescéncia vs tempo (Figura 32A e 32B). Mais importante, em ambos 0s casos, a
presenca de SIH aumenta a taxa de formacdo de DAFT consideravelmente,

fortalecendo a hipétese de que LIP reage com peroxinitrito produzindo compostos



115

nao nitrosantes, agora em condicbes onde peroxinitrito é seguramente formado. O
resultado indica também que LIP pode exercer papel de protecdo em situacdes
estresse nitrosativo, onde espécies derivadas de *NO sao produzidas em maior

guantidade.
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Figura 32 — Aceleracdo da nitrosacdo de DAF-2 promovida por SIH em
condicbes onde ha fluxo de ONOO . A) Células tratadas com DAF-2DA foram
suspensas em PBS/DTPA contendo +/- 300 uM de SIN-1 na presenca e auséncia de
SIH. Para comparacao foram realizados controles com sper/NO 15 pM. B) Células
tratadas com DAF-2DA foram suspensas em PBS/DTPA contendo Paraquat (10uM)
na presenca e auséncia de SIH. A producdo de ONOO foi garantida pela adicdo de
sper/NO 15uM. Nos dois experimentos T = 37°C . Os valores representam a média
de 3 medidas zD.P. De acordo com com o teste t-Student os valores sé&o
significativamente diferentes entre si (p < 0,05) para amostras que pertencam ao
mesmo grupo (-SIH e +SIH). Aex.= 495nm; Aem.= 520nm.
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4.2.6. O efeito de SIH é dependente de células?

Os resultados de todos os experimentos apresentados estdo de acordo com
a hipotese de que LIP reage diretamente com peroxinitrito formando espécies nao
nitrosantes, o que sugere que esta reserva de ferro seja protetiva em situacées onde
as células encontram-se sob stress nitrosativo dependente de peroxinitrito. Esta
premissa naturalmente leva a conclusédo de que processos nitrosativos dependentes
de peroxinitrito ndo podem ser reproduzidos em sistema néo celular, simplesmente
porque LIP ndo esta presente. Felizmente, isto é facilmente testavel. Para isso, a
formacdo de DAFT em PBS estimulada pelo sistema X/XO e do doador de NO
sper/NO foi investigada na auséncia e na presenca de SIH.

Na auséncia de XO, a formacao de DAFT é decorrente da reacdo de auto-
oxidacéo de *NO, devido a formacdo de NO," e N,O3, e pode ocorrer via nitrosacdo e
nitrosilacdo oxidativa. Embora auto-oxidac&o seja irrelevante em sistemas celulares
ele & predominante em sistemas nao celulares. Na presenca do sistema X/XO, com
fluxo de superéxido de 10 nMs™ previamente determinado, observa-se aumento
consideravel da taxa de formacao de DAFT, confirmando resultados anteriores de
que O,  estimula a formac&o de DAFT.

Coerentemente, este aumento € completamente revertido na presenca de
SOD. Espey et al.® elucidaram a formacao de DAFT, que nesta situacdo ocorre via
nitrosagdo e principalmente via nitrosilacdo oxidativa, 0S mesmos mecanismos
observados em células. Relevantemente, SIH ndo acelera a formacdo de DAFT
nestas condi¢cdes. Pelo contrario, a taxa de formacdo e DAFT é inibida por SIH,
sugerindo que SIH reaja com peroxinitrito ou derivados radicalares de peroxinitrito,
produzindo espécies ndo oxidantes e nao nitrosantes. Este resultado € importante,
pois confirma a expectativa de que a aceleracédo da formacado de DAFT depende de
células, isto é, de constituinte celular que reage com SIH e BIPY. Adicionalmente,
revela que reacdes diretas de peroxinitrito com SIH ou de radicais de peroxinitrito
com SIH ndo ocorrem extensivamente no interior celular, do contrario,
observariamos diminuicdo e ndo aumento de processos nitrosativos. Finalmente,
tais reacdes ndo produzem agentes oxidativos ou nitrosativos. Do contrario,

produziriam aumento da formacgao de DAFT.
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Figura 33 — O efeito do SIH é dependente da presenca de células. Solucéo
de DAF-2 (1uM) em PBS contendo 100uM de xantina e xantina oxidase foram
expostas a SIH (100uM) e sper/NO (15pM) na presenca e auséncia de SOD
(100U/mL). Os espectros foram coletados com Aex.= 495nm, e os graficos
construidos a partir da emissao em Aem= 520nm. Os valores representam médias
de 3 medidas +D.P. As amostras sdo significativamente diferente entre si dentro do
conjunto sem SOD (p< 0,05), porém ndo apresentaram diferencas significativas na
presenca de SOD.

4.2.7. LIP, um possivel agente antioxidante?

A premissa de que LIP reage com peroxinitrito ou com radicais derivados de
peroxinitrito € sustentada na observacdo de que remocao de LIP com quelantes
aumenta processos nitrosativos que formam DAFT. Naturalmente, portanto, o
complexo formado por LIP e SIH ndo deve reagir com peroxinitrito. Do contrario, a
hipétese deveria ser modificada. Para testar esta hipotese desenvolvemos uma
abordagem experimental de competicdo entre o complexo [Fe(SIH);] e
Fe(Il)Citocromo C por peroxinitrito. Esta ferro-heme-proteina reage com peroxinitrito
com constante de velocidade de 2,3 x 10° M*s™® *®* produzindo Fe(lll)Citocromo C e
NO". Fe(ll)Citocromo C foi selecionado para esta competicdo porque a constante de
velocidade da sua reacdo com peroxinitrito ndo € téo elevada. De fato, a velocidade
da reacdo direta entre Fe(ll)Citocromo C e peroxinitrito € apenas 10 vezes mais

rapida do que a quebra homolitica do acido peroxinitroso . Entéo, racionalmente, se
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excesso do complexo [Fe(SIH);] ndo compete com Fe(ll)Citocromo C nao deve

competir nem mesmo com a quebra homolitica do &cido peroxinitroso.

Cit C-Fe** + ONOO — citC-Fe™=0+NO, —>

— Cit C-FeV)=0 + e +2H" —> Cit C-Fe*' + H,0O (Eq. 53)

A reacdo de peroxinitrito com citocromo c (II) na presenca ou auséncia do
complexo [Fe(SIH),] foi acompanhada via UV/VIS na regido das bandas a e B do

citocromo c, entre 600 e 450 nm.
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Figura 34 — LIP protege citocromo C de ser oxidado por outras espécies.
Fe(ll)Citocromo C, previamente preparado pela reducdo com ditionito de sodio, foi
dissolvido em PBS sem DTPA, e exposto a diferentes situacdes e seu espectro UV-
vis coletado. 1) Citocromo C 25uM. 2) Citocromo C 25uM na presenca de ONOO
30uM. 3) Citocromo C 25uM na presenca de Fe?* 200uM e ONOO 30pM. 4)
Citocromo C 25uM na presenca de [Fe(SIH)?] 50uM + ONOO 30pM.

O primeiro espectro da figura 34 apresenta o espectro de absor¢cdo de 25
uM de Fe(Il)Citocromo C, com sua banda caracteristica em 550nm. Em seguida, 30
uM de ONOO foi adicionado e o espectro coletado novamente 30 segundos apos.
No segundo espectro é notavel que adicdo de ONOO oxidou completamente o
Fe(ll)Citocromo C para Fe(lll)Citocromo C, caracterizado por sua banda larga em
530nm. Peroxinitrito absorve em comprimentos de onda abaixo de 400nm, assim,

podemos descartar qualquer interferéncia desta espécie no espectro obtido. Além
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disso, ONOO decompde-se rapidamente em pH 7,4 formando espécies que
também n&o absorvem na faixa de comprimento de onda observado. Em seguida,
ONOO foi adicionado a uma mistura contendo 25 uM de Fe(ll)Citocromo C e 50,
100 ou 200 pM de Fe?* (ag) em solucdo desoxigenada.

Embora ndo seja possivel reproduzir as propriedades quimicas de LIP em
sistemas n&o celulares, 200 uM de Fe?" protegeu a oxidacdo de Fe(Il)Citocromo C
por cerca de 50% (espectro 3). Mais importante, ndo ha protecdo da oxidacao de
Fe(ll)Citocromo C por peroxinitrito na presenca de 50 uM do complexo [Fe(SIH),].
Também nado houve protecdo da oxidacdo de Fe(ll)Citocromo C em experimento
idéntico repetido com 10 uM de Fe(ll)Citocromo C. Isto €, o complexo [Fe(SIH),] ndo
protege a oxidacdo de Fe(ll)Citocromo C nem mesmo numa propor¢cdo de 5:1.
Embora muito importante, este resultado era esperado. Oxidacdo de metais por

peroxinitrito geralmente requer coordenac&o do peroxinitrito pelo metal*®°

, 0 que nao
€ possivel para o complexo [Fe(SIH);], jA que duas moléculas de SIH saturam a
esfera de coordenacdo do ferro. Nao foi possivel realizar experimentos com
concentracbes do complexo [Fe(SIH),] maiores devido ao limite de solubilidade de

SIH, que é em torno de 150 pM.

4.2.8. Discussao — Parte Il

LIP é uma reserva de ferro que esta associada a proteinas de baixo peso
molecular e que atua como uma espécie de reserva imediata de ferro para ser
incorporada em ferro-proteinas®®®. Embora o ferro seja uma espécie quimica
importante para as ceélulas, fazendo parte da composi¢cdo de muitas proteinas e se
envolvendo em diversos processos biologicos fundamentais, a facilidade com a qual
0 metal se engaja em reagfes redox pode tornar essa espécie perigosamente toxica.
Coerentemente, o controle dos niveis de ferro intracelular é cuidadosamente
regulado por mecanismos homeostaticos nos niveis sistémicos e celular, ***. Estas
proteinas sédo capazes de manter a concentracao celular de LIP em um nivel 6timo,
onde pode ser usado para suas funcOes especificas sem que cause danos as

células.
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A dificuldade de se isolar e determinar a composicdo quimica do LIP dificulta
a definicdo das propriedades quimicas que esta reserva de ferro possui. Sabe-se
que LIP é facilmente removido por quelantes permeaveis a membranas celulares,
além disso, sabe-se que em situacbes em que a concentracdo de LIP é aumentada
pela adicdo de sais de Fe, as células tornam-se mais susceptiveis a danos quando
expostas a condi¢des de estresse oxidativo induzido por peréxido de hidrogénio.

A capacidade que LIP possui de participar de reacdes redox com espécies
reativas de oxigénio (ROS) e espécies reativas de nitrogénio (RNS) pode resultar na
formacao de espécies ainda mais reativas que seus precursores, causando oxidacao

e nitrosacdo de componentes celulares 146 147: 148: 149; 150

com consequente perda de
funcdo destes componentes, ou danos irreparaveis capazes de levar as células a
morte.

A reacdo de Fenton corresponde a uma destas reagbes potencialmente
toxicas catalisadas por LIP. Nesta reacéo, peréxido de hidrogénio reage com Fe**
levando a formacéo de radical hidroxila HO', que reage com inimeros componentes
celulares muito rapidamente e indiscriminadamente. A producdo de HO" pode se
tornar catalitica se uma espécie reduzir Fe** para Fe?*, como ilustrado pela equacéo
55 com O," como redutor. Em conjunto as equacdes 54-56 constituem o0 processo

de Haber — Weiss.

H,0, + Fe?* —> Fe®" + HO +HO (Eq. 54)

Fe* +0, — Fe?' + 0, (Eq. 55)

A equacéo global é dada por:
Fe -
H,0, + 0, ——>HO + 0,.HO (Eq.56)

Embora este processo seja bem conhecido e disseminado na literatura, sua
relevancia bioldgica ja foi colocada em duavida devido & cinética desfavoravel (10 < k
< 10% Ms™) da reacéio 54. Adicionalmente, o processo & inibido na presenca de *NO
devido & reacdo deste com Fe?*, que resulta na formacdo de DNIC, que sdo

complexos estaveis e aparentemente inativos para processos redox.
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A questdo fundamental que permanece é: LIP catalisa a formacao de
espécies reativas e aumenta processos nitroxidativos nas células?

Aparentemente sim. N&o é dificil encontrar estudos na literatura que
correlacionam o aumento de LIP com danos a componentes biologicos, por
exemplo, quelantes geralmente previnem oxidagdo de lipoproteinas de baixo peso
molecular (LDL) protegendo células HUVEC da citotoxidade provocada por LDL
oxidado®®®. Observou-se ainda que diferentes linhagens de células de linfoma de
rato tipo L5178Y apresentavam diferentes resisténcias a danos de DNA provocado
por peréxido de hidrogénio. A linhagem denominada LY-R, a mais sensivel a
peroxido de hidrogénio, apresenta um contetdo de LIP cerca de 3 vezes maior que
a outra linhagem, conhecida como LY-S. A quantidade de LIP presente nestas
células apresentou correlacdo com o dano em DNA provocado pela exposicdo de
H,0,*®, mais uma vez demonstrando que nestes casos quanto maior a
concentracédo de LIP maior o dano em DNA. Observa-se ainda que o emprego do
guelante SIH mostrou-se eficiente na protecdo de cardiomioblastos H92C contra
stress oxidativo causado por exposicdo a perdxido de hidrogénio®*, sugerindo que
terapia de quelacdo pode ser empregado no combate de doencas cardiovasculares
induzidas por excesso de Ferro.

Embora seja comum encontrar estudos que demonstrem o papel pro-
oxidativo exercido por LIP, € importante ressaltar que grande parte destes estudos
sdo conduzidos expondo as células a condicbes extremas de estresse oxidativo.
Geralmente estes estudos sao realizados pela adicdo de grandes quantidades de
peréxido de hidrogénio, ou ainda, pelo aumento da concentracdo intracelular de
ferro. Nestas duas condicdes € razodvel esperar que a reacdo de Fenton torne-se
relevante, uma vez que a concentracdo de uma (ou mais de uma) das espécies
envolvidas no processo é aumentada. Com isso, a conclusdo apresentada nestes
estudos apesar de correta, podem nao refletir a realidade nas condicbes normais em
gue as células se encontram.

Neste trabalho, a compreensao das reagdes redox nas quais LIP se envolve
foi ampliada pela identificagdo da reacdo direta entre LIP e peroxinitrito e
possivelmente pelas reacdes entre LIP e os radicais derivados da decomposicao de
ONOO . Este novo olhar sobre a guimica redox do LIP pode contribuir para o

entendimento do papel que LIP exerce no interior das células, pois, como foi
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mostrado, a remocdo de LIP por quelantes (especialmente SIH) provoca aumento
da nitrosacdo de DAFT dependente de superdxido e peroxinitrito. Devido a natureza
radicalar dos mecanismos de formacdo de DAFT, ndo € incorreto extrapolar que
remocdo de LIP também impligue em aumento da nitrosacdo de outros
componentes celulares, como proteinas, DNA ou lipidios. Estas expectativas serao
estudadas nos Laboratorios do grupo.

A tese de que LIP atue como agente antinitrosante e possivelmente
antioxidante foi construida a partir da observacdo de que adicdo de um quelante
permeével a membrana celular (SIH ou BIPY) aumentam a taxa de nitrosacdo de
DAF-2. Isso significa dizer que a remocgao de LIP favorece a ocorréncia de estresse
nitrosativo e oxidativo dependente de peroxinitrito, 0 que aparentemente vai contra o
gue € normalmente relatado na literatura.

Em nossos ensaios descobrimos que a presenca de LIP reduz a nitrosacgéo
de DAF-2 em cerca de 75% e testes preliminares (ndo apresentados neste trabalho)
mostraram que LIP também previne cerca de 60% a oxidacdo de H,DCF
(dihidrofluoresceina).

Interpretamos os resultados obtidos focando na possibilidade de que LIP e
peroxinitrito reagem entre si, diminuindo a nitrosacado de DAF2, e especulamos que
LIP, nas condicbes experimentais que trabalhamos, também deve proteger outras
biomoléculas de serem oxidadas, nitrosiladas e nitrosadas.

Reacdes entre peroxinitrito e ferro proteinas ndo representam nenhuma
novidade. Mecanismos de isomerizacdo de peroxinitrito para nitrato, catalisado por

hemoglobina ou mioglobina, sdo conhecidos ©7 1%

e se processam através da
formacdo de um intermediario ferril, (Fe’=0), que pode ser posteriormente reduzido
por outras espécies no interior das células.

Para que LIP possa exercer papel de protecdo contra oxidacao e nitrosacao
€ necessario que o produto final da reacdo nao seja oxidante, ou nitrosante,
portanto, especulamos que reacéo entre LIP e ONOO possa ser descrita pela
equagao 57.

LIP + ONOO — LIPFe"=0 + NO, (Eq. 57)

LIPFe"=0 + ONOOH — [intermediarios] — *NO + O, + LIPFe™ (Eq. 58)
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Na primeira etapa da reacdo, os produtos séo NO, e LIPFeV=0, e a
espécie ferril pode ser reduzida por algum componente celular regenerando LIP ou
pode ainda reagir com outra molécula de ONOO de acordo com a equacao 58,
formando LIPFe™). Uma vez que LIP nos estados Fe? e Fe® parecem ser
interconversiveis no interior das células pela acdo de redutores, a reacao entre LIP e
ONOO deve ser catalitica, o gue garante protecdo continua sem esgotamento do
ferro intracelular.

A reacdo entre LIP e ONOO poderia ser questionada se for considerada a
velocidade com que ONOO se decompde, especialmente na presenca de CO,, que
catalisa a decomposicdo de peroxinitrito produzindo espécies nitrosantes. Contudo,
foi demonstrado a reacdo de mioglobina (MbFe?") com ONOO (k = 10° M's™) é
cerca de duas ordens de magnitude maior que reacao entre ONOO e CO, ( Eq.35)
0 que é consistente com os resultados que foram obtidos em nossos ensaios.

O aumento de marcadores de estresse oxidativo (peroxidacéo lipidica) pela
remocdo de ferro com quelante ja foi identificado anteriormente. Sergent et al.*®
demonstraram que a remocéo de complexos de ferro de baixa massa molecular pela
adicdo de quelantes aumenta a peroxidacdo lipidica em células hepéticas
previamente estimuladas a produzir *\NO (estimulo com LPS) e enriquecidas com
ferro. O grupo interpretou os resultados com base na reacéo de LIP e *NO, formando
complexos inativos do ponto de vista redox. Com isso, a remocdo de ferro pelo
guelante inibiria a formacao de tais complexos e aumentaria reacdes que levam a
peroxidacgao lipidica dependentes de *NO.

Os resultados obtidos por Sergent et at.'®®

poderiam facilmente ser
interpretados do ponto de vista da reacédo entre LIP e ONOO . O guelante removeria
LIP presente nos hepatdcitos, evitando a reacdo de peroxinitrito com LIP e
aumentando a producédo de espécies nitrosantes. E importante ressaltar que nos
experimentos realizados por Sergent et al.'®® foram encontradas evidéncias de que
ferro também era capaz de promover peroxidagdo lipidica. Nestes casos, 0
tratamento das células com nitriloacetato de ferro promovia aumento da
concentragcdo de ferro intracelular, e este aumento resultava em maior indice de
peroxidacao lipidica, demonstrando que o efeito do ferro em processos deste tipo &

dependente de sua concentragao intracelular.
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Fritsche et al.l’®

relatam que aumento da concentragdo de ferro em co-
culturas de plasmodium falciparum e macréfagos RAW 264.7 estimulados com LPS
e y-IFN aumenta a sobrevivéncia do plasmodium, enquanto que a remocao de ferro
via desferrioxiamina diminui a sobrevivéncia do plasmodium. Os autores interpretam
estes resultados pela biodisponibilidade de ferro, mas sera que LIP nao protege
plasmodium de atagues oxidativos de peroxinitrito oriundo dos macrofagos?
Controversamente a nossa proposta, existem estudos que apontam o papel
pré-oxidativo do ferro em reacbes com ONOO ou outros oxidantes, especialmente
H,0,. Metaloporfirinas de Fe** e Mn®*" mostraram-se capazes de reduzir peroxinitrito
por um elétron, produzindo NO,* e composto ferril-oxo, o que resulta em aumento da
quantidade de espécies oxidantes quando comparado com a reacdo de

171, 172; 173

decomposicdo de peroxinitrito . Inclusive enzimas como Cu?*-Zn SOD e

Mn®*-Zn SOD aumentam nitracdo e oxidacdo de substratos pela reducéo
monoeletrdnica de ONOQO 17 174:175: 176

Apesar disso, complexos metalicos que agem como antioxidantes
prevenindo dano causado por peroxinitrito ja foram relatados e explorados em testes
clinicos com animais'’’. Exemplos destes complexos incluem porfirinas de ferro e de
manganés como, 5,10,15,20-tetrakis(4-fenilsulfonato)porfirinato de ferro (lll)
(FeTPPS), 5,10,15,20-tetrakis(2,4,6- trimetil-3, 3-disulfonatophenil) porfirinato de
ferro (Ill) (FeTMPS) e 5,10,15,20-tetrakis(N-metil-4'-piridil)porfirinato  de ferro (Ill)
(FeTMPyP)'"®. Estes complexos foram inicialmente idealizados para remocéo de
superoéxido intracelular, mas também reagem com peroxinitrito e mostraram ser
eficientes em tratamentos de situacfes patolégicas supostamente associadas com
peroxinitrito*’” "8 1"° Apesar destes complexos serem administrados tipicamente no
estado de oxidacdo 3+, no interior das células eles podem ser reduzidos para o
estado 2+ por flavoenzimas, glutationa, ascorbato e até por superdoxido em
condicbes normais de oxigenacdo™®® 1¢°.
A reducéo parece ser um pré-requisito para que estes complexos possam

exercer papel de antioxidante na presenca de peroxinitrito"®

, pois, ao contrario do
gue acontece com o0s complexos nos estados de oxidagcdo +3, os complexos
divalentes reagem com peroxinitrito em reacdes que envolvem dois elétrons,
formando espécies oxo (M*'=0) e nitrito, com constante de velocidade da ordem de

10° M*s™ em reacdes similares com a reacdo apresentada na equacao 57.
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Como mostrado, a proposta de que LIP pode atuar como agente
antinitrosante (e antioxidante) apesar de parecer incompativel com muitos trabalhos,
possui precedentes na literatura. Estes precedentes se apresentam do ponto de
vista cinético, que trata da possibilidade de que ONOO seja reduzido por dois
elétrons por metais de transicdo em ambiente celular, do ponto de vista
termodinamico, a partir do potencial de redugcdo mostrado na equacédo 51, e do

ponto de vista bioldgico, como discutido acima.

ONOOH + 2H*—> NO, + H,0 (E° = 1,2V vs NHE) (Eq. 59)

Com isso, consideramos, Fe?* deve ser o responsavel pelo fator de protecdo
conferido pelo LIP, pois deve ser capaz de reduzir peroxinitrito por dois elétrons,
enquanto que Fe®' deve ser a espécie potencialmente téxica, por promover a
reducdo monoeletrdnica de peroxinitrito para NO,’, provocando danos.

Ao longo do trabalho foram realizadas diversas tentativas de aumentar a
concentracdo intracelular de ferro pela adicdo de sais de ferro (FeSQO,), ou pela
promocdo de condicBes de hip6xia, como descrito por Lancaster et al.'®, para
avaliar o efeito que este aumento provoca na taxa de formacdo de DAFT.
Infelizmente os resultados foram variados, em alguns casos o tratamento com sais
de ferro aumentava a formacdo de DAFT em outros diminuia. Portanto, ndo foi
possivel chegar a nenhuma concluséo clara de como 0 aumento da concentracéo de
ferro interfere na taxa de formagéo de DAFT nas nossas condi¢cdes experimentais.

E possivel especular que a variagcdo apresentada nos resultados pode ser
decorrente de variacdes na proporcdo de Fe®* e Fe®*', o que em alguns momentos
levaria a diminui¢cdo da nitrosa¢cdo enquanto que em outros aumento.

Em termos bioldgicos, situacdes cronicas onde ha aumento da concentragao
de LIP pode provocar esgotamento da capacidade que as células possuem de
manter LIP no estado de oxidacdo 2+. Com isso, a reagdo entre LIP e ONOO pode
deixar de exercer papel antioxidante e passa a exercer papel pro-oxidante,
causando danos aos mais diversos componentes celulares. Este inclusive deve ser
0 caso de estudos que aumentam a concentracdo de LIP pela adicdo de sais de

ferro, como de Fritsche et al 17°.
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Todas estas observacbes fazem com seja necessario analisar
cuidadosamente o papel que LIP exerce em processos oxidativos e nitrosativos.
Esta andlise deve ser feita caso a caso, evitando ao maximo fazer generalizagdes,
pois como demonstrado, o status redox do LIP pode modificar completamente o
papel que exerce.

Os resultados apresentados neste trabalho sugerem que LIP possa exercer
algum papel nos mecanismos de formacéo de s-nitrosotiéis. Foi demonstrado que
LIP pode participar do mecanismo de formacao de s-nitrosoproteinas a partir de sua
reagdo com *NO, que resulta na producdo de DNIC, que por sua vez é capaz de
transferir um de seus ligantes nitrosilo para o grupo tiol de proteinas diretamente em
um processo conhecido como trans-nitrosacéo®’.

Em condicbes normais, o mecanismo de trans-nitrosacdo deve ser o
principal responséavel pela formagédo de s-nitrosoproteinas. Porém, com o aumento
da concentracao de *NO, SOD comeca a perder a competicdo por superéxido e a
reacao entre *NO e O,  torna-se relevante, levando a producéo de ONOO . Este por
sua vez pode desencadear a formacdo de processos nitrosativos dependentes de
peroxinitrito, incluindo a formacao de s-nitrosotiois.

Bosworth et al.*’ demonstraram ainda que em células RAW 264.7 a
quantidade de s-nitrosoproteinas triplica quando as células sdo expostas a
condicbes de estresse oxidativo pela adicdo de DMNQ, que atua produzindo
superéxido no interior celular. Este aumento € cancelado pela adicdo de captadores
de ONOO como MnTbap. Realizamos testes preliminares para verificar o efeito que
adicdo de quelantes exercia na formacdo de s-nitrosoproteinas em condi¢Bes de
estresse oxidativo simuladas pela adicdo de SIN-1 + sper/sNO e Paraquat + sperNO.
Nestes testes observou-se que em todos os casos remocdo de LIP provocou
reducdo na quantidade de s-nitrosoproteinas, o que é consistente com a observacgao
de Bosworth et al.*’ de que adicdo de SIH reduz parcialmente a quantidade s-
nitrosoproteinas formadas na presenca de DMNQ.

O papel que LIP exerce na formagéo de s-nitrosoproteinas em condi¢fes de
estresse ainda ndo € compreendido, pois a presenca de oxidantes pode alterar a
guantidade de LIP no estado de oxidacdo 3+, promovendo nitrosagcdo como ja foi
discutido. E, além disso, ndo é possivel estudar o papel que LIP no estado de

oxidacdo 2+ exerce na formacdo de s-nitrosoproteinas sem expor as células a
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condicdes de estresse oxidativo, o que cria uma espécie de paradoxo dificultando o
estudo.

Esta claro que LIP pode exercer um papel antagdnico quando se trata da
formacdo de s-nitrosoproteinas. Sabe-se que LIP pode promover s-nitrosacdo de
proteinas através da formacéo de DNIC’s. Neste processo, DNIC formado a partir de
LIP e NO pode nitrosar proteinas via trans-nitrosacédo. As reacbes de trans-
nitrosacdo entre proteinas s&o, possivelmente, especificas devido ao
reconhecimento entre proteinas e, portanto, devem corresponder a processos de
sinalizagcado dependentes de *NO. Por outro lado, como é mostrado aqui, LIP exerce
papel de protecdo contra s-nitrosacdo indiscrimanda promovida por radicais
derivados do ONOO . O papel protetor € decorrente da reacdo entre LIP e ONOO

com consequente producdo de espécies nao nitrosantes, como NO .
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5. Conclusao
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O presente trabalho buscava analisar processos nitrosativos intracelulares
do ponto de vista da nitrosacdo do indicador fluorescente 4,5-diaminofluoresceina
(DAF2). Ficou claro que a nitrosacdo do DAF2 é estimulada por superoxido
enddgeno e este processo ocorre por dois mecanismos distintos que se processam
por intermédio de peroxinitrito. Estes mecanismos, que ja foram previamente
descritos, se processam simultaneamente e sao chamados nitrosilagao oxidativa e
nitrosacdo, de modo que o primeiro mecanismo prevalece sobre 0 segundo em
todas as condi¢cdes estudadas. Foi observado ainda que a nitrosacdo do DAF2
segue um perfil cinético peculiar e inédito, apresentado transicdo cinética de
primeira ordem relativa a *NO para ordem zero. A mudanga no perfil cinético esta
relacionada com esgotamento do superoxido enddgeno que limita a velocidade
quando a concentracao de *NO é alta. Adicionalmente ficou claro que processos
nitrosativos estimulados por superoxido podem apresentar perfil cineticamente
diferente, ainda que se processem pelos mesmos mecanismos, quando o local da
recombinacao entre *NO e O," ocorre no ambiente intra ou extracelular.

O ponto mais importante do estudo foi a identificacdo do papel fundamental
que ferro labil (LIP) exerce em processos nitrosativos e oxidativos. Foi constado que,
ao contrario do que € normalmente relatado, LIP é capaz de inibir processos
nitrosativos dependentes de superdxido. A atuagdo antinitrosante (e antioxidante) do
LIP esta relacionada com sua reagdo com peroxinitrito (ou com seus produtos de
decomposicdo; NO;', COg'_), formando nitrito e outras espécies nao nitrosantes.
Quimicamente, as hipéteses de que LIP pode reduzir ONOO e seus derivados
inibindo nitrosagéo séo totalmente plausiveis, contudo, baseado em nossos estudos
e em consideracdes cinéticas, € mais provavel que a reacao entre LIP e ONOO
ocorra antes da homdlise de ONOO . Estas descobertas evidenciam gue LIP possui
um papel antagonico, podendo atuar como agente pro-oxidante ou antioxidante, e
este antagonismo parece estar intimamente relacionado com status redox do LIP e
das condi¢cdes em que a célula se encontra.

Esta claro que processos nitrosativos intracelulares podem ocorrer a partir
de reacdes que envolvem oxidantes fortes como NO;, COg'f, ONOO . Esta via
radicalar possui baixa especificidade em funcédo das caracteristicas das espécies
envolvidas, o que faz com que tais processos sejam potencialmente toxicos. Com

relacdo a formacgdo de s-nitrosoproteinas, quando esta modificacdo pos traducional
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se processa a partir destes mecanismos radicalares oxigénio deixa de ser um
inibidor de tais processos e passa a ser uma espécie fundamental para que ocorram,
ao contrario dos processos de formacdo de s-nitrosoproteinas controlados como
transnitrosacdo. Da mesma forma, ferro labil pode inibir a formacdo de s-
nitrosoproteinas consumindo espécies capazes de s-nitrosar proteinas, o que € um
comportamento contrario ao apresentado em outros trabalhos que mostram
correlacdo positiva entre LIP, DNIC e s-nitrosotidis. O papel que LIP e oxigénio
exercem na formacdo de s-nitrosoproteinas bem como as vias pelas quais estes
processos ocorrem parece ter relacdo com a concentracao das espécies reativas e
com o do status redox celular. E muito provavel que a forma como estas espécies
atuam no processo de formacdo de s-nitrosoproteinas define se tais modificacbes

serdo téxicas ou se regulardo alguma funcgéo bioldgica importante.
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Cinéetica de formacao de DAFT

A andlise cinética para deducdo da equacao de velocidade de formacéo de

DAFT parte de um conjunto de consideracfes mostradas abaixo.

1) Superoxido é continuamente produzido pelas células.

2) Em nosso modelo experimental, o consumo de superéxido
ocorre por duas vias distintas, através da dismutacdo promovida por SODs e
através da reagao com *NO.

3) As espécies radicalares produzidas a partir da reacdo entre *“NO
e O,* chamadas coletivamente de NOX* oxidam DAF2 produzindo a espécie
DAF'.

4) Componentes presentes nas células, coletivamente chamados
de CC podem reagir com espécies reativas (NOX").

5) Apenas o principal mecanismo nitrosativo foi considerado.

Estas reacdes estdo resumidas no quadro abaixo

Ko

Células > 03 .. es v e e (D)
SOD, 2H™, k,

ks CO,,rapido
05 + NO = ONOO" ——— NOX"......... (3)
k

DAF2 + NOX® — DAF2* 4+ NOX ............(4)
k

NO + DAF2° — DAFT 4+ Hy0 ....ceoeo oo o (5)
k

CC + NOX* = CCox 4+ NOX ... ... vev ver e e (6)

De acordo com o esquema 1 a taxa de formagédo de DAFT deve ser dada

por:
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S22 = ks [DAF2 *][NO] @)

Para que seja possivel resolver a equacdo 6 devemos assumir a condi¢do
de estado estacionario para [DAF2’]. Essa aproximacdo é razoavel considerando
gue o intermediario [DAF2’] provavelmente ndo se acumula quando comparada com
outros reagentes e que, portanto, ndo deve consumir *\NO em quantidade suficiente
para alterar o estado estacionario. Coerentemente, a taxa de formacdo de DAFT
torna-se linear logo apods a adicao de sper/NO (Figura 5A) e assim permanece até o

fim do experimento. Portanto podemos assumir que:

d[DAF* o .
% = k,[DAF2][NOX *]-ks[DAF2 *][NO] =0 (8)

Rearranjando para [DAF2°] temos:
[DAF2 *] = k,[DAF2][NOX *]/ks[NO] )

onde NOX' representa espécies oxidantes derivadas da decomposicdo de
peroxinitrito (NO, e CO3" ). No esquema 1 a equacdo de formacdo de NOX é a
combinacdo das equacdes simplificada em (3). No estado estacionario podemos
escrever que:

ANO) — Ky [NO[0; ]y [DAF2]INOX kg [CCI[INOX ] = 0 (10)

Rearranjando para [NOXT:

k3[NO][0, ]
Ka[DAF2]+Kko[CC]

[NOX ] = (11)

Substituindo a equacao (11) na equacéo (9) temos:
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ksk4[DAF2][NO][O,]
ks[NO] (k4 [DAF2]+kg[CC])

[DAF2 *] = (12)

A equacédo 12 pode ser simplificada se assumirmos que kg[CC] >>k4[DAF].
Isto € razoavel ja que as contantes de velocidade de oxidacdo de DAF2 ou
componentes celulares devem ser ambas elevadas e praticamente da mesma
magnitude. Por outro lado, € razoavel supor que [CC]>>[DAF], desde que [CC]
corresponde a soma de todos os componentes celulares que podem reagir com

[NOX']. A partir destas consideragdes obtemos:

__ k3ky[DAF2][0,]
~ kske[CC]

[DAF2 °] (13)

Finalmente, substituindo a equacao para [DAF2] em (7):

d[DAFT] _ ksk,[DAF2][NO][O,]
dt kg [CC]

(14)

Neste ponto, podemos fazer a consideracdo que [CC] estd em grande
excesso a [NOX'] acumulado, portanto sua concentracéo deve ser constante durante
todo o processo de formacéo de DAFT. Com isso, a equagao 14 colapsa para:

T = Kops[DAF2][0;][NO]  (5)
kak
onde, Kops = kicé] (16)

A equacgao 14 descreve bem as observacdes experimentais que obtivemos
no nosso estudo. Ela mostra que a formagéo de DAFT é diretamente proporcional a
concentragédo de NO e de superoxido e que é inversamente proporcional a qualquer
espécie presente nas células [CC] que consuma NOX'. Por exemplo, ascorbato e

glutationa reagem rapidamente com NOX'. E, aumento de ascorbato e diminuicdo de
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glutationa causaram diminuicdo e aumento da taxa de formacdo de DAFT. Além
disso, a equacao antecipa a existéncia de transicao cinética de primeira ordem para
zero ordem com relacéo a *NO.

Para entender esta antecipacdo, precisamos avaliar como dever variar a
concentracdo de O, no estado estacionario com o aumento da concentracdo de
NO. Superoxido € continuamente produzido pelas células, (reacdo 1, esquema 1) e
€ consumida principalmente pela acdo de SOD, equacéo (2). A dismutacao continua
promovida por SOD faz com que o0s niveis de O,  intracelular permaneca
constantemente baixos, possivelmente menores que a concentracdo mais baixa de

NO empregada nos ensaios. O estado estacionario para 0, é dado por:

d[o, ]
dt

= k; -k, [0;][SOD]k3[0;]INO] =0 @7)

Resolvendo para O3 , temos:

-7 __ kl
[027] = k,[SOD]+k3[NO] (18)

onde k; representa a velocidade para a producdo de superdéxido em Ms™, k,
representa a constante de velocidade de dismutacao de O, catalisada por SOD e
ks a constante de velocidade para recombinacédo entre *NO e 0, .

Quando a concentracdo de *NO é baixa, SOD deve consumir quase todo
O,  produzido pelas células, assim, é razoavel presumirmos que k,[SOD]>>ks[NO],

com isso a concentragao de Oz'_passa a ser:

- k
0, |=—— 19
102" | = on; (19)
Aplicando a equagéo 19 na equagédo 16 e tomando [SOD] como uma

constante, obtemos:
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d[DAFT]  K'ops[DAF][NO]

dt _ [SOD] (20)
, Kopsk
comK'gps = OES : (21)
2

A equacdo 20 é de primeira ordem com relagdo a *NO para baixas
concentracbes de *NO, justamente como observado experimentalmente (fase de
primeira ordem da figura 6B) na medida em que SOD sofre progressiva competicao
com *NO com o aumento da concentracdo de *NO. Também mostra que €
inversamente proporcional a concentragdo de SOD, como observado
experimentalmente em experimentos usando PEG-SOD.

No outro extremo da situacdo, isto é, para concentracdes de <NO
suficientemente elevadas para que todo superdxido produzido reaja com <NO,
podemos assumir que ks[NO]>>k, [SOD], e a concentragdo de O, torna-se:

Ky

102" I=1-nay (22)

Aplicando 21 em 15 obtemos:

—d[D(ftFT] = k" opbs[DAF2] (23)
,r Kobsk
k obs — % (24)

A equacao 22 e de ordem zero com relacao a [NQO]. Isto €, a equacao prevé
que a taxa de formacdo de DAFT serd independente da concentracdo de *NO
(ordem zero relativo a *NO) para concentracdes de *NO mais elevadas, justamente
como foi observado experimentalmente. Finalmente, para ambos 0s casos a
velocidade de formacédo de DAFT é proporcional a concentracdo de DAF2 segundo

a equacgdo e isto também foi observado experimentalmente. Embora, ndo seja
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evidéncia concreta e irrefutdvel com relacdo ao mecanismo, esta analise cinética
suporta 0S mecanismos propostos.

A construcdo deste modelo cinético possui um conjunto de consideracfes
gue foram omitidas, mas que consideramos ser bem razoaveis: i) peroxinitrito reage
rapidamente com muitos alvos celulares, porém, considerando que estes alvos
estejam em concentracdes relativamente altas relativo a peroxinitrito e NOX e que
suas concentracdes nao variem entre experimentos, como € de se supor devido a
homeostase celular, a proporcdo de NOX produzida via peroxinitrito também néo
deve se alterar significativamente; ii) Esta argumentacdo também valida a suposi¢ao
de que a decomposicao de peroxinitrito em seus radicais (NOXe) seja tratado como
um processo rapido (vide (3), esquema 1); iii) a formacdo de DAFT partir de DAF2-« e
*NO foi tratada com uma etapa elementar. Embora esta rea¢do seja mais complexa,
envolvendo recombinacdo e condensacdo, a simplificacdo ndo prejudica a andlise

cinética de estado estacionario.



