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RESUMO 

 

CONDELES, A. L. Ferro lábil: Propriedades fundamentais e reatividade com 
peroxinitrito no modelo celular RAW 264.7. 2023. Tese (Doutorado em Ciências) – 
Faculdade de Filosofia, Ciências e Letras de Ribeirão Preto, Universidade de São 
Paulo, Ribeirão Preto, 2023. 

 

 O Ferro Lábil (LIP) representa uma fonte celular universal, regulável e fundamental 

de ferro (II) usada para incorporação como o cofator de apo-ferro proteínas nascentes. 

Apesar dessa alegada função de chaperona de ferro, a identidade de LIP ainda é 

desconhecida, sendo sua existência baseada na propriedade de ser complexado por 

quelantes de elevada afinidade por Fe(II), o que distingue LIP do ferro ligado a grupos 

heme e clusteres de enxofre. Essa propriedade também tem sido explorada para 

estudar suas reações químicas e propriedades biológicas. Recentemente, em 

investigações da oxidação dependente de peroxinitrito em células RAW 264.7, 

observamos que a quelação de LIP aumenta a oxidação de um indicador fluorescente 

e concluímos que LIP interage com peroxinitrito (ou derivados radicalares de 

peroxinitrito) e diminui seu poder oxidante. O presente estudo é dividido em dois 

capítulos. No primeiro, nós abordamos propriedades fundamentais da reação entre 

LIP e peroxinitrito usando a mesma metodologia de fluorescência e modelo celular e 

constatamos que a reação entre LIP e peroxinitritro é provavelmente direta, rápida 

(constante de velocidade na faixa entre 106-107 M-1s-1) e com características 

catalíticas. Reunidas, essas informações sugerem que LIP representa um sistema 

peroxinitrito redutase em células RAW 264.7.  No segundo capítulo, nós criamos um 

modelo de que LIP esteja ligado a um constituinte celular C na forma de um complexo 

genérico CLIP e modificamos metodologia originalmente usada para quantificação de 

LIP para acessar a constante termodinâmica de afinidade entre LIP e C (Kd) bem 

como a concentração total de C.  Os resultados sugerem que as concentrações totais 

de LIP e de seu ligante (C) não ultrapassem 3 µM em células RAW 264.7 e que 

estejam ligados fortemente (Kd ≈ 10-2 µM), existindo predominantemente como CLIP. 

Essas informações confrontam as hipóteses existentes de que LIP seja o complexo 

hexaaqua Fe(II) ou um complexo com Glutationa (GSFe) e podem ajudar na 

identificação de LIP. 

Palavras-chave: Ferro lábil. Peroxinitrito. Propriedades termodinâmica. Cinética. 



ABSTRACT 

 

CONDELES, A. L. Labile iron pool: Fundamental properties and reactivity with 

peroxynitrite in the RAW 264.7 cell model. 2023. Tese (Doutorado em Ciências) – 

Faculdade de Filosofia, Ciências e Letras de Ribeirão Preto, Universidade de São 

Paulo, Ribeirão Preto, 2023. 

 

The Labile Iron pool (LIP) represents a universal, regulated, and fundamental cellular 

source of iron(II) used for incorporation as the cofactor of nascent apo-iron proteins. 

Despite this alleged iron chaperone function, the identity of LIP is still unknown, and 

its existence is based on the property of being complexed by chelators with high affinity 

for Fe(II), which distinguishes LIP from heme- and sulfur-clusters iron. This property 

has also been exploited to study its chemical reactions and biological properties. 

Recently, in investigations of peroxynitrite-dependent oxidation in RAW 264.7 cells, we 

observed that LIP chelation increases the oxidation of a fluorescent indicator and 

concluded that LIP interacts with peroxynitrite (or peroxynitrite derived radicals) and 

decreases its oxidizing power. This study is divided into two chapters. In the first, we 

addressed fundamental properties of the reaction between LIP and peroxynitrite using 

the same fluorescence methodology and cell model and found that the reaction 

between LIP and peroxynitrite is probably direct, fast (rate constant within 106-107 M-

1s-1) and with catalytic characteristics. Together, these observations suggest that the 

LIP represents a constitutive peroxynitrite reductase system in RAW 264.7 cells. In the 

second chapter, we model that LIP is linked to a cellular constituent C in the form of a 

generic CLIP complex and modify a methodology originally used for LIP quantification 

to assess both the thermodynamic affinity constant between LIP and C (Kd) as well as 

the total concentration of C. The results suggest that the total concentrations of LIP 

and its ligand (C) do not exceed 3 µM in RAW 264.7 cells and that they are tightly 

bound togeter (Kd ≈ 10-2 µM), existing predominantly as CLIP. This information 

confronts the existing hypotheses that LIP is the hexaaqua Fe(II) complex or a complex 

with Glutathione (GSFe) and can help the identification of LIP. 

Keywords: Labile iron pool. Peroxinitrite. Thermodynamic properties. Kinetics. 
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O ferro está onipresente em todo e qualquer tipo celular e organismo vivo. Em 

humanos, de 65-75% do ferro total do organismo encontra-se nos eritrócitos, 

responsável pelo transporte e distribuição de oxigênio1. Em células do tecido, 

entretanto, ferro é crucial para uma variedade de outros importantes aspectos 

fisiológicos como sinalização biológica e respiração celular. É considerado um cofator 

em proteínas e desempenha funções vitais no metabolismo celular (Figura 1). Nos 

compartimentos celulares de células de mamíferos o ferro está quase sempre ligado 

a proteínas, seja como grupos prostéticos Heme, cluster de ferro e enxofre, 

mineralizado como óxidos sólidos em estruturas proteicas (ferritina) ou diretamente, 

através de resíduos de aminoácidos 2. 

Figura 1 – Funções fisiológicas do ferro. 

 

Fonte: adaptado de Raza, M. et. al.3. 

Existe ainda uma classe de ferro que é encontrada solubilizada no citosol 

celular denominado como ferro lábil (labile iron pool, LIP). Essa última, ainda pouco 

caracterizada, gera discussões acerca de seu papel em processos fisiológicos, 

patofisiológicos e farmacológicos celulares, por isso é objeto de muitos estudos que 

tentam caracterizar esses processos em que esta espécie de ferro está direta ou 

indiretamente envolvido, assim como sua composição celular. Alguns autores dividem 
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o ferro lábil em citosólico e organelar, aqui neste trabalho e assim como muitos outros 

autores, o definimos como sendo exclusivamente citosólico. 

De maneira genérica as proteínas que contém ferro estão envolvidas em 

processos redox, seja oxidando outros componentes celulares (transdução de sinais 

eletroquímicos), produzindo espécies radicalares (radicais livres), que podem tanto 

atuar como oxidantes (abstração de elétrons) ou redutores (adição a moléculas 

orgânicas), ou na redução de espécies oxidantes. Há também proteínas 

especializadas que contem centros catalíticos ferrosos que atuam no transporte e 

armazenagem (hemoglobina e mioglobina) de espécies inertes a estes centros como 

o oxigênio molecular e o dióxido de carbono. 

1.1 O ferro celular 
 

1.1.1 Aquisição de ferro em células de mamíferos. 
 

A absorção de ferro da dieta pelas células da parede duodenal (enterócitos) é 

facilitada pela proteína transportadora de metal divalente (divalent metal transporter 

1, DMT1). O ferro inorgânico (Fe3+) proveniente da dieta é reduzido a Fe2+ por uma 

proteína ferri-redutase (Duodenal cytochromo b redutase, Dcytb) na superfície celular 

e transportado por DMT1 para o citosol celular. Grupos ferro-heme provenientes da 

dieta entram nos enterócitos por intermédio da proteína transportadora do heme-1 

(HCP1)4. 

Nas células de mamíferos o transporte de ferro para o interior celular (citosol) 

depende do tipo celular, mas de maneira geral podemos citar as principais formas. i) 

Por intermédio da transferrina ligada a ferro (Tf-bound iron – TBI). Essa glicoproteína 

extracelular apresenta em sua estrutura dois sítios de ligação de alta afinidade para 

ferro (III) (Tf-Fe2). Ela garante uma biodisponibilidade de ferro ao organismo através 

da circulação, ao mesmo tempo que limita a disponibilidade a organismo patogênicos 

que notadamente necessitam de ferro para virulência, assim como impede a formação 

de espécies radicalares que tenham como origem reações redox com o ferro. A Tf-

Fe2 associasse ao seu clássico receptor na superfície celular, o receptor de 

transferrina (Tf receptor, TFR) e o complexo Tf-Fe2/TFR sofre endocitose. O ambiente 

ácido do endossomo favorece a liberação do ferro da transferrina, que então é 

reduzido ao estado de oxidação ferroso (Fe2+) por uma das proteínas transmembrana 
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da família de metaloredutases, (six-transmembrane epitelial antigen of prostate, 

STEAP). O Fe2+ é então transportado para o citosol celular por outra proteína 

transmembrana supracitada DMT1 e ganha a definição de LIP. Também, ferro pode 

acessar o interior celular por ii) pinocitose de ferritina extracelular ou iii) por endocitose 

de grupos ferro-heme e hemoglobina, provenientes de hemólise, através dos 

receptores CD91 e CD163 em macrófagos, e em eritrócitos, por meio de proteína 

importadora de grupos ferro-heme (Heme-Responsive Gene 1, HRG1)5.  

Assim como o ferro tem a entrada facilitada nas células, sua saída ou extrusão 

é realizada por transportador especializado, a ferroportina (FPN). O papel das FPN’s 

será melhor discutido quando falarmos da regulação do ferro pelas células. 

1.1.2 Homeostase do ferro celular 
 

A homeostase de ferro celular em mamíferos acontece em dois níveis, celular 

e sistêmico. Para melhor entendimento vamos trata-los separadamente, e sem 

aprofundarmos muito, mas sabemos que esses dois sistemas não operam 

separadamente, e que o estado regulatório de um interfere no outro sistema 

regulatório. Vale ressaltar ainda que a homeostase de ferro é controlada com base na 

disponibilidade, demanda e estoque de ferro celular. 

Começamos pela homeostase sistêmica. Esse controle age principalmente no 

efluxo de ferro celular para o plasma. Em qualquer célula de mamífero a saída de ferro 

inorgânico (Fe2+) se dá pelo transportador FPN. Esse transportador é regulado 

negativamente, neste nível, por um hormônio secretado pelo fígado, a hepcidina 1; 3. 

Hepcidina é um peptídeo circulante que se liga a FPN na superfície celular, sinalizando 

sua internalização e conseguinte degradação. No duodeno, onde há a absorção de 

ferro da dieta, esse processo impede a saída do ferro absorvido pelos enterócitos para 

a distribuição plasmática a outros tecidos. Em macrófagos, que são células de defesa 

e onde há grande quantidade de ferro armazenado, a hepcidina bloqueia a liberação 

de ferro como uma resposta a processos patológicos, dificultando a aquisição de ferro 

pelo patógeno, com isso diminuindo sua proliferação e contribuindo para a resposta 

imunológica inata. Em processos inflamatórios, como supracitado, a expressão de 

hepcidina é modulada pela interleucina-6 (IL-6), uma citocina produzida em condições 

patológicas. A hepcidina também é liberada na urina e é considerada um agente 
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antimicrobial natural. Também em nível sistêmico há enzimas especializadas na 

reconstituição/homeostase do ferro de grupos heme, provenientes da degradação de 

células vermelhas do sangue, como as heme-oxigenases (HO). 

Em nível celular (citoplasmático), a homeostase de ferro é regulada de 

maneira pós transcricional. Proteínas de ligação ao RNA (RNA-binding proteins, 

RBP’s) conhecidas como proteínas regulatórias do ferro (iron regulatory proteins, 

IRP’s) IRP1 e IRP2 se ligam a estruturas do tipo hairpin conhecidas como IRE’s (iron-

responsive elements) localizados na porção 5’ de regiões não traduzidas de mRNAs 

(untranslated region, UTR) recém transcritos e que codificam importantes proteínas 

do metabolismo de ferro (Figura 2) 3. No caso de excesso de LIP citosólico, as IRPs  

se associam a porção 5’ UTR do mRNA e inibem a tradução desses mRNAs as 

respectivas proteínas com diferentes funções biológicas: i) na armazenagem do ferro, 

ferritina; cadeia densa (heavy-ferritin chain 1, FTH1) e leve (light-ferritin, FTL), ii) 

secreção, FPN e iii) utilização, primeira e principal enzima da biogênese de grupos 

heme nos eritrócitos (Delta-aminolevulinate synthase 2, ALAS2) e aconitase 

mitocondrial (ACO2, faz a interconversão citrato a isocitrato no ciclo do ácido cítrico 

(Figura 2) 6; 7; 8; 9. A  HIF2α (Hypoxia inducible fator 2α),  um importante fator de 

transcrição que modula a produção de células vermelhas com base na 

biodisponibilidade de ferro, tem sua tradução reprimida por IRP1, impedindo que as 

fontes de ferro celular se esgotem e que células vermelhas sem ferro (defeituosas) 

sejam produzidas quando os níveis de ferro estão baixos10. Por outro lado, no caso 

de falta de LIP citosólico, IRPs se ligam a IRE da porção 3’ UTR de mRNAs 

proporcionando estabilização do mRNA (inibindo sua degradação) e levando a um 

aumento de expressão da proteína codificada. Isso é observado para o mRNA que 

codifica a proteína DMT1, responsável pela entrada de ferro inorgânico (Fe2+) nas 

células. 
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Figura 2 – Sistema regulatório IRP/IRE. 

 

Fonte: Adaptado de Hentze at. al.11  

Outros agentes e condições contribuem com a atividade das IRPs, como oxido 

nítrico (nitric oxide, NO) (IRP1 e IRP2), peróxido de hidrogênio H2O2 (IRP1) e hipóxia 

(IRP2) (Figura 3). Apesar da atividade de ligação de uma IRP ao sítio IRE ser uma 

resposta a flutuações do LIP citosólico, IRP não é sensibilizada diretamente por ferro. 

O sensor de ferro que modera toda esta cascata de inativação e regulação é uma 

proteína de ubiquitinação (f-box and leucine-rich repeat protein 5, FBXL5) que se 

associa a IRP quando a concentração de LIP citosólico está elevada. O complexo 

formado por IRP-FBXL5 recruta a proteína E3 ligase que ubiquitina a IRP, sinalizando 

ambas proteínas IRP1 e IRP2 para degradação. A IRP1 também é inativada por 

incorporação de cluster ferro-enxofre (4Fe•4S), que passa ter a função de uma enzima 

citosólica com atividade aconitase 12. Este processo leva a uma diminuição na 

disponibilidade de IRPs, ocasionando menor repressão da tradução de proteínas do 

metabolismo de ferro, permitindo maior utilização, estocagem ou eliminação de ferro. 

No caso da DMT1, como vimos anteriormente, o efeito será contrário e ocasionará 

uma menor expressão dessa proteína, levando a diminuição na absorção de ferro. 

Somados os efeitos, esses dois mecanismos complementares levam ao 

reestabelecimento dos níveis normais de ferro celular. Na figura 3 é mostrado como 

os níveis de ferro celular e algumas moléculas interferem na atividade dessas 

proteínas regulatórias. 
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Figura 3 – Fatores responsáveis por desencadear a regulação por IRPs. 

 

Fonte: Adaptado de Hentze et.al.11  

 

1.1.3 Ferro celular é armazenado na ferritina. 
 

Uma vez dentro da célula LIP tem três destinos. Um deles é a utilização pela 

própria célula na biossíntese de metaloproteínas, com a incorporação do ferro a apo 

ferro-proteínas nascentes, incluindo protoporfirinas IX ou clusteres ferro-enxofre. 

Outro caminho é a eliminação para a circulação distribuindo-o as demais células do 

organismo. O terceiro caminho acontece quando a disponibilidade de LIP é maior que 

a utilização. Nesse caso, as células armazenam LIP em excesso na ferritina com duas 

finalidades, i) manter um estoque de ferro para situações de pouca disponibilidade, ii) 

tentativamente baixar os níveis de ferro citosólico e circulante disponível, uma vez que 

o ferro em excesso pode desencadear reações redox potencialmente danosa as 

células e propiciar a proliferação de microrganismos patogênicos. 

O ferro celular é armazenado mineralizado (óxido) na ferritina. Ferritina é uma 

estrutura proteica polimérica, encontrada normalmente no citosol celular, composta 

por 24 unidades constituídas de duas cadeias, uma densa e enzimaticamente ativa 

(ferroxidase) FTH1 (cadeia H), onde o ferro no estado ferroso é oxidado e mineralizado 

na forma de um óxido, e outra menos densa ou leve FTL (cadeia L), tendo como 

principal função o transporte de elétrons através da “crosta” proteica do polímero. 

Cada unidade de ferritina (Ft) comporta até 4500 átomos de ferro e é onipresente, 

com variações na proporção de cadeias H e L13. A ferritina também tem sua expressão 

controlada por IRPs. 
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A bem pouco tempo conhecíamos somente como o ferro era adquirido pelas 

células, onde é utilizado, como é secretado e onde é armazenado (reserva), assim 

como, sua regulação pós-translacional e pós-transcricional.  Também, que parte do 

ferro constituía uma espécie solubilizada no citosol celular, denominada ferro lábil ou 

quelatável (Labile iron pool, LIP), mas pouco, do processo e etapas envolvidas e que 

interligam essas rotas metabólicas do ferro celular. Recentemente estudos mostram 

evidências de que a interação entre certas proteínas e a atividade delas é 

intermediada por ferro, ou melhor, pelo ferro presente na estrutura destas proteínas. 

 

1.2 Ferro Lábil: O que sabemos, e o que especulam. 

 

Definição: LIP é definido com uma fonte de ferro celular permutável. Na 

nomenclatura de Química de Coordenação, LIP é uma fonte celular de ferro lábil, isto 

é, seus ligantes são substituídos rapidamente. Essa propriedade distingue LIP das 

demais classes de ferro celular, notadamente ferro-proteínas, ferro-heme e clusteres 

de enxofre, e são coerentes com a função de LIP como fonte celular para incorporação 

de ferro em apo ferro-proteínas. Já em estudos farmacológicos podemos dizer que o 

LIP é quelatável, ou seja, pode ser removido por complexação com certa facilidade 

utilizando quelantes metálicos14; 15.  

Estado redox:  Numerosos argumentos bioquímicos sugerem que o LIP está 

predominantemente no estado redox Fe(II). Pelas características fisiológicas do 

citosol de células de mamíferos como pH (próximo de neutro) e o alto potencial redox 

redutivo1, entende-se que LIP encontre-se quase que exclusivamente na sua forma 

ferrosa (Fe2+)14; 15. Egyed e Saltman demostraram que mais de 90% do LIP em 

eritrócitos está no estado de oxidação 2+ 14. Breuer et al. usando calceína (CA) como 

o indicador fluorescente de LIP, mostrou que mais de 80% do LIP é Fe(II) em células 

K562 15. Petrat et al. usando um outro indicador chegou a resultados semelhantes em 

hepatócitos 16. 

Concentração: A concentração fisiológica do LIP celular varia com o tipo 

celular e ainda está em debate na literatura. Diferentes métodos relatam 

 
1 Níveis de glutationa (GSH) e fosfato de dinucleotídeo de adenina e nicotinamida (NADPH) em relação a 

nicotinamida adenina dinucleotídeo (NADH): GSH-NADPH/NADH. 
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concentrações significativamente diferentes. A concentração de LIP citosólico medida 

com o indicador calceína indica que LIP esteja numa faixa estreita entre décimos de 

µM a baixos µM (0.1 – 10 µM).17   

Identidade: Alguns grupos de pesquisa acreditam que o ferro lábil seja 

formado por uma miríade de compostos de coordenação com ligantes de baixa massa 

molecular (fosfatos de Inositol, glutationa, citrato, e ácido 2,5-dihidroxibenzóico). Essa 

hipótese talvez seja baseada na abundância intracelular e basicidade de Lewis desses 

constituintes, mas é questionável e não encontra suporte experimental concreto 18. 

Exceto glutationa, que está presente em elevada concentração em células (entre 2-

10 mM), os demais ligantes hipotéticos de LIP ligam-se preferencialmente ao ferro no 

estado férrico (Fe3+) 19. Misturas de íons de Fe3+ ou Fe2+ em solução aquosa com 

estes ligantes são na verdade constituídas de múltiplas espécies 20; 21; 22; 23, enquanto 

LIP celular parece ser uma população única e com propriedades químicas definidas 
24. Outros grupos sugerem que LIP esteja ligado a proteínas. Estudos recentes 

sugerem que LIP está ligado a proteínas de ligação a região poli(C) de RNAs 1 e 2 

(Polyr(C)-binding protein 1 e 2, PCBP1 e PCBP2) e possivelmente, também outros 

membros dessa família de proteínas 25; 26. 

A homeostase do LIP: LIP parece ser a fonte celular sentida por células para 

acionar os mecanismos homeostáticos de ferro discutidos brevemente acima. 

Portanto, LIP é mantido por um complexo e altamente regulado processo de 

sensibilização e transdução dos níveis de ferro (extra)celular, e.g.  modulando 

cascatas de sinalização que desencadeiam processos para aumentar ou diminuir a 

concentração de LIP. No primeiro caso, o sistema homeostático aumenta aquisição 

de ferro extracelular (aumento da expressão de transferrina-Tf/receptor de transferrina 

-TFR) e mobilização do ferro intracelular armazenado na ferritina (Ft) (degradação 

fagocítica controlada).  

 Estudos mostram que o LIP pode ser modulado negativamente de maneira 

independente de IRPs, pela ausência de ferro no meio de cultura (starvation), 

superexpressão de ferritina, e desordens mitocondriais que provocam acúmulo de 

ferro nessa organela ou simplesmente complexação com quelantes. Linhagens de 

células humanas K562 expostas a crescentes concentrações de transferrina ligada a 
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ferro (TBI), exibem proporcional aumento nos níveis de ferro lábil, tanto citosólico (LIP) 

quanto mitocondrial27. 

Atualmente podemos dividir os estudos do LIP em três frentes; i) a primeira 

busca elucidar com quais constituintes celulares o LIP interage e procura responder 

quais os efeitos dessas interações a nível celular e sistêmico; ii) a segunda procura 

caracterizar a identidade celular do LIP, que ainda é desconhecida, iii) e por último há 

estudos que procuram elucidar quais reações (redox) que o LIP está envolvido, 

incluindo características cinéticas destas reações, assim como suas implicações no 

ambiente celular. 

 

1.3 O papel do ferro lábil em condições fisiológicas e adversas. 

 

Como discutido acima, LIP é importante na manutenção da homeostase de 

ferro. Estudos mostram que a manipulação da concentração intracelular de LIP por 

quelantes ativa mecanismos de sinalização envolvendo IRPs que visam a regulação 

e o reestabelecimento dos níveis normais de LIP. Portanto, existe um consenso de 

que as células precisam de LIP e mantem seu nível celular via ação complementar e 

orquestrada de IRPs. A atual concepção é que LIP é necessário para rápida 

incorporação de Ferro em ferro-proteínas nascentes28; 29; 30. 

Como qualquer classe de Fe(II), LIP reage com ligantes. Talvez a reação de 

LIP mais importante seja com óxido nítrico (NO•). Estudos relativamente recentes 

mostram que LIP reage quantitativamente com óxido nítrico (NO•) formando 

complexos dinitrosilo de ferro (dinitrosyl iron complexes, DNICs). DNICs são 

complexos de ferro(II) (LIP) formados a partir de ligantes de baixo peso molecular 

contendo tióis (glutationa31 e cisteína32) ou proteínas tiólicas. DNIC celular contém 

dois ligantes nitrosilo e dois ligantes ainda desconhecidos e são paramagnéticos, 

podendo ser identificados e quantificados pelo seu característico sinal de ressonância 

paramagnética de elétrons (RPE). DNIC celulares são de alta massa molecular, 

possivelmente ligado a proteínas 33; 34; 35; 36; 37, sugerindo que LIP pode estar ligado 

diretamente a proteínas ou mesmo ser de constituição proteica. DNIC são estáveis e 

acumulam em células cronicamente expostas a NO• até tornarem-se os derivados de 
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NO• mais abundantes, mesmo comparado com s-nitrosotióis. São encontrados em 

células, tecidos e in vivo e podem ter diferentes propriedades de importância fisiológica 

e farmacológica: i) DNIC tem sido considerados reservas de NO•; ii) podem estar 

envolvidos na formação de s-nitrosoproteínas por um mecanismo conhecido como 

trans-nitrosação. Assim, pode ter papel de destaque e iniciador de processos de 

sinalização celular via s-nitrosação de proteínas; iii) A formação de DNIC inibe a 

suposta reação entre LIP e H2O2 que produz oxidantes fortes, portanto, pode ter papel 

anti oxidante. Vários estudos indicam diversas funções biológicas. Por exemplo, 

DNICs podem inibir a agregação plaquetária 38, induzir a vasodilatação 39 e acelerar 

processos de cicatrização de feridas 40.  

O LIP aliado às novas drogas também pode ajudar no combate ao câncer 

promovendo a morte de células cancerígenas pelo processo de ferroptose 41. É 

conhecido que alguns tipos de células primárias cancerígenas (câncer de mama 

CD44/CD24 e glioblastomas) apresentam níveis elevados de ferro intracelular e 

atividade aumentada de moléculas que controlam (aumentam) a disponibilidade de 

ferro, algo que parece ser compartilhado por outras patologias 42; 43; 44. Os mecanismos 

da ferroptose vem sendo estudados como uma nova estratégia terapêutica anticâncer 

utilizando drogas que ativam fenótipos desse tipo de morte celular 45.  Yang, W.S. e 

Yagoda et. al. mostraram que a partir da modulação nos níveis de ferro lábil celular 

utilizando quelantes ou a inibição genética da captura de ferro celular, é possível 

diminuir ou mesmo inibir a morte celular induzida por drogas anticâncer. A morte 

celular por essas drogas tem características semelhantes a aquele conferido a 

ferroptose 46; 47, ou seja, o LIP pode se tornar um importante aliado terapêutico no 

combate ao câncer. Ainda, estudos mostram que o aporte descontrolado de ferro no 

ambiente celular está relacionado a diversos processos patológicos humanos, como 

processos inflamatórios, doenças neurodegenerativas (Parkinson, Huntington, 

Alzheimer, entre outras), câncer e envelhecimento precoce48 e também a resposta a 

tratamentos com fármacos. 
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1.3.1 Peróxido de Hidrogênio e LIP: combinação pró-oxidante 

 

A reação entre LIP e H2O2 supracitada é bem conhecida como reação de 

Fenton (equação 1)49; 50. 

Fe2+ +  H2O2   
k= 4,1 x 102 M-1s-1�⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯�     Fe3+ +  OH• +  OH-                                                          eq. 1 

Nessa reação há produção do radical hidroxila (OH•) catalisada por Fe2+ a 

partir de peróxido de hidrogênio. O radical hidroxila é uma espécie reativa de oxigênio 

(ERO) (reactive oxygen species, ROS) que reage rapidamente (k > 107 M-1s-1) com 

quase todo tipo de composto orgânico, levando ao rompimento de ligações químicas, 

oxidação, hidroxilação e formação de radicais derivados de tais compostos orgânicos 
19; 51. A formação de radical hidroxila ocorre por processos naturais, no meio ambiente 

(foto-fenton atmosférico e em águas naturais) e em células (patologias e 

mestabolismo) ou por atividade humana em condições controladas 

(laboratório/indústria)52. No caso da formação em células, LIP é frequentemente 

associado a fonte celular de ferro da equação 1. A formação do radical hidroxila em 

células acontece e não podemos evitar. Células em geral naturalmente produzem 

peróxido de hidrogênio pela dismutação catalisada do ânion radical superóxido (O2
•�) 

por superóxido dismutase de manganês (Mn-SOD) na mitocôndria ou superóxido 

dismutase de cobre e zinco (CuZn-SOD) no citosol com constantes cinéticas elevadas 

(~109 M-1s-1) (equação 2). Superóxido por sua vez é formado continuamente pela 

redução parcial de oxigênio molecular na cadeia respiratória mitocondrial, mais 

precisamente pelos complexos I e III, portanto, está intrinsicamente relacionado a 

respiração celular e é inevitável. Estima-se que pelo menos 1% do O2 disponível seja 

reduzido a O2
•� nas mitocôndrias53. 

2 O2
•-    +    2H+   

SOD

k= 109 M-1S-1 �⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯�     H2O2 +  O2                                                                            eq. 2                                                   

A reatividade dessa classe de ferro já foi amplamente estudada com relação 

ao estresse oxidativo promovido por H2O2. Vários estudos sugerem que há uma 

conexão entre o LIP, principalmente quando em excesso, e a produção de espécies 

oxidantes (OH•) derivados de H2O2 e a danos causados pela oxidação de lipídeos, 

proteínas e do DNA. 
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A Ferroptose, um processo de morte celular não-apoptótica e que ainda não 

é muito bem compreendida, é reconhecidamente dependente de ferro intracelular 42; 

45. A participação de LIP nesse processo de morte celular também não está clara, mas 

sugere-se que LIP esteja envolvido na iniciação da cascata de reações radicalares 

que caracteriza a Ferroptose. Estes radicais produzem danos a estrutura de 

membranas celulares, constatada pela formação de hidroperóxidos lipídicos (LOOH) 
41; 54. Ainda, estudos relatam a reação de LOOH com Fe2+/Fe3+ levando a formação 

de aldeídos e hidroxi- lipídios 55. 

Diversas propostas aparecem como alternativa para contornar os danos 

causados pela combinação H2O2/LIP, principalmente, em condições em que há uma 

produção elevada de H2O2 (processos inflamatórios). A opção mais investigada é a 

“remoção” por complexação dessa classe de ferro utilizando quelantes. Para tal, são 

utilizados quelantes com grande seletividade e afinidade por ferro 56 e que alteram o 

potencial redox do par Fe3+/Fe2+ de forma que evite a reação redox com H2O2.  Esse 

conceito é conhecido como terapia de quelantes. Com isso surgem também 

questionamentos quanto aos danos colaterais dessa técnica ao promover a “remoção” 

desse ferro das células, uma vez que LIP é necessário para células e seus níveis são 

controlados homeostaticamente. 

 

1.3.2 LIP e Peroxinitrito. LIP como agente antioxidante. 

 

Recentemente, nosso grupo mostrou que o LIP reage com um peróxido 

biologicamente relevante, o peroxinitrito (ONOO-). Peroxinitrito é formado em células 

pela rápida recombinação ( k = 1,9 x 109 M-1s-1)57 entre os radicais O2
•- e NO•, seja 

este produzido endogenamente (macrófagos, células endoteliais e neuronais) ou de 

fonte exógena. Peroxinitrito é um oxidante moderado que ataca resíduos de cisteínas 

de proteínas e metais de transição diretamente58. Entretanto, ONOO- sofre homólise 

de sua ligação peróxido catalisada por protonação ou reação com CO2, gerando 

espécies radicalares ainda mais reativas e oxidantes. Em pH fisiológico ele encontra-

se em equilíbrio com o ácido peroxinitroso (ONOOH, pKa = 6,9)59, o qual sofre quebra 

homolítica da ligação O-O produzindo 1/3 de dióxido de nitrogênio (NO2
� ) e •OH 

(equação 3). Peroxinitrito também reage com dióxido de carbono (CO2), formando o 
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intermediário peroxinitrosocarbonato (ONOOCO2-), o qual também se decompõe 

muito rapidamente por quebra homolítica gerando até 1/3 de ânion radical carbonato 

(CO3
•�) e NO2

� , os outros 2/3 são nitrato e dióxido de carbono produzidos pelo rearranjo 

seguido de quebra do intermediário ONOOCO2-(equação 4)60; 61; 62; 63; 64. Suspeita-se 

que esse seja o mecanismo principal de decomposição de peroxinitrito devido as 

elevadas concentrações de CO2:HCO3- (1 : 25 mM) na maioria dos sistemas biológicos 
19. 

ONOOH        homólise      �⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯�    NO2
�   +  •OH                                                                   eq. 3 

ONOO� +  CO2
     5 x 104 M-1s-1      �⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯�  0,35 (NO2

�  + CO3
•�)  +  0,65 (NO3

�+ CO2)             eq. 4 

No estudo realizado pelo grupo de pesquisa mostramos que o ferro lábil 

diminui a oxidação intracelular dependente de peroxinitrito65 em clones de macrófagos 

de rato (Células RAW 264,7) em suspensão. Experimentalmente, quelantes metálicos 

que reconhecidamente complexam LIP [salicilaldeído isonicotinoil hidrazona (SIH) 

(Salicylaldehyde isonicotinoyl hydrazone, SIH); e 2’,2’-bipiridina, Bipy] aumentam a 

oxidação do indicador fluorescente intracelular 2,7-diclorodihidrofluoresceína (H2DCF) 
65. Esses resultados foram interpretados como uma reação entre LIP e peroxinitrito ou 

entre LIP e os radicais derivados de peroxinitrito e que resultam em produtos não-

oxidantes. Isto é, LIP atua como uma espécie celular natural e antioxidante contra 

peroxinitrito. LIP possivelmente contribui para a diminuição, da disponibilidade 

biológica de peroxinitrito ou seus radicais e de danos celulares associados à formação 

dessas espécies que podem ocasionar diversas patologias humanas, dentre as quais, 

doenças neurodegenerativas, cardiovasculares, processos inflamatórios e outras 

decorrentes de danos ao DNA 60; 66. 

Esta descoberta representa uma mudança de paradigma das propriedades de 

LIP e levanta várias questões sobre a interação entre LIP e peroxinitrito. 

Quimicamente, não está claro se LIP reage diretamente com peroxinitrito ou com os 

oxidantes radicalares derivados de peroxinitrito (Figura 4). Tampouco se estas 

reações são rápidas o suficiente para competir com outros alvos celulares destes 

oxidantes ou se os processos são estequiométricos ou catalíticos. Em âmbito mais 

geral, propriedades termodinâmicas dos complexos celulares de LIP não são 

conhecidos. Isto é, não se sabe bem sua localização intracelular, sua concentração, 
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seus ligantes, e constante de equilíbrio de LIP e seus ligantes celulares. Algumas 

dessas incertezas são investigadas nesse trabalho. 

Figura 4 – Esquema das possíveis reações de ferro lábil (LIP) com peroxinitrito e 
seus derivados radicalares. 

 

Uma vez formado peroxinitrito se decompõe por quebra homolítica da ligação peróxido 
catalisada por conjugação com CO2 ou protonação, dando origem a derivados 
radicalares que podem ser detectados com o indicador fluorescente H2DCF. 
Peroxinitrito reage com LIP-Fe2+ produzindo nitrito e LIP-Fe=O4+  (especulativo). Os 
radicais derivados de peroxinitrito reagem com LIP-Fe2+ formando seus respectivos 
ânions e LIP-Fe3+ (especulativo). Ambas formas oxidadas de LIP retornariam ao 
estado de oxidação ferroso (LIP-Fe2+) por mecanismo desconhecido. A adição de 
quelantes metálicos (SIH ou Bipy) inibe as reações de LIP-Fe2+ com peroxinitrito ou 
radicais derivados de peroxinitrito    Fonte: Próprio autor. 
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2. Objetivos e justificativa 
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Objetivo Geral 

 

Investigar propriedades termodinâmicas de LIP e a reatividade de LIP com 

peroxinitrito. 

 

Objetivos Específicos 

 

1) Investigar se LIP reage com peroxinitrito diretamente (braço esquerdo, figura 

3) ou com radicais oxidantes derivados da decomposição de peroxinitrito (braço 

direito, figura 3). LIP ferroso pode reagir diretamente com peroxinitrito 

possivelmente produzindo íons NO2−. Por outro lado, LIP ferroso pode reagir e 

reduzir os radicais derivados de peroxinitrito. A inibição dessas reações por 

quelantes de LIP poderia aumentar a disponibilidade de peroxinitrito e seus 

derivados oxidantes e assim a oxidação de indicadores fluorescentes 

oxidáveis. Experimentos preliminares sugerem que LIP reage diretamente com 

peroxinitrito.  

 

2) Estimar propriedades cinéticas da interação do peroxinitrito com o LIP.  

 

3) Estimar a concentração e propriedades termodinâmicas dos complexos de 

LIP em células. 
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3. Materiais e métodos 
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3.1 Reagentes e soluções 
 

Todos os reagentes utilizados neste estudo foram adquiridos no seu maior teor 

de pureza e são da marca Sigma-Aldrich, exceto quando especificado, e foram usados 

seguindo a recomendação do fabricante. 

 Salicilaldeído isonicotinoil hidrazona (SIH) é sintetizado no nosso laboratório a 

partir da reação de condensação entre as bases de Schiff  2-hidroxibenzaldeído e 

hidrazida isonicotínica como descrito na literatura67 . A solução estoque de SIH foi 

preparada imediatamente antes do experimento em concentrações típicas de 0,0125 

ou 0,15 mol L-1 em dimetil sulfóxido (DMSO). 

 O tampão de trabalho empregado no estudo foi o fosfato salino (PBS/DTPA) 

pH 7,4 que apresenta composição em mmol L-1 a seguir: Fosfato: 10 mmol L-1, NaCl: 

137 mmol L-1, KCl: 2,7 mmol L-1, DTPA (ácido etilenotriamino penta acético): 0,1 mmol 

L-1. 

 

3.2 Cultura de células 

Foram utilizados no estudo células derivadas de macrófagos de rato do tipo 

RAW 264,7 adquiridas da American Type Culture Collection (ATCC) e cultivadas em 

meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) conforme 

recomendação. Os estoques criogênicos de passagens 4 e/ou 6 foram mantidos em 

freezer -80°C. As culturas celulares foram feitas em frascos de 175 cm2 em incubadora 

umidificada, a 37°C e com atmosfera de CO2 de 5% até atingirem confluência entre 

80-90%. Para a coleta de células foi utilizado tampão fosfato salino (PBS) 

suplementado com 250 μM de DTPA. Após a coleta foi realizado a contagem de 

células por hemocitometria utilizando uma câmara de Neubauer e a verificação da 

viabilidade celular usando o método da exclusão com azul de tripano. Os 

experimentos foram realizados com culturas celulares que apresentaram viabilidade 

superior a 85%. Após a contagem as células foram mantidas suspensas em meio de 

cultura e em banho de gelo até utilização. 
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3.3 Tratamento das células com 2,7dicloro dihidro fluoresceína diacetato 
(H2DCF-DA) 

 

Suspensões de 60 milhões de células RAW 264,7 em 1mL de tampão de 

trabalho, foram tratadas com H2DCF-DA 10 μM por 30 minutos em banho a 37°C sob 

agitação. Em seguida, as células foram lavadas por dois ciclos de suspensão e 

centrifugação com tampão para a remoção do excesso de H2DCF-DA extracelular. As 

células foram utilizadas em experimentos imediatamente após essa lavagem, exceto 

quando citado no corpo do texto. Uma vez no citoplasma das células, os grupos 

diacetatos (DA) do H2DCF-DA são clivados por enzimas esterases, formando o 

composto H2DCF, que apresenta pouca fluorescência nas condições empregadas. O 

H2DCF não é permeável a membrana plasmática acumulando-se no interior celular. 

 

3.4 Fluorescência das amostras de células tratadas com H2DCF-DA 

 

Os experimentos de fluorescência foram conduzidos em leitora de placas 

Molecular Device SpectraMax i3x. As células RAW 264,7 tratadas com H2DCF-DA e 

centrifugadas para a remoção do excesso extracelular do indicador foram transferidas 

para placas de fluorescência de 96 poços a 3 x 106 células por poço (volume total de 

250 μL/poço). Os demais reagentes foram adicionados em pequenos volumes, 

tipicamente 2 – 5 μL, para evitar o aumento do volume de trabalho e a exposição das 

células a grandes quantidades de solventes orgânicos quando utilizados. Os 

parâmetros de aquisição utilizados foram os seguintes: os comprimentos de onda de 

excitação e emissão em 498 e 523 nm, respectivamente, e aberturas de fenda de 

excitação e emissão de 9 e 15 nm, respectivamente. Toda a aquisição de dados foi 

realizada em temperatura constante a 37°C (circulação de ar interna controlada pelo 

equipamento) e em sala climatizada. Os dados foram adquiridos a cada intervalo 

regular que variaram de 30s a 1 minuto e com tempo total de duração de cada 

experimento de cerca de 60-70 minutos. 
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3.5 Tratamento das células com calceína-AM (CA-AM) 

 

Suspensões de células RAW 264,7 em tampão de trabalho (45 x 106 células 

/ mL) foram tratadas com Calceína derivatizada com grupo aceto-metoxi (CA-AM) (0,1 

– 3 μM) em constante agitação a 37°C por 20 minutos. Após o tratamento, estas 

células foram lavadas para remoção da CA-AM extracelular com dois ciclos de 

centrifugação e resuspensão no tampão de trabalho, e por fim, mantidas em 

suspensão em banho de gelo até o experimento ser realizado. Uma vez no citoplasma 

das células, os grupos aceto-metoxi da CA-AM são clivados por enzimas esterases, 

formando o composto fluorescente calceína (CA). A Calceína não é permeável a 

membrana plasmática acumulando-se no interior celular. 

 

3.6 Determinação da concentração de H2DCF e da sua forma oxidada DCF em 

células RAW 264,7 

 

3.6.1 Quantificação de H2DCF após tratamento das células com H2DCF-DA 
 

Uma suspensão de células RAW 264,7 (60 x 106 células/mL) em tampão PBS/DTPA 
foram tratadas com H2DCF-DA (30 μM) como descrito no item 3.3. Após a lavagem 
as células foram lisadas em um sonicador do tipo ponteira com três ciclos de 20 
segundos com intervalos de 20 segundos entre ciclos, em seguida, foram 
centrifugadas a 20000g por 15 minutos para sedimentação da fração insolúvel do 
lisado celular. O sobrenadante (cerca de 3 mL) foi mantido em banho de gelo para 
posterior quantificação do H2DCF. Em seguida, uma alíquota de 200 μL do 
sobrenadante foi diluída no tampão de trabalho (volume final de 1mL) e o espectro de 
absorção visível desta solução foi medido em um espectrofotômetro (Shimadzo UV-
VIS 1800). Houve baixa absorção na região de 502 nm (Figura 5A, extrato celular), 
indicando baixa formação do composto DCF após tratamento e lise celular. A adição 
de HRP (hourse radish peroxidase) apenas, não eleva a absorção em 502nm 
(espectro +HRP). A completa oxidação do H2DCF foi realizada com a adição 
sucessiva de três alíquotas de H2O2 (2 μM), evidenciado pelo aumento da absorção 
em 502 nm (espectro +HRP + H2O2) característico do DCF logo na primeira adição de 
H2O2. As demais adições não resultaram em aumento da absorção, indicando 
oxidação quantitativa do H2DCF. 

Figura 5 – Quantificação de H2DCF intracelular. 
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A) Espectros de absorção antes e depois da oxidação do H2DCF. B) Adição de padrão interno 
DCF na amostra de H2DCF oxidado. Uma solução de padrão de DCF (0,27 μM) foi 
sucessivamente adicionada à solução de H2DCF oxidado. Fonte: Produção do próprio autor. 

 A concentração de DCF na solução resultante foi determinada por dois 

métodos: i) pela equação de Lambert-beer e a diferença das absorbâncias em 502 nm 

dos espectros final (espectro +HRP +H2O2) e inicial (espectro +HRP);  ii) utilizando 

uma curva de padrão interno de DCF (Figura 5B e inserção) e assumindo que todo o 

H2DCF foi oxidado a DCF. A concentração total de DCF e por conseguinte H2DCF em 

solução foi a mesma pelos dois métodos, cerca de 1,6 μM. A concentração intracelular 

de H2DCF foi determinada em cerca de 400 μM pela conversão a seguir: [H2DCF] 

(solução) x Ve (volume total no experimento) / Vc (volume celular total que 

correspondem aos 200 μL de amostra inicialmente utilizados). Para estes cálculos foi 

considerado um diâmetro para as células RAW 264,7 de 7 μm.  

 

3.6.2 Quantificação de DCF acumulado em células RAW 264,7 após exposição 
a fluxo de peroxinitrito utilizando paraquat e doador de NO• (PQ/NO•). 

 

Foi estimada a concentração de DCF formado em células RAW 264,7 tratadas 

com H2DCF-DA após exposição a peroxinitrito pela adição de Paraquat e doador de 

NO• durante 60 minutos em condições idênticas à da Figura 9. Os experimentos foram 

conduzidos em placas de 96 poços como descrito no experimento da Figura 9, 

utilizando como controle células RAW 264,7 sem tratamento com o indicador 

fluorescente H2DCF-DA expostas a crescentes concentrações do padrão de DCF. 

Decorrido os 60 minutos de exposição, foi traçada uma curva padrão com os valores 

de fluorescência do padrão de DCF, e a partir desta curva foi possível estimar a 
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concentração de DCF em solução nas amostras, tanto na presença quanto ausência 

do quelante SIH. Utilizando-se da mesma estratégia de conversão de concentração 

descrita no subitem acima, determinamos que a concentração de DCF acumulado no 

final de 60 minutos na ausência e presença do SIH é de 30 e 50 μM, respectivamente. 

 

3.7 Determinação da concentração de ferro lábil (LIP) em RAW 264,7. 

 

Uma suspensão de células RAW 264,7 tratadas com Calceína-AM (0,25, 0,50, 

1,0, 2,0 e 3,0 uM), como descrito no item 2.5, foi diluída no tampão de trabalho (15 x 

106 células/ 3 mL, 37°C), transferida para uma cubeta e colocada em um fluorimetro 

convencional (sob agitação com barra magnética e temperatura constante de 37°C do 

alojamento da cubeta, controlado por um banho termostatizado com refrigeração e 

circulação) e iniciada a aquisição dos dados de fluorescência. Após um breve tempo 

(3 minutos), o sinal de fluorescência de CA ficou constante.  Essa fluorescência inicial 

é proporcional a concentração de CA livre intracelular (Figura 6A). Em seguida, foi 

adicionado o SIH (100 μM), quelante que apresenta alta afinidade para ferro e 

permeabilidade a membrana plasmática. A adição do quelante resultou em aumento 

de fluorescência devido a liberação de CA que estava ligada ao LIP (CA-LIP) 

imediatamente antes da adição do quelante. A diferença do sinal de fluorescência (ΔF, 

final – inicial) é proporcional a concentração de CA-LIP. As concentrações de CA livre 

e CA-LIP foram determinadas usando uma curva analítica padrão (fluorescência x 

[calceína]) (Figura 6B, inserto) construída em uma suspensão de células controle (sem 

tratamento com CA-AM) na presença de SIH. 

 

 

 

 

 

 

Figura 6 – Determinação da concentração de LIP em RAW 264,7 
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A) Fluorescência de células RAW 264,7 tratadas com Calceína-AM (CA-AM) e expostas a 
SIH. Suspensão de células (15 x 106 células / 3mL) tratadas com CA-AM (0,25; 0,5; 1,0; 2,0 
e 3,0 μM) a 37°C por 20 minutos. Após estabilização da fluorescência foi adicionado o 
quelante SIH (100μM). Condições experimentais: Tampão PBS/DTPA, pH 7,4, 37°C, Lex = 
498 nm, Lem = 516nm, fendas de excitação e emissão de 3nm em um espectrofluorímetro 
convencional (Shimadzu RF-5301pc). B) Concentração intracelular de calceína ligada a LIP 
(CA-LIP) em função da concentração de calceína livre (CA ou CAlivre) calculados como descrito 
no item 3.6.1. A concentração de LIP foi assumida com sendo a concentração limite máximo 
de CA-LIP, o valor foi calculado ajustando os dados com uma equação hiperbólica usando o 
software Origin 2019 (v. Acadêmico), Origin Lab Corporation, Northampton, MA, USA. As 
concentrações de CA e CA-LIP foram determinadas a partir de uma curva padrão de CA 
(Figura 5B, inserto) em suspensões celulares não tratadas com CA-AM e na presença de SIH 
(100 μM). Fonte: próprio autor. 
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4. Resultados e discussão 
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4.1 Capítulo I: Ferro lábil – LIP reage diretamente, rapidamente e 

catalicaticamente com peroxinitrito. 

 

Em estudo publicado anteriormente pelo grupo de pesquisa, foi constatado 

que a manipulação da concentração de LIP no modelo celular RAW 264,7, utilizando 

quelantes metálicos permeáveis a membrana celular, e.g. Salicilaldeído isonicotinoil 

hidrazona, SIH ou 2,2’-bipiridina, Bipy, altera consideravelmente a disponibilidade de 

espécies reativas derivadas de peroxinitrito no meio intracelular.65 As observações 

foram possíveis utilizando indicadores fluorescentes intracelulares sensíveis a 

espécies reativas de oxigênio (ERO, do inglês ROS) e nitrogênio (reactive nitrogen 

species, RNS). Sucintamente, em células desafiadas com fluxos de peroxinitrito, a 

remoção do LIP por um quelante (SIH ou Bipy) leva a uma maior nitrosação/oxidação 

de indicadores fluorescentes. Deste trabalho, pôde-se concluir que LIP diminui a 

oxidação dependente de peroxinitrito em células. Essa observação sugere que LIP 

pode exercer papel anti oxidante contra peroxinitrito ou seus derivados, contrastando 

frontalmente com seu papel na reação com H2O2. Se por um lado essa observação 

mudou a concepção pró-oxidante tradicional de LIP, por outro levantou uma série de 

questões e dúvidas não resolvidas. LIP reage diretamente com peroxinitrito, 

produzindo espécies não oxidantes? LIP reage com radicais derivados de 

peroxinitrito? A reação de LIP com peroxinitrito ou seus derivados oxidantes é rápida? 

Será uma reação catalítica ou estequiométrica? Essas são questões importantes para 

definir se essa reação é relevante biologicamente.  

Para responder a primeira questão, foi pensado um modelo de radical oxidante 

representativo dos radicais derivados de peroxinitrito e que permitiria sua manipulação 

no meio intracelular. A escolha baseou-se nos prós e contras relativos à 

produção/entrega deste radical no meio (intra)celular, reatividade no ambiente celular, 

detecção com indicadores fluorescentes de oxidação e confiabilidade nos resultados 

obtidos. O radical escolhido foi o dióxido de nitrogênio (NO2⦁) devido, principalmente, 

à possibilidade de geração de fluxos deste radical nas nossas condições 

experimentais e ter reatividade menos indiscriminada do que os outros radicais 

derivados de peroxinitrito como ⦁OH e CO3⦁-. Dessa forma, seria possível investigar se 

LIP reage com NO2⦁ em experimentos paralelos na ausência e na presença de 

quelante usando H2DCF como indicador oxidável.  
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4.1.1 Modelo de geração de fluxos do radical NO2⦁ 
 

O modelo de geração de NO2⦁ adotado foi descrito inicialmente por Akaike at. 

al.68, adaptado às nossas condições experimentais e detalhado abaixo. O modelo 

baseia-se na oxidação de NO• a NO2
�  por compostos do tipo nitronil nitróxidos, gerando 

como sub-produdo imino nitróxidos, este último inerte ao modelo experimental 

(equação 5). 

PTIO� + NO� k=1 × 104M-1s-1�⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯�   PTI� + NO2
�                                                                        eq. 5 

O composto utilizado para essa finalidade foi o 2-fenil-4,4,5,5,-

tetrametilimidazolina-1-oxil-3-óxido (PTIO). A estequiometria da reação entre PTIO e 

NO� é de 1:1(equação 5). Para garantir oxidação quantitativa  de NO• a NO2
�  

inicialmente foi realizado um estudo de oxidação de H2DCF e nitrosilação de DAF2 

intracelulares com crescentes concentrações de PTIO. Essa abordagem é importante 

para otimizar a concentração de PTIO desejável para o estudo da reação entre LIP e 

NO2
� .  O uso de DAF2 foi particularmente importante para esse objetivo inicial.  Espey 

at. al.69 mostraram que a formação do composto fluorescente DAFT ocorre por um 

processo radicalar de duas etapas conhecido como nitrosilação oxidativa. Na primeira 

etapa há a oxidação do indicador ao radical DAF2⦁ por NO2
�  (equação 6) que, em 

seguida, recombina-se com NO• rapidamente produzindo água e o produto triazol 

fluorescente DAFT (equação 7). Consistentemente com esse mecanismo, baixas 

concentrações de PTIO aceleram a nitrosilação de DAF2 a DAFT devido aumento da 

produção de NO2
�  (equação 5) necessário para reação 6, mas deixando suficiente NO• 

para que a segunda etapa aconteça (equação 7).  Por outro lado, elevadas 

concentrações de PTIO diminui a formação de DAFT porque esgota o NO• necessário 

para a reação 7. Para nosso propósito, essa é a situação desejável, onde teríamos 

um fluxo de NO2
�  praticamente livre de NO•. 

DAF2   +   NO2
�     →    DAF2�  +   NO2

�                                                                          eq. 6 

DAF2�    +   NO�    →    DAFT   +    H2O                                                                       eq. 7 
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Os resultados celulares de nitrosilação do DAF2 foram consistentes com a 

intepretação descrita acima (Figura 7A). De fato, a taxa2 de nitrosilação de DAF2 

intracelular aumenta inicialmente e depois diminui até níveis de controle (ausência de 

NO•) acima de 200 µM de PTIO, mostrando que uma concentração de PTIO igual ou 

superior a 200 μM é suficiente para garantir fluxo contínuo de NO2⦁ livre de NO•,(Figura 

7A). Por outro lado, a taxa com que H2DCF é oxidado aumenta e alcança um patamar 

máximo (Figura 7B) praticamente na mesma faixa de concentração de PTIO 

necessária para trazer a nitrosilação de DAF2 para níveis de controle. Isso é esperado 

porque a oxidação de H2DCF por NO2⦁ é processo de uma única etapa que não 

envolve NO•. Assim, a taxa de oxidação de H2DCF aumenta com crescentes 

concentrações de PTIO até que o ponto onde praticamente todo NO• é oxidado para 

NO2⦁. A  concentração mínima de PTIO na qual a nitrosilação de DAF2 é mínima e a 

oxidação de H2DCF é máxima coincide para diferentes concentrações de doador de  

NO• (Sper/NO) utilizadas. Ainda, com base nos perfis das curvas obtidas com DAF2 e 

H2DCF podemos argumentar que fomos capazes de produzir diferentes fluxos de NO2⦁ 
apenas alterando a concentração inicial do doador de NO• mantendo constante a 

concentração de PTIO (Figuras 7A e 7B). 

Figura 7 – Estudo da nitrosilação de DAF2 e oxidação de H2DCF por NO2⦁ dependente 
de PTIO. 

 

A) Taxa de nitrosilação de DAF2 intracelular. B) Taxa de oxidação de H2DCF intracelular. 
Uma suspensão de células RAW 264,7 (1,2 x 107 células/mL) previamente tratadas com DAF2 
(A) ou H2DCF (B) foram transferidas para uma placa de 96 poços. Em seguida foram expostas 
a uma combinação de Sper/NO (5 ou 15 uM) e concentrações crescentes de PTIO (indicados 
na figura). As medidas de fluorescência foram iniciadas imediatamente após a adição de 

 
2 O termo taxa ou taxa de aumento de fluorescência de DAFT, DCF ou COH foi determinado pela 
análise da regressão linear das curvas de dados de fluorescência (inclinação da curva). 
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Sper/NO e realizadas a cada minuto por cerca de 60 minutos. Os valores de taxa foram 
determinados como sendo a inclinação da curva de fluorescência nos primeiros 10 minutos 
de análise. Condições experimentais: tampão de trabalho PBS/DTPA, pH 7,4, 37°C; H2DCF: 
λex = 498, λem = 516 nm; DAF2: λex = 495, λem = 520 nm. Os dados representam a média 
de 4 experimentos independentes ± DP. Fonte: próprio autor. 

 

4.1.2 Oxidação do H2DCF dependente de NO2⦁ no modelo hipotético de reação 

LIP/radical 

 

Para confirmar que a oxidação do indicador H2DCF em células RAW 264.7 era 

dependente de NO2⦁ descritas acima, foram realizados experimentos de oxidação de 

H2DCF  nas condições experimentais (doador de NO• + PTIO) na presença os 

redutores (scavengers) de NO2⦁ ascobato (ASC-) e hexacianoferrato (FCN). Ambos 

reagem com NO2⦁ com elevadas constantes de velocidade de 3 - 6 x 107 M-1s-1 e 3 x 

106  M-1s-1, respectivamente 70; 71.  Na presença desses dois redutores, a oxidação de 

H2DCF diminui consideravelmente para as duas condições de fluxos de NO2⦁ testadas 

(Figura 8A e 8B).  

Figura 8 – Perfis de oxidação do H2DCF intracelular por fluxos de dióxido de nitrogênio 
na presença de ASC- ou FCN. 
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Oxidação de H2DCF intracelular por dióxido de nitrogênio gerado pela combinação de PTIO 
(250 μM) e Sper/NO (A) 2,0 μM ou (B) 15,0 μM na presença ou não dos removedores de 
NO2⦁ Ascorbato (ASC-) ou Hexacianoferrato de potássio (II) (100 μM). (C) Taxa de 
oxidação do H2DCF intracelular mostrados em (A) e (B). Condições experimentais: 
tampão de trabalho PBS/DTPA, em pH 7,4, a 37°C com os seguintes parâmetros de 
aquisição de fluorescência; λex = 498, λem = 523 nm, abertura de fendas de excitação e 
emissão de 9 e 15 nm, respectivamente. Os dados representam a média de 3 experimentos 
individuais ± DP. Fonte: próprio autor.  

 

4.1.3 LIP possivelmente não interage com radicais. 

 

Para testar a hipótese de que LIP reage com radicais derivados de peroxinitrito, 

suspensões de células RAW 264,7 previamente tratadas com o indicador fluorescente 

H2DCF-DA na presença de PTIO foram expostas a fluxos de NO2⦁ (vide Materiais e 

métodos) na ausência e presença do quelante SIH. Foram utilizadas duas condições 

de fluxo de NO2⦁, variando concentração do doador de NO• (SperNO). Ficou nítido no 

experimento que na ausência de PTIO a oxidação do H2DCF é discreta, mostrando 

que a produção de NO2⦁ aumenta significativamente na presença de PTIO e doador 

de NO• (Figura 9, curvas designadas como SperNO). Isso sugere também que a 

produção de NO2⦁ via oxidação de NO• por O2 é pequena nas condições do estudo. 

Mais importante, os resultados mostram que SIH não afeta a velocidade de oxidação 

do indicador fluorescente H2DCF de forma significativa (Figura 9A e 9B).  A partir 

dessa informação é possível inferir que LIP não reage com NO2⦁. Nessa reação 

hipotética LIP reduziria NO2⦁ para NO2−, portanto, na presença do quelante a oxidação 

de H2DCF promovida por NO• e PTIO aumentaria. Pelo contrário, foi observada uma 

diminuição discreta da taxa de oxidação de H2DCF na presença SIH, provavelmente 

devido a um consumo de parte do NO2⦁ por  SIH.  

Dessa forma, o aumento da taxa de oxidação de H2DCF observada em células 

expostas a NO• na presença de quelantes provavelmente é devido a uma reação 

direta de LIP com peroxinitrito. Hipoteticamente, essa reação gera produtos que não 

oxidam H2DCF.  
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Figura 9 – Perfil de oxidação do H2DCF por fluxos de dióxido de nitrogênio em 
suspensão celular. 

 

Oxidação de H2DCF intracelular por NO2⦁gerado pela combinação de PTIO (250 μM) e 
Sper/NO (A) 2,0 μM ou (B) 15,0 μM e na presença de SIH (100 μM). Condições 
experimentais: tampão de trabalho PBS/DTPA, em pH 7,4, a 37°C com os seguintes 
parâmetros de aquisição de fluorescência; λex = 498, λem = 523 nm, abertura de fendas 
de excitação e emissão de 9 e 15 nm, respectivamente. Os dados representam a média de 3 
experimentos individuais ± DP. Fonte: próprio autor. 

 

4.1.4 Produção intracelular de peroxinitrito pela combinação de paraquat e 

doador de NO. 

 

Antes de estudar a hipótese de que LIP reage diretamente com peroxinitrito e 

as propriedades catalíticas ou estequiométrica dessa reação, primeiramente foi 

necessário confirmar e otimizar a produção de fluxos de peroxinitrito no sistema 

celular do estudo. A produção de peroxinitrito intracelular foi gerada a partir da 

concomitante produção de fluxos de NO• e ânion radical superóxido (O2
�
�) de acordo 

com o esquema 1 do artigo (Apêndice B) 72. Essa estratégia foi utilizada durante todo 

o estudo para a produção de peroxinitrito em RAW 264,7. Suspensões de células 

RAW 264,7 em tampão trabalho foram transferidas para placas de múltiplos poços (96 

poços). Em seguida, foram adicionados o doador de NO (sper/NO) e o ciclador redox 

paraquat (PQ), que produz O2
�
� cataliticamente sacrificando agentes redutores 

celulares, notadamente espécies reduzidas de Nicotinamida Adenosina Dinucleotídeo 

(NADH) 73.  

A formação de peroxinitrito foi acompanhada em tempo real com o uso de um 

indicador da classe dos boronatos, o ácido borônico de cumarina (CBA). O CBA reage 
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preferencialmente com peroxinitrito com constante de velocidade da ordem de 1,1 x 

106 M-1 s-1 produzindo o composto fluorescente 7-hidroxi cumarina (COH). Os 

resultados na Figura 9 mostram um acúmulo linear do produto COH, indicando uma 

produção de peroxinitrito pelo tratamento combinado das células com sper/NO e 

paraquat. A formação de COH foi linear durante uma hora, demonstrando que a 

produção de peroxinitrito foi constante e que o indicador CBA não foi esgotado no 

período observacional (Figura 10A). O comportamento foi semelhante para as três 

concentrações de sper/NO testadas, indicando também que não há esgotamento de 

O2

�
� oriundo de PQ. Como esperado, a taxa de formação de peroxinitrito aumenta com 

a concentração de sper/NO (Figuras 10A e 10B). 

Figura 10 – Formação de peroxinitrito intracelular detectada com CBA em RAW 264,7 

na presença de fluxos de NO• e O2

�
� . 

 

Uma suspensão de células RAW 264,7 foi transferida para uma placa de 96 poços (1,2 x 107 
células/ mL), em seguida, CBA (10 μM), paraquat (10 μM) e sper/NO (2, 5 ou 15 μM) foram 
adicionados na ordem apresentada e individualmente. (A) Fluorescência de COH (CBA 
oxidado) em função do tempo. A aquisição dos dados de fluorescência iniciou-se 
imediatamente após adição de sper/NO e foi realizada por 60 minutos. (B) Taxa de aumento 
da fluorescência do COH. A taxa foi determinada como sendo a regressão linear dos primeiros 
10 minutos das curvas de fluorescência em (A). Os dados representam a média de 4 
experimentos individuais ± DP e são estatisticamente significantes em um intervalo de 
confiança de 95% relativo a células controle (teste t-student, p<0,05) *. Condições 
experimentais: tampão de trabalho PBS/DTPA, em pH 7,4, a 37°C com os seguintes 
parâmetros de aquisição de fluorescência; λex = 332, λem = 456 nm, abertura de fendas 
de excitação e emissão de 9 e 15 nm, respectivamente. Fonte: próprio autor. 
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4.1.5 Efeito da adição do quelante SIH em células expostas a peroxinitrito é 

atemporal. 

 

Trabalhos anteriores do nosso grupo de pesquisa [Damasceno et al. e Lopes, 

(dissertação)] mostraram que a oxidação do indicador fluorescente H2DCF ao 

composto florescente DCF em condições em que há a formação intracelular de 

peroxinitrito (ONOO-/ONOOH) aumentava na presença de quelantes metálicos 65; 74; 

75. Também foi mostrado que a taxa intracelular em que o DCF é formado permanecia 

constante durante os ensaios experimentais, mesmo nas condições de maior 

formação de peroxinitrito. Essa observação sugere que a concentração de LIP não 

diminuiu consideravelmente no intervalo observacional (aproximadamente 60 

minutos). Essa observação sugere que LIP reage com peroxinitrito cataliticamente. 

Isso é importante pois LIP hipoteticamente poderia atuar como uma peroxinitrito 

redutase, inibindo a oxidação de alvos biológicos desse oxidante.  

A figura 11 abaixo é representativa do que foi observado anteriormente e das 

diversas vezes em que foi testada no presente trabalho. Como pode ser observado 

na figura,  SIH (curva superior na cor vermelha) aumenta consideravelmente a 

formação de DCF comparada a condição controle sem SIH (curva sem indicação na 

cor preta). O redutor de peroxinitrito Ebselen foi utilizado para confirmar que a 

oxidação de H2DCF pela combinação de sper/NO e PQ é dependente de peroxinitrito 

tanto na ausência quanto na presença de SIH. Ebselen reage rapidamente com 

peroxinitrito produzindo íons nitrito e óxido de ebselen; nenhum é oxidante. Como 

pode ser observado Ebselen inibe a oxidação de H2DCF pela combinação sper/NO e 

PQ nas duas condições, com e sem SIH, curva de cor violeta e azul, respectivamente. 

Os níveis de oxidação do H2DCF na presença de Ebselen remete aos níveis da 

situação controle onde um dos precursores adicionados para a formação de 

peroxinitrito está ausente (Figura 11B). 
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Figura 11 – Bloqueio do LIP por quelantes em células RAW 264,7 aumenta a oxidação 
de H2DCF dependente de peroxinitrito. 

 

(A) Curvas de fluorescência da formação de DCF dependente de peroxinitrito pela 
combinação de paraquat e doador de NO• em células RAW 264,7 na presença ou ausência 
de Ebselen. Células RAW 264,7 tratadas com H2DCF-DA foram transferidas para uma placa 
de 96 poços, em seguida, paraquat (10 μM), SIH (100 μM) e Ebselen (50 μM) foram 
adicionados nesta ordem em poços selecionados. O doador de NO• (sper/NO 15 μM) foi 
adicionado imediatamente antes do início da aquisição da fluorescência. (B) A taxa de 
aumento da curva de fluorescência do DCF. Os dados representam a média de 4 
experimentos individuais ± DP e são estatisticamente significantes em um intervalo de 
confiança de 95% relativo a células controle (teste t-student, p<0,05) *. Condições 
experimentais: tampão de trabalho PBS/DTPA, em pH 7,4, a 37°C com os seguintes 
parâmetros de aquisição de fluorescência; λex = 332, λem = 456 nm, abertura de fendas 
de excitação e emissão de 9 e 15 nm, respectivamente. Fonte: próprio autor. 

 

4.1.6 Propriedade catalítica da reação entre peroxinitrito e ferro lábil. 
 

Como mencionado acima, durante os estudos anteriores desenvolvidos no 

grupo de pesquisa e no atual estudo, não foram observados qualquer mudança da 

taxa de oxidação do H2DCF durante o intervalo de tempo observacional de uma hora. 

Essa observação permitiu considerarmos a possibilidade de que a reação hipotética 

entre LIP e peroxinitrito seja catalítica. 

Com a finalidade de confirmar essa expectativa, os experimentos descritos 

acima foram realizados novamente e os resultados permitiram extrair um importante 

parâmetro para a determinação da constante cinética da reação. O experimento foi 

conduzido da mesma forma que os anteriores, expondo as células RAW 264,7 a um 

fluxo de peroxinitrito por aproximadamente 60 minutos. No entanto, o quelante SIH foi 

introduzido em diferentes tempos do ensaio experimental. A Figura 12A mostra a 

fluorescência, indicativo da formação do composto DCF pelos derivados radicalares 
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da decomposição do peroxinitrito. As setas indicam o momento em que foi adicionado 

o quelante SIH, sendo início (tempo 0), 15, 35 e 50 minutos após início da exposição 

de células a sper/NO e PQ. Tomando os últimos 5 minutos do tempo de exposição 

para cada condição, foi determinado a taxa com que a fluorescência do DCF aumenta 

(ou Taxa de aumento da fluorescência), Figura 12B, para cada adição de SIH. Os 

resultados mostram que os valores de taxa permanecem praticamente inalterados a 

despeito do momento em que o SIH foi adicionado. Isso sugere que a concentração 

de LIP que reage com peroxinitrito não diminui nesse intervalo de tempo.   

Figura 12 – Perfil de formação do DCF em função do tempo de adição do SIH. 

 

(A) Curvas de fluorescência da formação de DCF em RAW 264,7. O experimento foi realizado 
como descrito anteriormente (figura 3.1.5) usando o doador de NO• o 2,2’-(hidroxi-nitroso-
hidrazona)bis-etanimina (Deta/NO). As adições de SIH foram no início e/ou em tempos 
específicos após o início da aquisição da fluorescência como anotados na figura por setas. 
(B) Taxa de aumento da fluorescência após a adição de SIH. A taxa foi determinada pela 
regressão linear nos últimos 5 minutos de cada curva. Os dados representam a média de 4 
experimentos individuais ± DP e são estatisticamente significantes em um intervalo de 
confiança de 95% relativo a células controle (teste t-student, p<0,05) *. Condições 
experimentais: tampão de trabalho PBS/DTPA, em pH 7,4, a 37°C com os seguintes 
parâmetros de aquisição de fluorescência; λex = 332, λem = 456 nm, abertura de fendas 
de excitação e emissão de 9 e 15 nm, respectivamente. Fonte: próprio autor. 

 

4.1.7 Constante de velocidade da reação entre peroxinitrito e ferro lábil 
 

A partir dos resultados obtidos neste trabalho e todo o conhecimento e 

hipóteses testadas anteriormente pelo grupo de pesquisa, acreditamos na 

possibilidade de uma reação entre peroxinitrito e LIP, e que poderíamos determinar a 

constante de velocidade dessa reação. Isso foi abordado, utilizando um modelo de 

reações simplificado para a taxa de formação do DCF (taxa de oxidação do H2DCF) 
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dependente de peroxinitrito (equações 8-15). Essa grandeza foi avaliada pela 

regressão linear da fluorescência de DCF em função do tempo na presença de doador 

de NO  e PQ.  

No modelo apresentado, apesar de simples, consideramos as principais 

espécies químicas e biológicas relevantes para o estudo. De acordo com o nosso 

modelo, o O2

�
� é consumido por superóxido dismutases (SOD), simplificadamente 

representada pela reação do tipo superóxido-oxidase (equação 8), e também pela 

reação com NO•, formando peroxinitrito (equação 9). Devido a elevada reatividade de 

peroxinitrito e seus derivados radicalares, eles interagem com diversos alvos 

celulares, e de acordo com o nosso modelo, todas as reações diretas com peroxinitrito, 

excludentes a com CO2 (equação 10, k	
 = 3 x 104 M-1s-1) e com LIP (equação 12) e 

todas as reações com os radicais derivados de peroxinitrito diferentes da reação com 

o H2DCF (equação 14), são representadas genericamente pelas equações 11 e 13, 

respectivamente. Na equação 11 abaixo, TP representa o conjunto das proteínas 

tiol(ferro)peroxidases, onde a sua forma oxidada é representado por oxTP; a sua 

constante (k11) é ponderada pela concentração da proteína e sua reatividade com 

peroxinitrito, que varia dependendo do tipo celular, e neste estudo assumimos valores 

entre 1 × 105 e 1 × 107 M-1s-1. O termo CC (equação 13) representa todas os 

constituintes celulares, como por exemplo GSH, que reagem com os radicais 

derivados de peroxinitrito representados por R• e que são reduzidos a seus 

respectivos ânions R− (equação 13). A oxidação do indicador H2DCF por radicais 

derivados do peroxinitrito acontece em duas etapas monoeletrônicas, na primeira, um 

radical R• abstrai um elétron do H2DCF produzindo o radical DCFH• (equação 14), que 

em seguida é oxidado por um elétron pelo O2 dissolvido, produzindo O2

�
� e DCF 

(equação 15). 

O2

�
� + SOD          ��             �⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯� �                                                                                                                 eq. 8 

NO� + O2

�
�

         k9            �⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯�  ONOO�                                                                                                     eq. 9 

ONOO� +  CO2
   k 10  �⎯⎯⎯�  0.35 (NO2

�  + CO3

�
�) + 0.65 (NO3

�+ CO2)                                      eq. 10 

ONOO� +   TP  
          k��        �⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯�   OxTP +  NO2

�                                                                          eq. 11 
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ONOO�+  LIP   
          k12         �⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯�  LIP-Fe=O4+  +  NO2

�                                                           eq. 12 

R�   +  CC  
         k13              �⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯�   R�   +  CC�                                                                                       eq. 13 

R�   +   H2DCF  
         k14           �⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯�   R�    +  DCFH�                                                                         eq. 14 

DCFH�  +  O2      
         k15       �⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯�   O2

�
�  +   DCF                                                                            eq. 15 

 

O nosso modelo foi construído assumindo que as concentrações de 

peroxinitrito e de todas as espécies reativas intermediárias estão na condição de 

estado estacionário. Assim, pode-se demonstrar que a velocidade de formação de 

DCF intracelular na ausência de quelante (por exemplo, SIH ou bipy) é dada pela 

equação 16 abaixo.3 

 
d [DCF]

dt
 = 

2 3⁄  k9 k10 k14[NO�][O2

�
�]�CO2� �H2DCF�

(k10 [CO2] + k11 [TP] + k12 [LIP]) (k13 �CC�+ k15�H2DCF�)                                        eq. 16 

Analisando a equação 16 observamos que a taxa de formação do DCF 

depende diretamente das concentrações de NO• e O2

�
� , o que é observado 

experimentalmente, e inversamente proporcional a TP e CC. Por outro lado, as a taxa 

de formação de DCF apresenta uma relação mais complexa com as concentrações 

de CO2 e H2DCF. Na presença do quelante (e.g. SIH), o termo k12[LIP] é abolido da 

equação 16 (assumindo que o quelante complexa LIP e inibe a reação ilustrada pela 

equação 12), e a velocidade de formação de DCF simplifica para a equação 17 abaixo.  

d [DCF]
dt

 = 

2 3⁄  k9 k10 k14[NO�][O2

�
�]�CO2� �H2DCF�

(k10 [CO2] + k11 [TP]) (k13 �CC�+ k15 �H2DCF�)                                                       eq. 17 

A razão das taxas de formação de DCF intracelular na presença e na ausência 

de SIH e é obtida pela divisão da equação 17 pela equação 16, fornece o parâmetro 

adimensional (q), que é necessariamente maior que 1. Rearranjada, essa divisão 

fornece a equação 18. Conhecendo os demais parâmetros (q, k10, [CO2], k11, [TP] e 

 
3 A dedução completa da equação pode ser consultada no Apêndice A. 



50 

 

[LIP]) essa expressão pode ser usada para estimativas da constante de velocidade da 

reação hipotética entre peroxinitrito e ferro lábil (LIP).  

k12 = (q - 1) 
 k10 �CO2� + k11 [TP]

[LIP]
                                                                          eq. 18 

A partir dos dados da Figura 12A foi determinado um valor médio para q de 1,7 (Figura 

13). Os demais parâmetros da equação 18 foram assim considerados. Por se tratarem 

de famílias de proteínas e apresentarem uma distribuição não uniforme pelos 

compartimentos celulares, a concentração de TP foi estimada pela família de 

proteínas mais abundante nesse grupo, as tiol peroxidases. De acordo com Wang 

et.al.76 cálculos realizados em várias linhagens celulares de mamíferos, incluindo a de 

Mus musculus RAW 264,7, podemos assumir um valor próximo de 10 µM para TP 

com limites inferior e superior para k11 (106  ̶  107 M-1s-1). A concentração de ferro lábil 

na linhagem RAW 264,7 foi determinada, no subitem 3.7 Figura 6, sendo este valor 

2,0 ± 0,2 µM. A concentração de CO2 não foi medida nas nossas condições 

experimentais. Mas, suspensões celulares em condições similares, utilizando solução 

tampão livre de bicarbonato e aberta para a atmosfera e em escala de tempo 

experimental próxima, sugerem uma concentração de CO2 na ordem de uma centena 

de micromolar 77. Assumindo todos estes valores, estimamos que a constante de 

velocidade para a reação hipotética entre peroxinitrito e ferro lábil esteja entre 4 a 40 

x 106 M-1s-1 na linhagem de células RAW 264,7. Dado a natureza simplificada e as 

incertezas inerentes do modelo reacional e experimental, a quantificação de CO2 e TP 

no modelo celular do estudo não aumentaria a confiabilidade das estimativas. 

Finalmente, essa estimativa assume que a formação de NO•, O2

�
� e peroxinitrito, e as 

concentrações de TP, CO2, SOD e CC sejam as mesmas na ausência e na presença 

do quelante SIH. Todos os parâmetros e simplificações adotadas no nosso modelo 

são justificáveis, mas reconhecemos que há limitações e incertezas no nosso modelo. 

Nós assumimos que os processos que podem levar a oxidação do indicador H2DCF, 

que não seja pelo nosso modelo (radicais derivados de peroxinitrito), contribuem 

igualmente na ausência ou presença do quelante (e.g SIH). Tais processos oxidativos 

que poderiam ocorrer são, principalmente, decorrentes da reação de H2O2 com 

metaloperoxidases e proteínas que contem ferro. Não houve oxidação significativa de 

DCF na ausência de NO• mesmo na presença de PQ, condição na qual a 
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concentração de H2O2 seria maior, sugerindo que oxidação de H2DCF dependente de 

H2O2 é irrelevante nas condições do estudo. Além disso,   ebselen traz a oxidação de 

H2DCF por sper/NO e PQ para níveis do controle, tanto na presença quanto na 

ausência do quelante SIH, indicando que a formação de DCF é, quase em sua 

totalidade, dependente de peroxinitrito. Da mesma forma, os processos de consumo 

de O2

�
� (SODs) e óxido nítrico NO• (autoxidação e consumo celular) são considerados 

constantes e iguais na ausência e presença do quelante. 

Figura 13 – Quociente (q) calculado a partir dos valores de taxa de aumento de 
fluorescência na presença e ausência de SIH nos seus diferentes tempos de adição. 

 

O quociente (q) foi calculado dividindo-se as taxas de aumento de fluorescência da figura 11 
na presença do quelante SIH pela taxa na ausência de SIH. Fonte: próprio autor. 

 

4.1.8 Discussão – Capítulo I  
 

A constituição do LIP ferroso (LIP-Fe2+) ainda é uma incerteza, mas é 

formalmente aceito como complexos de ferro de baixo peso molecular. A partir de 

dados de concentração e constantes termodinâmicas disponíveis, de todos os 

menores ligantes celulares moleculares biodisponíveis, somente GSH tem potencial 

para ser um ligante para LIP-Fe2+ em células 21; 78 . A reação de íons Fe(II) ou Fe(III) 

na faixa de pH de 3 a 7 produz apenas o complexo Fe(II)-GS (no caso de Fe(III), já 

que o excesso de GSH reduz o ferro do estado férrico para ferroso). Evidencias 
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empíricas amparam a formação de complexos Fe(II)-GS no citosol celular 21; 78. Por 

vezes nos tenhamos lançado a hipótese de que LIP esteja ligado/associado a 

proteínas, essas funcionando como verdadeiros quelantes metálicos e formando 

espécies muito mais estáveis termodinamicamente, com constante de afinidade 

provavelmente maior que com o clássico ligante GSH 37. Isso seria possível uma vez 

que proteínas podem oferecer não apenas um, mais vários ligantes em sua estrutura. 

Contribui para esta hipótese o fato de algumas proteínas que apresentam centros de 

ferro mononuclear, que não são do grupo heme, como na família das prolil hidroxilases 

(PHDs), serem quelatáveis 79. No mesmo caminho, estudos com proteínas 

inicialmente caracterizadas como uma proteína de ligação de RNA, com função na 

atividade regulatória pos transcricional, apontam que suas isoformas em células 

humanas, conhecidas como proteínas de ligação a região poli(C) de RNAs 1 e 2 

(Polyr(C)-binding protein 1 e 2, PCBP1 e PCBP2), estão ligadas ao LIP, assim como, 

muito provavelmente os demais membros desta família de proteinas 25; 26. Ambas 

proteínas PCBP1 e PCBP2 são apontadas, como responsáveis por ligarem-se e 

transferirem ferro para ferritina, proteína conhecida por armazenar ferro em células 80, 

pela entrega de ferro a não-heme mono e dinucleares apoproteinas citosólica como a 

supracitada prolil hidroxilase e a deoxihipusina hidroxilase (DOHH) 10; 81, bem como, 

associar-se a proteína BolA2 (proteína citosólica que atua como fator de inserção de 

cluster Fe-S) conjuntamente com glutaredoxina 3 (GLRX3), onde a tríade formada 

apresenta função de chaperona de ferro do tipo [2Fe-2S] 26.  

As proteínas PCBP1 e PCBP2 tem sido extensivamente proposta como a 

principal chaperona de ferro citosólica responsável pelo transporte seguro de ferro 

intracelular. Estruturalmente, essas proteinas apresentam 3 domínios bem parecidos, 

chamados de domínios KH, sendo que apenas um apresenta sítio de ligação com 

ferro, o domínio KH3 82. Estudo mutagênico com o dominio KH3, revelam que os 

resíduos de glutamato e cisteína conservados em sua estrutura são necessários para 

a coordenação de ferro na PCBP1 26, e o mais importante, que o domínio 

recombinante purificado liga Fe(II) com constante de dissociação de 0,8 e 4,2 μM na 

presença e ausência de GSH 5 mM, respectivamente 26. Essa evidência sugere que 

GSH completa a esfera de coordenação do ferro nas PCBPs, reforçando seu papel e 

importância na ligação do LIP em células. 
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Nesta primeira parte do estudo focamos nas propriedades fundamentais da 

reação entre LIP e peroxinitrito em células RAW 264,7. Os resultados indicam uma 

reação direta entre peroxinitrito e LIP, e não de LIP com radicais derivados de 

peroxinitrito. A estimativa para constante de velocidade para a reação hipotética entre 

LIP e peroxintirito sugere uma reação rápida e com características catalíticas. A partir 

dos resultados apresentados neste estudo, informações de estudos anteriores 

realizados pelo grupo de pesquisa, assim como as recentes evidencias apresentadas 

na literatura, presumimos de forma hipotética que o LIP-Fe2+ reduz o peroxinitrito a 

nitrito (NO2¯ ), espécie pouco reativa ou inerte, enquanto que o LIP seria oxidado a 

LIP-Fe=O4+ (equação 19).  Presumidamente, a reação levaria à diminuição da 

oxidação direta e indireta de alvos celulares por peroxinitrito e seus derivados radicais. 

A forma LIP-Fe=O4+ é certamente um oxidante, mas talvez menos reativo e que 

possivelmente seria neutralizado mais facilmente que peroxinitrito e seus derivados 

radicalares. A redução da espécie de LIP oxidado (LIP-Fe=O+4) novamente ao estado 

ferroso LIP-Fe2+ faria sentido para um processo catalítico de redução de peroxinitrito 

por LIP, e isso parece acontecer.  

LIP-Fe2+  +  ONOO�   
    4 - 40  x 106M-1s-1     �⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯�    LIP-Fe=O4+  +  NO2

-                   eq. 19          
Os mecanismos responsáveis por esse processo de redução, o agente 

redutor e a cinética dessas reações permanecem obscuras, mas considerando a 

possível natureza PCBP1-GSH do LIP, a glutationa (GSH) seria um candidato 

plausível para a redução da espécie LIP-Fe=O4+. Contribui para esta hipótese o fato 

de estudos anteriores mostrarem que a inibição da biossíntese de GSH aumenta a 

oxidação de H2DCF em células RAW 264,7 expostas a peroxinitrito 83. Contudo, esse 

efeito poderia ser explicado pelo consumo de radicais derivados de peroxinitrito por 

GSH. Considerando que o LIP seja a espécie PCBP1-Fe2+, a diminuição nos níveis 

de GSH poderia alterar o equilíbrio de ligação, e por ocasião a reatividade de LIP. 

Ainda considerando a possível natureza PCBP1 do LIP, um segundo candidato a 

agente redutor da espécie LIP-Fe=O4+ seria os próprios resíduos de aminoácidos 

presentes na proteína. A possibilidade de reação monoeletrônica entre LIP-Fe2+ e 

peroxinitrito formando LIP férrico e NO2
�  não é descartada por completo (equação 20). 

Segundo esse mecanismo LIP poderia consumir o ânion peroxinitrito ao mesmo tempo 
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que direciona seu poder oxidante a um radical que poderia em tese ser mais 

eficientemente eliminado por redutores celulares como GSH. 

LIP-Fe2+  +  ONOO�   
                  �⎯⎯⎯⎯⎯⎯�    LIP-Fe=O3+  +  NO2

•                                             eq. 20    
As características catalíticas associada a elevada constante cinética estimada 

para a reação entre LIP e peroxinitrito, da ordem de 4-40 x 106 M-1s-1 em células RAW 

264,7, sugerem que LIP possa ser um relevante sistema com atividade peroxinitrito 

redutase. Como comparação, o valor determinado está na mesma ordem de 

magnitude de constantes de velocidade para reações similares de oxidação por 2 

elétrons de centros ferrosos por peroxinitrito de mieloperoxidase84 e 

deoximioglobina85. Inclusive, nossa proposta (equação 19) foi inspirada por essas 

reações entre ferro-heme proteínas e peroxinitrito. Vale ressaltar que a relevância da 

atividade detoxificadora de peroxinitrito por LIP em células é dependente da 

concentração de outros sistemas com atividade peroxinitrito redutase, como 

peroxirredoxinas e glutationa peroxidases. Racionalmente, quanto maior for a 

concentração e/ou atividade desse sistema, menor será a relevância do LIP. Isso 

muito provavelmente irá refletir em diferenças na atividade peroxinitrito redutase de 

LIP dependendo do tipo celular e do estado redox celular.  

Os achados e discussões apresentado pelo grupo de pesquisa nos últimos 

anos de que o LIP é um atenuante de oxidações dependente de peroxinitrito contradiz 

o que é documentando e pressuposto pelas propriedades pro-oxidativas de LIP em 

células 65. Essa aparente contradição vem sendo discutida e pontuado em nossas 

observações como uma propriedade específica das reações entre LIP e peróxido de 

hidrogênio ou peroxinitrito. Portanto, a toxicidade redox de LIP é discutida em termos 

da sua reação com peróxido de hidrogênio, onde a cascata de processos oxidativos 

decorrentes dessa reação sequer é compartilhada por outros (hidro)peróxidos 

conhecidos. Vale ressaltar ainda que LIP pode apresentar propriedades químicas e 

reatividades distintas (cinéticas e termodinâmicas) com peróxido de hidrogênio e 

peroxinitrito do ferro tóxico geralmente associado a patologias como hemocromatose, 

Thalassemia Maior, traumas ou desordens cerebrais. Todas essas doenças ou 

condições apresentam acúmulo de ferro quelatável oriundo de descontrole do 

metabolismo de ferro. Entretanto, não há uma relação direta entre LIP observado em 

condições normais e controladas desse ferro acumulado. Interessante, em um 
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trabalho com células K562, onde os níveis de LIP foram propositadamente 

aumentados, a oxidação de proteínas dependente de H2O2 e LIP se mostrou 

aumentada somente quando LIP atingiu pelo menos 2,6 vezes seu nível basal, 

sugerindo que, quando associado a seu ligante celular natural, LIP não é um oxidante. 

Contudo, seu ligante celular aparentemente apresenta uma capacidade tamponante 

limitada para ferro 86, pelo menos na escala de tempo do estudo.    

Toledo at.al.37 e outros36 mostraram anteriormente que LIP reage rapidamente 

com NO• formando DNIC, sugerindo que NO• e peroxinitrito competem por LIP. Não é 

surpresa que essas duas espécies competem por LIP, uma vez que a natureza desta 

reação que é compartilhada por outros compostos de ferro e ferro-proteínas. Por outro 

lado, devido essa competição a relevância da reação entre LIP e peroxinitrito pode ser 

questionada. Foi discutido que a reação de LIP com NO• ou peroxinitrito depende 

necessariamente da disponibilidade de O2

�
� . Assim, a  formação de DNIC a partir da 

reação entre LIP e NO• é favorecida em condições normais, e a reação de LIP com 

peroxinitrito torna-se relevante com o aumento nos níveis de O2

�
�, onde este 

gradativamente compete melhor por NO• com LIP, formando peroxinitrito.  Essa 

condições podem ser relevantes em algumas células fagocíticas e durante processos 

inflamatórios. Embora a formação de DNIC pela reação entre LIP e NO• seja rápida, 

este é um processo complexo que envolve várias etapas, sendo, duas etapas de 

ligação reversível com NO• e uma redução de Fe(II) para Fe(I)32; 87, que podem ser 

fatores limitantes na formação de DNICs. Ainda, a formação de DNICs previne a 

oxidação de H2DCF dependente da reação entre LIP e H2O2 em células RAW 264,7 
36. Portanto, LIP demonstra ter atividade antioxidante complementar tanto em 

condições normais (NO•) quanto de estresse oxidativo (peroxinitrito), embora esses 

processos ocorram por mecanismos químicos distintos.  
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4.2 Capítulo II: Propriedades termodinâmicas do ferro lábil em RAW 264,7. 

 

Como a identidade celular de LIP ainda é desconhecida, os estudos de LIP 

são indissociáveis do ambiente celular. Não foi ou não é possível obter com segurança 

LIP através de processos de separação ou purificação a partir de extratos celulares, 

principalmente considerando sua característica lábil e ausência de parâmetro analítico 

para sua identificação em frações. Mesmo que LIP pudesse ser identificado por 

alguma de suas reações (como com NO•), procedimentos típicos de purificação pode 

simplesmente remover LIP de seu ligante celular e assim direcionar sua identificação 

incorretamente. Tomar a hipótese mais simplista de que LIP seja simplesmente Fe(II) 

aquoso ignora a presença de múltiplos possíveis ligantes de íons de metais de 

transição no ambiente citosólico e sobretudo confronta propriedades de Fe(II) como 

elevada densidade de carga e energia de estabilização do campo cristalino bem como 

conceitos básicos de Química de Coordenação. Diferentemente de íons de metais 

alcalinos, Fe(II) forma complexos termodinamicamente estáveis em meio aquoso. 

Existem hipóteses de que LIP seja complexos de Fe(II) com constituintes celulares 

como GSH ou com proteínas, mas todas essas possibilidades são questionáveis e 

especulativas com o conjunto de informações reunidas sobre LIP até o momento.  

Pensando nisso, desenvolvemos uma abordagem experimental utilizando a 

metodologia já existente de CA de quantificação de LIP citosólico para acessar 

informações de LIP ainda indisponíveis em células. A abordagem é baseada em dois 

modelos para a natureza celular de LIP e suas interações com CA. Esses modelos 

são algebricamente solucionáveis. As soluções levaram a equações de CALIP em 

função de CA que são testáveis experimentalmente. A abordagem experimental é 

simples e consiste basicamente na quantificação das concentrações intracelulares de 

CALIP e CA em condições de equilíbrio e ajuste dos dados às equações dos modelos. 

Como resultado a abordagem fornece a constante termodinâmica de afinidade entre 

LIP e seu ligante celular (designado coletivamente como C), qualquer que seja sua 

natureza, e as concentrações de LIP total e C total. Essas informações não identificam 

LIP citosólico, mas são valiosas nesse sentido e permitem confrontar as hipóteses 

existentes.  
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CA é restrito ao espaço citosólico. Inicialmente, o estudo focou em LIP 

citosólico porque esse é provavelmente o mais relevante. O LIP citosólico é o único 

que é reconhecidamente mantido e regulado pelos processos homeostáticos 

canônicos de ferro. Outras fontes de LIP, como os encontrados em lisossomos e 

endossomos, podem ser classificados de ferro mobilizado e em trânsito do ou para o 

espaço citosólico. Existe alguma evidência de LIP mitocondrial, mas nenhuma 

indicação de sistema regulatório de LIP nessa organela, sugerindo que o LIP 

mitocondrial represente ferro em demanda e em trânsito do espaço citosólico.   

O indicador fluorescente CA apresenta vantagens de ser facilmente 

quantificado, apresenta alta seletividade para ferro, ótima relação linear entre 

concentração e fluorescência nas condições experimentais empregadas no estudo, 

além de apresentar alta sensibilidade. Também é pouco invasivo e permite 

quantificações rápidas. Isso é importante porque manipulações mais energéticas e 

mais longas com quelantes interfere no sistema homeostático celular de Ferro, que 

pode mobilizar ferro de ferritina e do espaço extracelular e gerando 

consequentemente resultados enganosamente elevados para a concentração de LIP, 

o que racionalmente também afeta medidas de suas propriedades termodinâmicas.  

Esse estudo foi realizado de forma exploratória em células RAW 264.7 pela 

quantidade elevada de LIP, relevância de macrófagos na regulação sistêmica de ferro 

e pelo conhecimento acumulado sobre LIP nesse modelo celular. Entretanto, a 

concepção já foi testada em outros modelos celulares incluindo clones de hepatócitos 

e os resultados parecem convergentes. 

 

4.2.1 Determinação da constante de formação KCA do complexo de calceína e 

ferro(II). 

 

Inicialmente, foi determinada a constante de formação do complexo CALIP a 

partir de Fe(II) e CA em solução aquosa. Calceína (CA) é um derivado de fluoresceína 

altamente fluorescente que apresenta estruturas quelantes substituintes que ligam 

Fe(II) em estequiometria 1:1 formando complexos de CA e Fe(II) com constante de 

equilíbrio conhecida KCA (Equação 21). Por conveniência, nos referimos ao Fe(II) e ao 

complexo de CA e Fe(II) como LIP e CALIP, respectivamente, no texto e equação 21. 
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O complexo CALIP não é fluorescente. Contudo, quelantes metálicos de alta afinidade 

podem deslocar CA do complexo CALIP, liberando CA e aumentando a fluorescência, 

que é proporcional a concentração de CALIP imediatamente antes da adição do 

quelante. Esta propriedade permitiu que utilizássemos CA como um método baseado 

no aumento de fluorescência (turn on) para a quantificação de LIP em solução e em 

células por meio da expressão de equilíbrio da equação 22. 

CA +  LIP   
                                  
�⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯ 
            KCA               �⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯�  CALIP                                                                              eq. 21 

KCA= 
[CALIP]

�CA�[LIP]
                                                                                                     eq. 22 

As equações de balanço de massas para LIP e CA são descritas pelas 

equações 23 e 24, respectivamente, onde LIPT e CAT representam a concentração 

total de LIP e CA. 

[LIPT] = �LIP� + [CALIP]                                                                                         eq. 23 

[CAT] = �CA� + [CALIP]                                                                                           eq. 24 

Resolvendo as duas equações acima para LIP e CA, e substituindo o 

resultado na equação 22, obtemos uma equação quadrática para a concentração de 

CALIP (Equação 25). A única solução de Bhaskara aceitável do ponto de vista físico 

e químico dá origem a equação 26. A equação 26 foi utilizada para determinar o valor 

de KCA em solução e também testar a hipótese de que o LIP celular seria simplesmente 

um complexo hexaaquo de Fe(II) (íon complexo [Fe(H2O)6]2+). Para este proposito foi 

determinado as concentrações de LIP e CA nas condições de equilíbrio em solução 

(cell free) e em experimentos com células. 

[CALIP]2 � (KCA
-1  + CAT + LIPT) [CALIP] + [CAT][LIPT] = 0                                     eq. 25 

�CALIP�= !KCA
�1 +CAT+LIPT" �#!�KCA

�1
�CAT�LIPT"2

�(4
2

CATLIPT)/2                      eq. 26 

Experimentalmente, em uma cubeta com septo foi adicionado o tampão (PBS/ 

sem DTPA) para um volume total de 3 mL e o mesmo desaerado com fluxo de argônio 

5.0 por 15 minutos. Após, uma alíquota de uma solução de Fe(II) previamente 

preparada em um frasco vial selado em HCl (0,01M) e desaerado por 5 minutos com 
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argônio 5.0 foi adicionada a cubeta utilizando uma seringa Hamilton, a concentração 

final de Fe(II) adicionado a cubeta foi de 1 μM. Em seguida, foram realizadas 

sucessivas adições de CA (0,05 – 3 μM) e a fluorescência da calceína livre medida 

após estabilização da linha base. Utilizando uma curva padrão de CA foram 

determinadas as concentrações de CA livre e calculada a concentração de CALIP com 

a equação 24. Esses dados foram plotados em uma curva da concentração CALIP em 

função da concentração de CA total adicionado (CAT) (Figura 13). Os dados da figura 

14 foram ajustados com a equação 26 usando o software Origin 2019. O ajuste 

retornou o valor de KCA (4,4 ± 0,2 μM-1), para LIP (1,0 μM), pH 7,4 e 37°C. A constante 

de dissociação Kd (0,23 ± 0,02 μM) foi determinada como o reciproco da constante 

KCA. O valor de Kd calculado nas nossas condições experimentais difere pouco do 

valor encontrado na literatura(ref). 

Figura 14 – Determinação da constante de dissociação de calceína em solução de 
Ferro (II). 

 

Valores de calceína ligada ferro(II) (CALIP) plotados em função da concentração de calceína 
total (CAT) de uma solução de Fe(II) (1μM / 3mL) em tampão PBS (sem DTPA) tratadas com 
sucessivas adições de calceína (0,05; a 3,0 μM). Todo o experimento foi realizado na ausência 
de oxigênio (desaeração com argônio 5.0), inclusive as soluções estoque de ferro(II) e 
calceína utilizadas. Condições experimentais: Tampão PBS/semDTPA, pH 7,4, 37°C, Lex = 
495 nm, Lem = 516nm, fendas de excitação e emissão de 3nm em um espectrofluorímetro 
convencional (Shimadzu RF-5301pc). Os dados experimentais foram ajustados usando o 
software Origin 2019 (v. Acadêmico), Origin Lab Corporation, Northampton, MA, USA. 
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4.2.2 Construção da curva de CALIP versus CA. 

 

Para a determinação dos parâmetros termodinâmicos do LIP em células RAW 

264,7 foram realizados alguns experimentos prévios a fim de estabelecer uma curva 

experimental da concentração total do indicador calceína (CA) em função da 

concentração de calceína ligada ao ferro (CALIP). Os experimentos foram conduzidos 

como descrito no item 3.7 (Materiais e métodos), sendo os resultados compilados na 

figura 15 abaixo. A Figura mostra os dados compilados após realização dos cálculos 

(como descrito no subitem 3.7) para determinarmos as concentrações de CALIP e CA. 

Figura 15 – Concentração de calceína livre em função da calceína ligado ao ferro do 
ferro labil. 

 

Valores de calceína ligada ferro(II) (CALIP) plotados em função da concentração de calceína 
total (CAT) em suspensões de células RAW 264,7 em tampão de trabalho (45 x 106 células / 
mL) tratadas com Calceína derivatizada com grupo aceto-metoxi (CA-AM) (0,1 – 3 μM) em 
constante agitação a 37°C por 20 minutos. Condições experimentais: Tampão 
PBS/semDTPA, pH 7,4, 37°C, Lex = 495 nm, Lem = 516nm, fendas de excitação e emissão 
de 3nm em um espectrofluorímetro convencional (Shimadzu RF-5301pc). Os dados 
experimentais foram ajustados com uma equação assintótica usando o software Origin 2019 
(v. Acadêmico), Origin Lab Corporation, Northampton, MA, USA. 

 

4.2.3 Ensaio com calceína para a quantificação de LIPT em células. 

 

Intracelularmente, LIP se liga a calceína (CA) para formar o complexo de 

calceína e LIP (CALIP). A quantificação de LIP celular usando CA é predita pela 
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expressão de equilíbrio da equação 22 e a lei de ação de massas da equação 23. 

Notadamente, sobre condição de equilíbrio, as concentrações intracelulares das 

espécies CALIP e CA podem ser determinadas experimentalmente por 

espectroscopia de fluorescência usando uma curva de padrão analítica de 

fluorescência em função da concentração de CA livre em células controle. 

Posteriormente, a concentração de LIP poderia ter sido determinada usando a 

expressão de equilíbrio (Equação 22) e LIPT finalmente determinado pelo somatório 

de CALIP e LIP. Nos utilizamos uma aproximação diferente para estimar a 

concentração de LIPT células. Resolvemos a equação 23 para a [LIP] e substituímos 

o resultado na expressão de equilíbrio (Equação 22) levando a equação 27. Esta 

equação mostra que em concentrações elevadas e limitantes de CA, o termo KCA[CA] 

se torna muito maior que 1 (KCA[CA] >> 1) e o valor de [CALIP] se aproxima do valor 

de [LIPT]. 

�CALIP� = [LIPT]  
 KCA�CA�  

KCA�CA� + 1
                                                                                 eq. 27 

A figura 14 mostra a curva das concentrações intracelulares de CALIP e CAT 

em RAW 264,7. O perfil da curva era esperado (equação 27), com a concentração de 

CALIP atingindo um patamar superior (plateau) para altas concentrações de CA. O 

ajuste dos dados plotados com uma equação assintótica permitiu a determinação do 

LIPT como a concentração de CALIP limitante (máxima). 

 

4.2.4 Hipótese de LIP como um complexo aquoso em células. 

 

Primeiramente, nos testamos a hipótese simplista de que LIP em células RAW 

264,7 é o íon complexo ([Fe(H2O)6]2+), ajustando os dados da figura 15 com a equação 

26. Os dados foram ajustados com três configurações diferentes: valores de KCA e 

LIPT parametrizados, LIPT constante e KCA parametrizado, e KCA constante (4,4 μM) e 

LIPT parametrizado. Os ajustes simplesmente não convergem ou convergem, mas 

retornam valores errados para KCA e LIPT, a despeito das configurações dos ajustes e 

valores iniciais dos parâmetros, indicando muito provavelmente que o LIP celular não 

seja um simples complexo aquoso de Fe(II). 
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4.2.5 Desenvolvimento matemático da equação de equilíbrio para 

determinação dos parâmetros termodinâmicos do ferro lábil em células. 

 

Partimos da hipótese de que LIP está ligado e em condição equilíbrio com seu 

ligante celular (C) de acordo com equação 28, onde Kd é a constante de dissociação 

de LIP do ligante celular. Na presença de CA, LIP é complexado por CA (equação 29), 

com constante de formação dada por KCA, que é conhecido. Supusemos que, em 

células e nas nossas condições experimentais, não ocorrem outras reações que 

interfiram na concentração de LIP, CA e CALIP.  

�CLIP�         
                              
�⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯ 
            Kd              �⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯�   �C� +  �LIP�                                                                           eq. 28                                   

�CA� +  �LIP�         
                                  
�⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯ 
            KCA              �⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯�   [CALIP]                                                                 eq. 29 

 Somando as duas equações acima encontramos uma equação geral de 

equilíbrio entre as espécies LIP, CA e CALIP (equação 30). 

�CLIP� +  �CA�         
                              
�⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯ 
       KdKCA           �⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯�   �C�  +  [CALIP]                                                     eq. 30 

 Tomando a equação de equilíbrio em termos das constantes Kd e KCA 

chegamos à equação 31. Esta equação relaciona a concentração intracelular de ferro 

lábil, CALIP e CA, todas variáveis mensuráveis a partir do método empregando 

calceína. 

KdKCA   =  
 [CALIP] �C�

  [CA] �CLIP�                                                                                       eq. 31 

 

Resolvendo a expressão da lei de ação de massas do LIP (equação 32) e substituindo 

a expressão na equação 31, resulta na equação 33. Nós assumimos que a 

concentração de ferro livre (que não está ligado a CA nem a C) é desprezível 

comparado ao somatório de CLIP e CALIP. 

[LIPT] = �CLIP� + [CALIP]                                                                                  eq. 32 

�CALIP�= 
KdKCA�CA�[LIPT]
KdKCA�CA�+[C]

                                                                      eq. 33 
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A equação 33 é consistente com os dados experimentais das concentrações 

de CALIP vs. CA (CAT) apenas se o termo KdKCA[CA] >>> [C] para altas concentrações 

de CA, onde [CALIP] aproxima-se de [LIPT]. Contudo, o termo C da equação 33 não 

pode ser calculado experimentalmente. Considerando a expressão da lei de ação de 

massas para C (equação 34), resolvendo para C e substituindo na equação 33, 

obtemos a equação 35. 

�CT�  =    �C� +  �CLIP�                                                                                           eq. 34 

KdKCA=  
[CT] � ([LIPT] �  [CALIP]) [CALIP]

([LIPT] �  [CALIP]) [CA]
                                                            eq. 35 

Esta equação mostra que os parâmetros desconhecidos são LIPT (a 

concentração total de LIP em células), CT (a concentração total do ligante celular de 

LIP) e Kd (a constante de dissociação do complexo CLIP). Os dois últimos parâmetros 

são informações valiosas que nunca foram exploradas. A equação 35 foi então 

resolvida fazendo toda a distribuição de produtos obtendo uma equação quadrática 

em CALIP (equação 36). Se tratando de uma expressão de segundo grau, a equação 

36 apresenta duas resoluções possíveis pela resolução de Bhaskara, sendo uma 

delas impraticável do ponto de vista químico, uma vez que retorna valores negativos 

de Kd e CT. A resolução plausível é apresentada na equação 37 a seguir. 

[CALIP]2+(KdKCA�CA� + [CT] � [LIPT]) [CALIP] � KdKCA�CA�[LIPT] = 0                    eq. 36 

�CALIP�= 

-(KdKCA�CA�+[CT]�[LIPT])+ #(KdKCA�CA�+[CT]�[LIPT])2(-4KdKCA[CA][LIPT])

2
         eq.37 

 

Com a equação 37 foi possível ajustar os dados experimentais obtidos neste 

estudo com células RAW 264,7. O mesmo modelo foi usado posteriormente para 

outras linhagens celulares. 
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4.2.6 Determinação dos parâmetros termodinâmicos do LIP e da concentração 

do ligante de LIP em RAW 264,7. 

 

Para a determinação do valor da constante de dissociação do LIP (Kd) e da 

concentração do ligante celular de LIP (CT) foi utilizada a solução por Bahskara 

(equação 37). Os dados obtidos nos experimentos em células (Figura 15) foram 

ajustados com a equação 37, tomando os valores constantes de KCA 4,4 μM-1 e LIPT 

1,8 μM. Já os valores de Kd e CT foram permitidos que variassem de 0,001 a 100 μM 

e 0,1 a 5000 μM, respectivamente. 

Os ajustes com a equação 37 seguindo os parâmetros apontados acima sempre 

retornaram os mesmos valores de Kd e CT, independentemente dos valores iniciais 

indicados para os parâmetros desconhecidos. Uma curva de ajuste representativa 

pode ser vista na figura 16 (traço preto). Foi observado que não há convergência do 

ajuste com valores iniciais para CT maiores que 100 μM, representando um limite 

prático durante o ajuste. Ressaltamos que tanto as concentrações intracelulares de 

CALIP quanto de CA foram determinadas experimentalmente, o que aumenta a 

incerteza dos valores obtidos para as grandezas parametrizadas CT e Kd. 

Figura 16 – Curva de ajuste da concentração de CA em função da concentração de 
CALIP. 

 

Valores de calceína ligada ferro(II) (CALIP) plotados em função da concentração de calceína 
total (CAT) em suspensões de células RAW 264,7 em tampão de trabalho (45 x 106 células / 
mL) tratadas com Calceína derivatizada com grupo aceto-metoxi (CA-AM) (0,1 – 3 μM) em 
constante agitação a 37°C por 20 minutos. Condições experimentais: Tampão 
PBS/semDTPA, pH 7,4, 37°C, Lex = 495 nm, Lem = 516nm, fendas de excitação e emissão 
de 3nm em um espectrofluorímetro convencional (Shimadzu RF-5301pc). Os dados 
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experimentais foram ajustados com uma equação 37 (subitem 4.2.5) usando o software Origin 
2019 (v. Acadêmico), Origin Lab Corporation, Northampton, MA, USA. 

 

4.2.7 Discussão – Capítulo II 

 

Como mencionado anteriormente, acredita-se que o ferro lábil ou LIP é uma 

fonte de ferro mantida pelas células que a usa para incorporação em apo-

ferroproteínas nascentes como seus cofatores. O LIP, é referido algumas vezes como 

um complexo íon [Fe(H2O)6]2+. Contudo, esta hipótese confronta conceitos básicos da 

química de coordenação de metais de transição, sendo também conflitantes aos 

testes experimentais. Devido aos metais de transição apresentarem densidade de 

carga consideravelmente elevada (Z/r) e se beneficiarem da energia de estabilização 

do campo cristalino (EECC), eles formam complexos termodinamicamente estáveis 

em solução aquosa (REF). Assim, considerando que o espaço intracelular é rico em 

potenciais ligantes para o ferro, é esperado que o LIP esteja na forma de um complexo 

ferroso, contrastando com os íons Na+ e K+. Esses são extremamente lábeis e existem 

essencialmente na forma de complexos aquosos, estão em alta concentração e agem 

como verdadeiros carreadores de carga. Neste trabalho avaliamos a hipótese de que  

LIP é simplesmente o complexo hexaaquaferro(II) [Fe(H2O)6]2+ utilizando calceína 

como indicador de LIP em células RAW 264,7.  

Os dados experimentais apresentados na figura 15B foram ajustados com 

uma equação que representa bem este caso, equação 26. Foram realizados alguns 

ajustes não lineares utilizando softwares gráficos com diferentes combinações dos 

parâmetros KCA e LIPT: ambos os parâmetros KCA e LIPT parametrizados; LIPT fixado 

e KCA parametrizado; LIPT parametrizado e KCA fixado (KCA = 4,4 μM). Independente 

da combinação e dos valores iniciais configurados para cada parâmetro, todas as 

tentativas de ajuste ou não convergiram ou convergiram mais retornaram os valores 

de KCA e LIPT incompatíveis. O fato de o modelo de ferro livre não convergir nos dados 

experimentais em células, nos leva a concluir que o LIP esteja complexado a algum 

constituinte celular. Assim, decidimos seguir com a abordagem que considera a 

existência de um ligante celular para LIP. 
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Ainda que previsível do ponto de vista da química de coordenação, os dados 

da figura 14B apresentaram convergência ao modelo onde LIP está ligado a um ligante 

intracelular genérico (equação 37). Esta conclusão não é diminuta, uma vez que tem 

origem em um modelo químico e em dados experimentais e não apenas em 

racionalização, revelando ainda, que o LIP provavelmente esteja 

estequiometricamente ligado a ligantes celulares. Além disso, o modelo revelou 

informações importantes sobre a concentração total do ligante celular de LIP (CT) e 

da constante de dissociação termodinâmica do complexo CLIP (Kd). O modelo 

experimental é limitado por não permitir a identificação da espécie celular C e CLIP e 

nem mesmo determinar se ele é a única espécie ou múltiplos ligantes. Desta forma, 

os valores de CT e Kd devem ser considerados estimativas de ordem de grandeza. Por 

outro lado, os valores determinados para Kd e CT mostram uma possível natureza e 

característica de LIP. 

O valor da constante de dissociação aparente Kd para o ferro em CLIP em 

células RAW 264,7, de 0,027 ± 0,009 μM, determinada neste trabalho, representa uma 

alta afinidade termodinâmica para Fe(II). De acordo com os valores de Kd e das 

concentrações de CT e LIPT obtidos, LIP estaria predominantemente complexado na 

forma de CLIP, justificando a simplificação de que LIP aquoso é insignificante a 

somatória CLIP + CALIP nas condições experimentais do estudo.  

Os valores de Kd e CT para células RAW 264.7 permitem testar hipóteses 

existentes para a identidade celular de LIP. O complexo de ferro e glutationa (GSFe) 

foi sugerido como a forma predominante de LIP em células, apresentando 

competitividade termodinâmica com base na concentração de GSH e no seu valor de 

Kd. Quimicamente, essa hipótese não é diferente do modelo de CLIP e, portanto, pode 

ser comparada. Contudo, a concentração de CT para as células RAW 264,7, 

determinado neste trabalho, está em cerca de 3,1 μM, enquanto as concentrações de 

GS- e GSH em pH fisiológico estão na ordem de centenas de μM a mM 88. Além disso, 

como supracitado, o ajuste dos dados com a equação 37 (Figura 16) não convergem 

para valores iniciais de CT maiores que 100 μM. Adicionalmente, a constante de 

dissociação do complexo GSFe (~ 8 µM)78 é mais de duas ordens de grandeza maior 

do que o valor determinado de Kd para o LIP em células RAW 264,7 no presente 

trabalho. Portanto, os resultados supracitados desafiam frontalmente a hipótese de 

que o complexo GSFe é CLIP. Isso também exclui outros ligantes de baixa massa 
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molecular, como citrato e diferentes espécies de fosfatos, como ligantes para LIP, 

simplesmente porque eles não são termodinamicamente competitivos com o 

complexo GSFe. O valor de CT determinados nesse estudo é mais compatível com as 

concentrações de proteínas. Nesse sentido, o grupo de Caroline Philpott vem 

realizando estudos que apontam para a natureza proteica de LIP, sugerindo que as 

proteínas PCBP (proteína de ligação a região poli citosina de RNAs; Poly r(C) binding 

proteins,) são ligantes do LIP e atuam como chaperonas de ferro. As proteínas da 

família PCBP são compostas por três domínios discretos denominados domínios KH. 

Estudo com o domínio truncado KH3 purificado mostra que o Fe(II) se coordena 

através de resíduos de cisteína e glutamato conservados com uma constante de 

dissociação para Fe(II) de 4,2 µM, que é muito baixa para uma ligação intracelular de 

Fe(II)26. Na presença de 5 mM GSH, que supostamente se liga alostericamente ao 

domínio KH3, o valor de Kd para Fe(II) diminui aproximadamente cinco vezes (Kd = 

0,80 µM)26, mas ainda é uma ordem de magnitude maior do que o valor de Kd 

determinado em RAW 264,7. No entanto, estudos celulares sugerem que as proteínas 

PCBP1 e PCBP2 de humanos interagem fisicamente e supostamente trocam o Fe(II) 

com proteínas importantes do mecanismo homeostático de ferro como ferritina e 

DMTP e ferro-enzimas citosólicas mono e binucleares 81. Essas informações e 

evidências sugere fortemente que as PCBPs atuam como chaperonas de ferro, 

desempenhando papéis centrais no transporte e entrega segura de ferro intracelular. 

Pode ser que as proteínas PCBP íntegras apresentem maior afinidade por Fe(II). 

Ainda que os demais domínios não apresentam sítios de coordenação para Fe(II) 

semelhantes, estes podem influenciar o domínio KH3 conformacionalmente, 

resultando em maior afinidade de Fe(II). Essa possibilidade ainda não foi investigada 

até o momento, entretanto. 

Essa abordagem foi estendida para outros modelos celulares por um 

integrante do grupo de pesquisa (Gabriel Simonetti): células humanas de hepatócitos 

(HEPG2), glioblastoma (U87-MG) e células de rim embrionário (HEK 293). Isso talvez 

indique que o LIP tem identidade semelhante em todos os tipos de células testados 

até agora. Dado o papel biológico conceitual do complexo CLIP como chaperona de 

ferro, é razoável que a identidade e as propriedades químicas do LIP sejam 

semelhantes em diferentes tipos de células. Notavelmente, o Kd celular para CLIP em 

diferentes tipos de células (na faixa de 10-2 µM) indica uma afinidade termodinâmica 
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de Fe(II) maior ou tão alta quanto muitas proteínas de ferro não-heme citosólicas e, 

como consequência e como supracitado, LIP está predominantemente na forma CLIP 

nos tipos de células testados. É importante ressaltar que a alta afinidade do CLIP não 

deve ser vista como impeditiva de sua função de chaperona de ferro. Em vez disso, 

parece ser uma propriedade comum de chaperonas de metais de transição. Essas 

propriedades garantem o transporte eficaz de LIP por CLIP, deixando um complexo 

aquoso ferroso residual muito baixo, evitando o compartilhamento de ferro com outras 

proteínas e ligantes não proteicos citosólicos que são potenciais quelantes de Fe(II). 

Concordante a isso, as baixas concentrações de complexos aquosos de outros metais 

de transição biologicamente relevantes, como Cu (I), Zn (II) e Ni (II). As chaperonas 

conhecidas de Cu(I) e Zinco (II) têm alta afinidade para o respectivo íon de metal de 

transição89. Considerando CLIP uma proteína, esta poderia ter interações físicas 

especificas com apo-ferroproteínas, conferindo a ela a seletividade que permitiria 

alterações conformacionais que diminuem sua afinidade por Fe(II), facilitando a 

entrega do cofator Fe(II) ao sitio ativo na proteína recém traduzida. Essa é uma 

característica comum de metalochaperonas de metais de transição. Chaperonas 

apresentam sítios de coordenação incomuns que presumivelmente diminuem a 

afinidade pelo íon do metal de transição ao se associarem a proteínas receptoras. 

Esse mecanismo, que pode ou não ser associado a mudanças pós-traducionais na 

proteína receptora, permitiria passagem vetorial do íon do metal de transição. A 

estabilidade termodinâmica de metaloproteinas para a troca do metal transição com 

outras proteínas, em alguns casos, segue a lógica da espécie de menor afinidade para 

a de maior. Transferrina apresenta maior afinidade para Fe(III) (espécie de entrada, 

extracelular) comparada a Fe(II) (espécie de saída, intracelular), facilitando que Fe(II) 

seja entregue/captado por proteínas de maior afinidade no citosol celular, por 

exemplo, proteínas que tem como principal função a atividade chaperona de ferro 

normalmente apresentam maior afinidade por Fe(II) do que apresenta a transferrina, 

com Kd de 6,2 x 10-4 e 3,2 x 10-3 M para o primeiro e segundo Fe(II) adicionados, 

respectivamente 90; 91. 

Como CLIP e metalo proteínas tem afinidade comparáveis por Fe(II), do ponto 

de vista termodinâmico, em tese, a calceína (CA) poderia complexar e revelar o ferro 

de ferroproteínas citosólicas. Contudo, não é o que parece acontecer, pois a 

concentração intracelular de CT e LIPT são da ordem de sub-micromolar. Caso 
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contrário, os valores de concentração para estas espécies seriam exorbitantemente 

muito maiores, o que nos leva a assumir que as propriedades físicas e cinéticas são 

mais relevantes ou que o ferro(II) de ferro proteínas seja fisicamente inacessível a 

ligantes como CA e provavelmente GSH. O processo de substituição do seu centro 

metálico ao qual ferroproteínas são submetidas é pouco conhecido, mas talvez este 

seja um processo lento devido a fortes ligações e propriedade quelante exercido pelo 

sitio estrutural de ferroproteínas. Assim, muito provavelmente o ferro em 

ferroproteínas seja fisicamente inacessível a ligantes como CA e GSH. Por outro lado, 

o ferro lábil celular citosólico que CA tem acesso está termodinâmica e cineticamente 

disponível, embora este esteja fortemente ligado ao(s) ligante(s) celular(es). Embora 

assumidamente especulativo, propriedades como estas supracitadas são de grande 

importância em proteínas com atividade chaperona. 

  



70 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

5. Conclusões 
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Este trabalho abordou propriedades fundamentais de LIP, tanto de natureza 

termodinâmica quanto da sua reatividade. Pela modificação de um método 

fluorescente existente usando o indicador fluorescente Calceína foi possível 

quantificar LIP citosólico total como o limite da concentração do complexo de Calceína 

e LIP (CALIP) e investigar modelos para a identidade citosólica de LIP. Os resultados 

indicam que para células RAW 264.7, LIP citosólico total (LIPT) se encontra na faixa 

de baixo µM e são coerentes com a hipótese de que LIP citosólico esteja 

predominantemente complexado a um ou uma coleção de constituintes celulares 

(CLIP) com considerável afinidade termodinâmica (Kd ≈ 10-2 µM), rivalizando com 

ferro-proteínas citosólicas conhecidas. A concentração total desse ligante seria 

apenas pouco maior do que LIPT, mas suficiente para que todo LIP esteja na forma 

CLIP. Especulativamente, CLIP pode representar proteína(s) com atividade de 

chaperona de ferro. Abordamos também dúvidas suscitados no estudo anterior do 

grupo que identificou possível reatividade de LIP com peroxinitrito ou com derivados 

radicalares desse oxidante. Demonstramos que LIP não reage com o radical NO2• e 

provavelmente também não reage com outros radicais derivados de peroxinitrito. A 

hipótese mais provável e mais racional, portanto, é uma reação direta entre LIP e 

peroxinitrito. Baseados em um modelo reacional simplificado para a oxidação 

dependente de peroxinitrito do indicador oxidável, a hipotética reação entre LIP e 

peroxinitrito apresenta características catalíticas e tem constante de velocidade 

elevada (entre 106 – 107 M-1s-1), sugerindo que LIP possa ser um sistema peroxinitrito 

redutase competitivo. 

Juntas, essas observações ampliam a visões ortodoxas sobre a identidade, 

funções e reatividade de LIP citosólico e pode orientar estudos futuros nas diferentes 

áreas nas quais LIP é relevante, desde processos redox até homeostase celular de 

ferro.  
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APÊNDICE A - Modelo de reações para a oxidação de H2DCF por radicais oxidantes 

derivados de peroxinitrito em células. 

  

Um modelo reacional simplificado para a oxidação de H2DCF dependentes de 

peroxinitrito em células é apresentada em detalhes abaixo. A numeração apresentada 

não reflete a utilizada no texto principal. Começando pela equação de formação de 

peroxinitrito que é representado como a combinação entre NO• e O2

�
� derivado de 

paraquat (equação 3). Com base no valor de pka do ONOO− (6,9) optamos por 

assumir que a decomposição catalisada por protonação do ONOO− é desprezível 

quando comparada a decomposição catalisada por CO2 nas nossas condições 

experimentais. Também, que a autoxidação de NO• foi racionalmente e 

experimentalmente descartada como fonte relevante de NO2
� . Portanto, assumimos 

que todo radical NO2
�  e CO3

�
� formado é proveniente da reação de peroxinitrito com CO2 

(equação 4). Com a finalidade de simplificar, todos os radicais derivados de 

peroxinitrito foram representados coletivamente por R• (NO2
�  + CO3

�
�) nas equações 4, 

7 e 8. Como a concentração em estado estacionário destes radicais é baixa, 

consideramos que as reações de desproporcionamento e recombinação são pouco 

relevantes em células. 

O peroxinitrito reage com uma grande variedade de alvos intracelulares, 

sendo assim, todas as reações diretas de peroxinitrito, exceto com CO2 (equação 4) 

e ferro lábil (equação 6), e todas as reações de derivados radicalares de peroxinitrito 

exceto com H2DCF (equação 8), são representadas de forma genérica pelas 

equações 5 e 7, respectivamente. Possíveis alvos como peroxiredoxinas, glutationa 

peroxidades, metaloperoxidades e proteínas são representados por TP, enquanto a 

forma oxidada dessas enzimas é representada por oxTP. Os demais constituintes 

celulares que podem ser alvos de radicais derivados de peroxinitrito estão 

denominados como CC (equação 7). 

O modelo proposto é valido para a fase inicial das reações, uma vez que 

estamos omitindo do modelo reações de redução que possivelmente vem restabelecer 

as formas oxidadas do ferro lábil e TP. Isso fica mais claro quando analisamos a 

oxidação do H2DCF intracelular dependente de peroxinitrito, onde é observado uma 

linearidade nos experimentos (Figura 11A, texto principal) , sugerindo que as 
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concentrações de LIP e TP reativas a peroxinitrito estão na condição de estado 

estacionário, o que permite as devidas aproximações. 

 
         k1            �⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯� O2

�
�                              (eq. 1) 

O2

�
� + SOD 

         k2             �⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯� O2                   (eq. 2) 

NO� + O2

�
�

         k3            �⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯�  ONOO�                                                                  (eq. 3) 

ONOO� +  CO2
     k4            �⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯�  1 3⁄  R�(=NO2

�  +CO3

�
�)   + 2 3⁄  (NO3

�+ CO2)         (eq. 4) 

ONOO� +   TP  
          k5        �⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯�   OxTP +  NO2

�                                  (eq. 5) 

ONOO�+  LIP   
          k6        �⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯�  LIP-Fe=O4+  +  NO2

�                       (eq. 6) 

R�   +  CC  
         k7              �⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯�   R�  +  CC�                                             (eq. 7) 

R�   +  H2DCF  
         k8       �⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯�   R�  +  DCFH�                                            (eq. 8) 

DCFH�  +  O2      
         k9       �⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯�   O2

�
�  +  DCF                                             (eq. 9) 

 

A dismutação de DCF• em H2DCF e DCF foi desconsiderada tendo em vista 

sua baixa concentração de estado estacionário e seu rápido consumo pela reação 

com O2 (k9 ≈ 1 x 109 M-1s-1, eq. 9). Ainda, a quantidade de superóxido produzido pela 

reação da equação 9 é desprezível quando comparada a produzida por paraquat nas 

nossas condições experimentais. 

A taxa de formação intracelular de DCF é dada pela equação 10 abaixo. 
d [DCF]

dt
 = k9 �DCFH��[O2]                                    (eq. 10) 

A lei de velocidade para R• é dada pela equação 11, onde o termo 2/3 é 

utilizado como correção de rendimento para a formação de NO2
�  e CO3

�
� da equação 4. 

d[R�] 

dt
 = 2 3⁄  k4 �ONOO��[CO2] - k7 [CC][R�] - k8 �H2DCF�[R�]                     (eq. 11) 

Nós assumimos a condição de estado estacionário para a concentração de R• 

na equação 11, uma vez representa todas as espécies reativas de radicais, que 

quando resolvida para a concentração de peroxinitrito em estado estacionário 

obtemos a equação 12 abaixo. 
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[ONOO�] = 
[R�] (k7 [CC] + k8 �H2DCF�)

2 3⁄ k4 [CO2]
                                                                 (eq. 12) 

A lei de velocidade para peroxinitrito pode ser dada pela equação 13, a partir 

das equações 5 a 8, que assumindo novamente a condição de estado estacionário e 

resolvendo-a para peroxinitrito obtemos a equação 14. 

d [ONOO�]
dt

 = 

 k3 [NO�][O2

�
�] �  k4 �ONOO��[CO2] � k5 �ONOO��[TP] � k6 �ONOO��[LIP] (eq. 13) 

�ONOO�� = 
k3 [NO�][O2

�
�]

(k4 [CO2] + k5 [TP] + k6 [LIP]) 
                                                               (eq. 14) 

Em seguida, igualamos as equações 12 e 13 e resolvendo-a para R• obtemos 

a equação para a concentração de R• no estado estacionário (equação 15). 

[R�] = 
2 3⁄ k3 [NO�][O2

�
�]k4 [CO2]

(k4 [CO2] + k5 [TP] + k6 [LIP]) (k7 [CC] + k8 �H2DCF�)                                             (eq. 15) 

A lei de velocidade para a formação do radical DCFH• é dada pela equação 

16 abaixo. 

d [DCFH�]

dt
 = k8  [R�][�H2DCF� −  k9 [DCF�][O2]                                          (eq. 16) 

Assumindo a condição de estado estacionário para este radical podemos 

escrever a seguinte equação para sua concentração (equação 17).  

[DCFH�] = 
k8  [R�]�H2DCF�

 k9 [O2]
                                                                                    (eq. 17) 

Substituindo o termo da concentração de R• (equação 15) na equação 17 

acima obtemos a equação 18 abaixo. 

[DCFH�] = 
2 3⁄  k3 [NO�][O2

�
�] k4 [CO2] k8 �H2DCF�

 (k4 [CO2] + k5 [TP] + k6 [LIP]) (k7 [CC] + k8 �H2DCF�) (k
9
 [O2])

                               (eq. 18) 

Substituindo a solução acima para a concentração de DCFH� no estado 

estacionário na equação 10, obtemos a lei de velocidade formação de DCF na 

ausência de quelante metálico (equação 19). 

d [DCF]

dt
 =  k3  [NO�][O2

�
�] 2 3⁄  k4  [CO2]  k8 �H2DCF�

(k4 [CO2] + k5 [TP] + k6 [LIP]) (k7 [CC] + k8 
�H2DCF�)                             (eq. 19) 

De acordo com o que é observado na equação 19, a velocidade de formação 

do DCF é aumentada em altos fluxos de NO• e O2

�
� , ou seja, de peroxinitrito. Também, 

essa velocidade é proporcional a reação de peroxinitrito com CO2, assim como a 

reação dos radicais derivados de peroxinitrito com H2DCF (eq. 8). Além disso, a 
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equação 19 nos mostra que a velocidade de formação do DCF será, inversamente 

dependente as reações competitivas entre peroxinitrito e os constituintes celulares, 

como TP (eq. 5) e LIP (eq. 6), e dos radicais derivados de peroxinitrito com 

constituintes celulares (eq. 7).  

A taxa de formação de DCF na presença do quelante metálico é dada pela 

equação 20 abaixo, uma vez que o termo k6[LIP] é eliminado da equação 19. 

d [DCF]

dt
 =  k3[NO�][O2

�
�] 2 3⁄ k4 [CO2] k8 �H2DCF�

(k4 [CO2] + k5 [TP]) (k7 [CC] + k8 �H2DCF�)                                       (eq. 20) 

Dividindo-se a equação 20 pela equação 19 obtemos o parâmetro 

adimensional q, termo que representa o aumento na taxa de formação de DCF quando 

LIP é complexado com quelantes (equação 21). Este parâmetro pode ser determinado 

experimentalmente pela razão das taxas de formação de DCF nas duas condições, 

presença e ausência do quelante. 

 

q = 1 + 
k6 [LIP]

 k4 �CO2� + k5 [TP]
                                     (eq. 21) 

Resolvendo a equação 21 para k6 obtemos uma equação para a constante de 

velocidade da reação entre LIP e peroxinitrito (equação 22). 

k6 = (q - 1) 
k4 �CO2� + k5 [TP]

[LIP]
                                   (eq. 22) 

Se assumirmos que a concentração de estado estacionário para o O2

�
� a partir 

das equações 2 e 3, seja dada pela equação 23 a seguir, e substituindo-a para a 

concentração de O2

�
�  na equação 19, obtemos as equações 24 e 25 para a taxa de 

formação de DCF na ausência e presença do quelante, respectivamente. 

[O2

�
�] =  

k1 

(k2�SOD�+ k3[NO�]) 
                           (eq. 23) 

 

d [DCF]
dt

 = 

 k1 k3 [NO�]  2 3⁄  k4  [CO2]  k8 �H2DCF�
(k2[SOD] +k3 [NO])  (k

4
 [CO2] + k5 [TP] + k6 [LIP]) (k7 [CC] + k

8 
�H2DCF�)  (eq. 24) 

d [DCF]
dt

 = 
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 k1 k3 [NO�]  2 3⁄  k4  [CO2]  k8 �H2DCF�
(k2[SOD] +k3 [NO])  (k

4
 [CO2] + k5 [TP]) (k7 [CC] + k

8 
�H2DCF�)                 (eq. 25) 

 

Como era esperado, equação 24 mostra que a taxa de formação do DCF é 

inversamente proporcional a concentração de SOD e dividindo a equação 25 pela 

equação 24 resulta na equação 21. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



88 

 

Apendice B – Artigo publicado com os resultados do capítulo I. 
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