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Radicais livres e oxidantes —

especies elusivas em bioquimica

« A deteccao e quantificacao de radicais livres e Species t2 (seconds)
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Estrategias de deteccao de

radicais livres e oxidantes

DIRETA
-EPR-ressonancia paramagnética eletrénica (radicais e metais de transicao)

INDIRETA
-EPR-método do captador de spin (“spin-trapping”) (alta especificidade para radicais)

-Biomarcadores - detecgao/quantificacao de produtos de alvos bioldgicos (lipideos, proteinas, DNA/RNA)
(baixa especificidade; “end-point data”)

-Moléculas reporteres (sondas) de radicais e oxidantes (“real-time”)
-Sondas quimicas fluorescentes/luminescentes (propensas a artefatos)
-Sondas geneticamente codificadas/fluorescéncia sensivel al estado redox

Complementares - Efeitos fisioldgicos

-Nocaute/superexpressao de enzimas antioxidantes ou de enzimas que produzem radicais/oxidantes
(iRNA).



Estrategias de deteccao de

radicais livres e oxidantes

Sao0 necessarios critérios rigorosos para
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Ressonancia Paramagnetica Eletronica (EPR)

Técnica de espectroscopia para deteccao de elétrons
desemparelhados.

Elétrons desemparelhados possuem spin de +1/2 ou -1/2,
comportando-se como pequenos magnetos. Num campo
magnético externo, os elétrons podem alinhar-se
paralelamente ou anti-paralelamente ao campo. Isso gera
dois niveis de energia possiveis, que sao proporcionais a
forca do campo magnético. A aplicacao de radiacao
eletromagnética promove a transicao entre os estados de
energia, resultando no espectro absorbancia de EPR
normalmente representado como a primeira derivada.

AE = h)/ — gﬁH h = constante de Planck

y = frequéncia da radiagao eletromagnética
g = fator do elétron

B = magnéton Bohr
@ > @ H = forga do campo magnético

Espectro de
/\ absorgéo

Primeira
derivada

Nucleos de atomos proximos, como H,
podem atuar como magnetos e gerar
mais estados de energia que refletem

no espectro de EPR



Ressonancia Paramagnetica Eletronica (EPR)

Técnica de espectroscopia para deteccao de elétrons
desemparelhados.

Elétrons desemparelhados possuem spin de +1/2 ou -1/2,
comportando-se como pequenos magnetos. Num campo
magnético externo, os elétrons podem alinhar-se
paralelamente ou anti-paralelamente ao campo. Isso gera
dois niveis de energia possiveis, que sao proporcionais a
forca do campo magnético. A aplicacao de radiacao
eletromagnética promove a transicao entre os estados de
energia, resultando no espectro absorbancia de EPR
normalmente representado como a primeira derivada.

AE = h)/ — gﬁH h = constante de Planck

y = frequéncia da radiagao eletromagnética
g = fator do elétron

B = magnéton Bohr
@ > @ H = forga do campo magnético
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Spin-trapping

Muitos radicais tem tempo de vida curta e concentragoes
abaixo do limite de deteccao do instrumento de EPR.

O método de ‘spin-trapping’ se baseia na reacao do
radical estudado que possui meia-vida curta com uma
sonda para formacao de um segundo radical que
apresenta estabilidade quimica (meia-vida longa) e se
acumula ao longo do tempo em concentracoes
adequadas para sua deteccao.
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Sondas para

spin-trapping
(captadores de spin)

Name Abbreviation Structure
tert-Nitrosobutane (nitroso-tert-butane) tNB (NtB) CH3
H3C—|C—N—O
CHg
-Phenyl-tert-butylnitrone PBN (0N
e L. cH=N{
C(CH3);
2,2,6,6-Tetramethylpiperidine TEMPP ~
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C(CHy)3
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Sondas para

spin-trapping
(captadores de spin

Name Abbreviation Structure
5-(2,2-Dimethyl-1,3-propoxycyclophosphoryl)-5- CYPMPO o O
: L H;C \J
methyl-1-pyrroline N-oxide 3 P
HaC |
3,5-Dibromo-4-nitroso-benzenesulphonic acid DBNBS Br
035 N=0
Br
1,1,3-Trimethyl-isoindole N-oxide TMINO CH,
N—o
HyC CHj
Azulenylnitrone AZN CHj




Imunospin-trapping

« Mesmo radicais ‘estaveis’ resultantes da captura de spin podem ser dificeis de detectar em
sistemas biologicos, tecidos, células, organelas, etc.

O radical aduto (produto da adicao) pode decair para um produto estavel, que pode ser
detectado por espectrometria de massas.
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Mason, Redox Biol, 2016



Produtos de oxidacao de lipideos, proteinas e
DNA/RNA serao apresentados na aula de
biomarcadores



Uso de sondas para monitorar a producao de

radicais livres e oxidantes em tempo real

« Sondas colorimétricas, fluorescentes e
quimioluminescentes, podem ser oxidadas por

mecanismos de 1 ou 2e-. reduzida _2 . oxidada

« Detectam e estimam a producao de " ‘ ‘ o e ‘ ‘
oxidantes/radicais. DCFH, C' COHC' COHC'
« Compostos exégenos nao coloridos e nao

fluorescentes no estado reduzido que se

. . HaoN NH, HuoN ot
transformam em coloridos e fluorescentes, | P!nydrorodamine O ‘
CO,CH3

i i i _ RhH
ou emitem luz, devido a sua oxidacao. ( 2) " corcHs

\Sondas sensiveis a oxidantes Amplex red @[ ij Ho@ U

_~ COCH;
HoN NH HoN Q Q NH,
Reduced probe » Hyd roethidine N =
\—CHs, \—CH,
@ (O &
Non-fluorescent

Fluorescent



Sondas redox estao sujeitas a artefatos

Quando oxidadas por radicais (mecanismos de 1 e°), produzem radicais intermediarios (SQ°). A
SQ°* pode amplificar a formacao de radicais, ou seja, gerar artefatos por “inflar’ os resultados.

Podem ser utilizadas como uma indicacao de processos redox, mas os resultados devem ser
interpretados com cautela e outros métodos empregados para a validacao dos estudos.
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Reacoes da DCFH2 in vitro e em ceélulas

Similares as que ocorrem no caso de outros
corantes reduzidos (fluoresceinas, rodaminas) .

Nao reage diretamente com O, /H,0,/ ONOO-
IONOOH/HCO, (mas sim com radicais que sejam
oxidantes fortes, como os radicais derivados do
peroxinitrito, peroximonocarbonato, e compostos |
e ll formados por hemeperoxidases (deteccao
indireta de H,0,).

A producao de O,* é um subproduto do uso desses
corantes (via propagacao da oxidacao por 1 e°).

Deve-se usar baixas [ ]Js (1-10 uM) desses corantes.
Entrada em células é lenta >45 min.

Fotoexcitacao das sondas ocorre em alguma
extensao (always see ‘something’).
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Deteccao e quantificacao de H,0, extracelular

« Método do Amplex Red (praticamente nao “entra” em células).

Probe Fluorescent Product
H,O, (Amplex Red) (Resorufin)

extracellular
Activation

HO OH
Hydrogen C[:U HO\@‘:{D’O

Peroxide oL
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‘ NADP*
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unidades de Fluorescéncia em [H,0,] Minutes




Deteccao e quantificagao de O,°*-

« Hidroetidina reage com superéxido para _ 1 e
. k= 2x108 M-! s N
formacao de 2-hidroxietidio. O, +HE 2-OH-E
Y
e o,

N\_CH3 Provavel intermediario,
dado que a acetilacao do
grupo amino inibe a
T +H"/-e” oxidacao




Deteccao e quantificagao de O,°*-

« Hidroetidina reage com superéxido para formacao de 2-hidroxietidio.
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Zhao et al, PNAS, 2005



Cuidado para aqueles que trabalham
com mitocondria

%, 2-hydroxyethidium (2-OH-E*) / Red fluorescence

2-OH-Mito-E* Excitation: 510 nm
Emission: 610 nm

Dihydroethidium (DHE)

b R = — CH2CH;

MitoSOX Red

h R= — (CHz)c—'P-@]
3

Ethidium (E*) / Mito-E*

Villaverde et al, Antioxidants, 2019



Deteccao e quantificagao de O,°*-

« Hidroetidina reage com superéxido para formacao de 2-hidroxietidio.
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Sondas para deteccao de oxidantes de 2e-

Ataque nucleofilico das formas deprotonadas do H,0, (HOO-), ONOO-ou HCO, (CO,%*) em

derivados do acido borénico (boronatos).

\, <>Blocked probe

Non-fluorescent

-----------------------
et
.
.
ot
o
o
o
.
.
.
o
.

O 0O

non-fluorescent

Macrophages + FLB + FLB + PMA
Oxidised
/ blocker \ _
Without
HCO,/CO,
———
Free
probe With ban a2t L,
HCO,/CO,
Fluorescent
................ Cl)H
QNQO' (k-1 1 x108 M- s7) s O/B\O NO,-
+ -
HOO- G- 36W o + ou HO
' HO ®) ®) ou CO32-
_OZCOO‘“‘ = 1.7 x102 M1 s-) ﬁ
fluorescent HCO;-

Chang & coworkers JACS 126, 15392, 2004; Kalyanaraman & coworkers JBC 14210, 2010; Truzzi e Augusto Book Chapter, 2018



Sondas geneticamente codificadas

Baseadas em proteinas fluorescentes que alteram sua excitacao e emissao devido a mudancas
conformacionais induzidas pela oxidacao de um dominio sensor de oxidantes.

Também podem ser reduzidas por sistemas redutores, refletindo, assim, tanto a geracao de
oxidantes quanto o poder redutor da célula.

Permitem melhor resolucao temporal e espacial.

Hyper: sensor OxyR de bactéria.

a OxyR-RD
O
SH i
HyPer CpYFP SH‘
GRX1
TRX

Cp: circularly permuted

Sies et al, Nat Rev Mol Cell Biol, 2022

HS SH HS SH HS SHHS SH
Reduced OxyR
(inactive)

GSH glutaredoxin } JHzoz

S-S S-S S-S S-S

Oxidized OxyR
(active)

gorA oxyS ahpCF
grxA dps
katG fur

TRENDS in Biotechnology

Pomposiello e Demple, Trends in Biotechnol, 2001




Sondas geneticamente codificadas

- Baseadas em proteinas fluorescentes que alteram sua excitacao e emissao devido a mudancas
conformacionais induzidas pela oxidacao de um dominio sensor de oxidantes.

« Também podem ser reduzidas por sistemas redutores, refletindo, assim, tanto a geracao de
oxidantes quanto o poder redutor da célula.

 Permitem melhor resolucao temporal e espacial.

roGFP: pode estar acoplada a diferentes sensores, operando com transmissao redox. Para
detectar H,0,, deve-se utilizar uma peroxidase (Orp1, Tsa, etc) como sensor.

Orp1l

H,0, S5 SH SH
roGFP- > SH > ~?‘
peroxidase SH = S

TRX GRX1

] Sies et al, Nat Rev Mol Cell Biol, 2022




Questoes e Exercicios

1. A deteccao do anion radical carbonato na reacao entre peroxinitrito e CO, abriu novas perspectivas na
area da biologia redox. Com base nos resultados desta pesquisa descritos abaixo, explique a estratégia
experimental utilizada para demonstrar a producao do anion radical carbonato.

g=20113 ONOO- 20 mM em tampao fosfato, pH 6,9

+
HCO; 100 mM em tampao fosfato, pH 6,9
Mistura em fluxo de 7 ml/min de cada solugdo com observagdo em 15 ms.

ONOO- 20 mM em tampao fosfato, pH 6,9
+

HCO;- 100 mM em tampao fosfato, pH 6,9
B Mistura com fluxo parado

ONOO- 20 mM em tampao fosfato, pH 6,9

C M\N\Wﬂm” I|ﬁ| MW”' WN H" +
Tampao fosfato, pH 6,9

Mistura em fluxo de 7 ml/min de cada solugdo com observagdo em 15 ms.

D iy 0
13G +

A HCO,;- 100 mM pH 12
Mistura em fluxo de 7 ml/min de cada solucido com observacdo em 15 ms.



Questoes e Exercicios

O uso do EPR na investigacao de mecanismos redox é limitado pela sua baixa sensibilidade. Apresente
as metodologias alternativas para o estudo de radicais livres que surgiram a partir do uso do EPR.

Qual o principio do uso de sondas colorimétricas, fluorescentes e quimioluminescentes para o estudo
de radicais livres e oxidantes? Classifique estas sondas quanto ao seu mecanismo de oxidacao. Por
que o uso destas sondas deve ser feito com cautela? Que medidas experimentais podem ser adotadas
para minimizar a introducao de artefatos nos resultados?

Explique o que sao sondas geneticamente codificadas e suas vantagens em relagao as sondas
quimicas.
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