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4.
Materiais e Métodos

4.1

Materiais

As porfirinas FeTPPS, e FeTMPyP

Os derivados férricos das porfirinas sintéticas meso-tetrakis (p-sulfonato-
fenil) porfirina (Fe-TPPS,4) e meso-tetrakis (4-N-metil- piridiniumil) porfirina (Fe-
TMPyP), Midcentury, foram gentilmente cedidas pelo professor Marcel Tabak do

Instituto de Quimica de Sao Carlos.

Detergentes

O detergente catidnico CTAB (brometo de cetiltrimeltilamonia), o anidnico
SDS (dodecil sulfato de sédio) foram adquiridos da Sigma. Agua milli-Q foi

usada em todas as preparagoes.

Proteinas

As proteinas liofilizadas foram adquiridas da Sigma: albumina de soro
bovino (A-0281) livre de 4cidos graxos, com grau de pureza >99% (por

eletroforese em gel de agarose), e mioglobina de musculo esquelético de cavalo

(M-0630) com grau de pureza de 95-100%.

S-nitrosotiol

O S-nitrosotiol SNAP (S-nitroso-N-acetilpenicilamina), doador de o6xido
nitrico, foi obtido da Sigma, tendo a aparéncia de p6 com cor verde.

O uso de SNAP requer alguns cuidados especiais, de modo a evitar
iluminagdo excessiva bem como umidade desta maneira, pequenas quantidades de
SNAP (0,2 a 0,5 mg) eram pesadas e armazenadas a —20° C em frascos

desoxigenados e protegidos da luminosidade. Imediatamente antes da utilizagao,
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solucdes 20 mM eram preparadas injetando-se com micro-seringa (Hamilton, "gas
tight") aliquotas adequadas de solucdo estoque de EDTA (4cido
etilenodiaminatetracético) 10 mM, também desoxigenada.

A solucdo estoque para o tampao universal foi preparada, contendo acido
fosforico 10 mM, acido bérico 10 mM, acido citrico 6,6 mM, hidroxido de sodio,
66 mM. Os tampdes de pH 5.0 e 8.0 foram obtidos com a adi¢do de aliquotas de
HCI a solugdo estoque de pH alto. Tampao universal 66 mM em sodio, ou diluido
para 30 mM em sodio, foi utilizado ao longo de todo o trabalho. O ajuste dos
valores de pH foi feito com auxilio do pH metro Cole Parmer Chemcadet 5986-25
com eletrodo de Ag/AgCl. As solugdes tampao continham EDTA 1 mM. O EDTA
tem como fung¢do complexar metais de transicdo cujos tragos presentes nas

solugdes modificam aleatoriamente as reagdes envolvendo 6xido nitrico.

4.2

Equipamentos

Os espectros de absor¢do dtica na faixa de 220 a 800 nm foram obtidos em
temperatura ambiente (25°C) com o espectrometro HP8452A Diode Array. O
espectrofotometro era programado para fazer medidas de espectros em espagos de

tempo pré-determinados.

4.3

Procedimentos

431
Absorgao ética

Cubetas de quartzo (capacidade de 4 ml e caminho 6tico de 1cm) com boca
adequada para septo foram utilizadas em todos os experimentos. A medida do
branco era realizada com tampao universal, pH 5,0 ou 8,0. As ferri-porfirinas
eram colocadas em concentracdes de aproximadamente 7 uM e a concentragdo era

conferida a partir do espectro de absor¢do. A concentragdo de SNAP era conferida
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utilizando a absorbancia em 228 nm, que ndo varia mesmo depois da liberagdo de
NO (e28 = 6,7 x 10° M 'em™).

Em experimentos sob condi¢des anaerdbicas, as aliquotas de solugdes
estoque de Fe-porfirinas, de SNAP e de detergentes, previamente desoxigenadas,
eram injetadas com micro-seringa "gas tight" da Hamilton diretamente nas
cubetas contendo tampao também previamente desoxigenado. As desoxigenacdes
eram realizadas por fluxo continuo de N, durante 5 a 20 min, dependendo do
volume das solugdes.

Para construir os graficos de variagdo temporal de absorbancia foram
escolhidos comprimentos de onda onde existiam variagdes significativas de
absorbancia com o decorrer da reacdo de nitrosilagdo. Para diminuir o erro
experimental, a cada comprimento de onda escolhido eram utilizados também o
comprimento de onda anterior € o posterior, sendo obtida a média das

absorbancias nestes comprimentos de onda.

Absorgao Otica do SNAP

Como os objetivos do nosso trabalho se det€ém na investigacdo da
nitrosilagdo das Fe-porfirinas sintéticas cationica FeTMPyP e anionica FeTPPS,,
por doadores de oxido nitrico do tipo S-nitrosotidis, em particular por SNAP,
julgamos importante apresentar os espectros de absorcao otica do SNAP.

Aliquotas foram retiradas da solugdo stock de SNAP, a concentracdo de
20 mM, e cuidadosamente (evitando a oxigenacdo da amostra) adicionadas
diretamente nas cubetas préviamente desoxigenadas contendo tampao universal
30 mM ¢ EDTA 0.1 mM, resultando em uma concentracao final de SNAP a
80 uM. A Fig. 5.1 mostra o espectro de absor¢ao otica do SNAP na faixa de 220 a
720 nm. Nao observamos quaisquer mudangas espectrais decorrentes da diferenga
de pH. Podemos notar que o SNAP em solugdo tampao, para ambos os valores de
pH, possui dois picos de absor¢ao bem definidos no ultravioleta, em 228 e 338
nm. A absorbancia no pico em 228 nm ¢ 7,45 vezes maior do que no pico de
338 nm, e ndo decai quando o SNAP libera NO. Utilizando 833820,90X103
M '.em’ (Barriviera et al., 2005) calculamos &35 = 6,70 x10° M'.cm™. H4 ainda
uma banda na regido visivel porém sua absorbancia ¢ bem menor, sendo

desprezivel para concentragdes de SNAP utilizadas ao longo do trabalho.
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Figura 4.1
Espectro de absorgdo do SNAP 80 uM em tampao universal 30 mM, EDTA 0,1 mM,
pH 5.0. Em pH 8.0 o espectro é igual.

Determinacao da constante cinética de nitrosilagdo por SNAP

Para a realizagdo de medidas espectrofotométricas visando determinar a
fracdo de porfirina nitrosilada em solu¢do como fun¢do da concentracdo de inicial
de SNAP, bem como as constantes cinéticas da reagdo, as amostras FeTMPyP e
FeTPPS4 em tampao universal 60 mM, pH 5,0 contendo EDTA 0,1 mM, eram
desoxigenadas e a adicdo de aliquotas eram realizada mantendo-se a atmosfera
anaerobica.

Para o estudo da evolu¢ao temporal da nitrosilacio de FeTMPyP e de
FeTPPS4 em fun¢do da concentracdo de SNAP as aliquotas de solucao de SNAP
eram diretamente adicionadas a cubeta com solug¢do de porfirina (7uM) nas
propor¢des molares de aproximadamente 1:1, 2:1 e 4:1 em relagdo a porfirina. As
concentragdes de porfirina e SNAP foram recalculadas a partir do espectro de
absorgao.

A medida do branco era realizada com a cubeta contendo o tampao. Apds a
adicao das porfirinas o primeiro espectro Optico era obtido e, a partir deste, a

aliquota de SNAP era adicionada e os espectros subseqiientes obtidos em
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intervalos regulares (de 30 em 30 segundos). A nitrosilagdo em fungdo do tempo

foi observada através da variagao dos espectros Opticos.

Cinética em O.,.

Para as medidas de cinética em ambiente aerobico, adicionava-se SNAP em
concentragdo de ~ 14 uM (~2:1 em relacdo a porfirina) a cubeta, e acompa-
nhavam-se as mudangas espectrais através do espectrofotdmetro ja pré-
programado. Os experimentos foram também realizados em presenca de micelas,
para avaliar sua influéncia na estabilidade das nitrosil-Fe-porfirinas em presenca

de oxigénio.

Estabilidade das NO-porfirinas por micelas

Para investigar, através da técnica de absor¢do oOtica, a influéncia de micelas
catidbnicas CTAB e anionicas SDS na estabilidade de NO-FeTPPS; e NO-
FeTMPyP, respectivamente, em valores altos e baixos de pH (pH 5,0 e 8§,0),
quando expostas a ambientes oxigenados, solu¢des de Fe-porfirinas 10 uM eram
preparadas diretamente nas cubetas, partindo de solugdes estoque de FeTMPyP ou
FeTPPS4 ~ 2 mM. Iniciava-se a reagao de nitrosilacao apds adigdo de SNAP. As
solucdes estoque de SNAP 20mM eram preparadas imediatamente antes de cada
experimento, ¢ a adi¢do era feita diretamente na cubeta, resultando em
concentragdo molar de ~ 4:1 relativa a Fe-porfirina.

Em valores de pH 5.0 e 8.0, ambas as porfirinas eram nitrosiladas em
ambiente anaerébico por adigdo de aliquotas convenientes de SNAP, antes das
medidas da evolucdo dos espectros como funcdo do tempo, em presenca de
oxigeénio.

Com intuito de estudar a influéncia de micelas na estabilidade das Fe-
porfirinas nitrosiladas como fun¢do do tempo, os detergentes eram adicionados de
solugdes estoque 200 mM previamente desoxigenadas, de modo a alcancar
concentragdes finais de 20 mM. Condi¢cdes de atmosfera anaerdbica foram
alcancadas apos fluxo continuo de nitrogénio puro diretamente nas cubetas.

Apos medidas iniciais dos espectros de absorcao oOtica das ferro-porfirinas
nitrosiladas em solucdes de detergentes iOnicos, as cubetas foram expostas a
oxigénio e sucessivas medidas como fun¢do do tempo de exposi¢do foram

realizadas. Estas sucessivas medidas serdo confrontadas com os espectros das
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ferro-porfirinas ndo nitrosiladas em solu¢des micelares também a valores altos e
baixos de pH, e desta maneira determinaremos se realmente, em presenca de
oxigénio as micelas i0nicas foram capazes de preservar as ferro-porfirinas

nitrosiladas.

Nitrosilagcao de mioglobinas

Com intuito de analisar a nitrosilagdo de mioglobinas por SNAP,
preparamos uma solucdo tampao universal a 60 mM em pH 5,0. Contando com a
mesma cubeta de capacidade 4 ml, esta solucdo foi desoxigenada também por
fluxo de Ny, o que rendeu o branco da nossa experiéncia. Com a ajuda da
microseringa gas tigth, adicionamos uma aliquota de mioglobina de forma que sua
concentracdo final fosse de 7uM, entdo, medimos o primeiro espectro Otico
caracteristico desta mioglobina. O acompanhamento da evolugdo temporal deste
espectro, foi tomado em intervalos de tempo regulares apds a cuidadosa adicao de
SNAP, que se fez também com o uso das microseringas de forma a ser mantida a
mesma condi¢do experimental de atmosfera anaerdbia. Realizamos a nitrosilagao

com SNAP a 7uM e a 28 uM.

Nitrosilagao das Ferro-porfirinas incorporadas em albumina bovina

Esta se¢do destina-se a descrever os procedimentos experimentais para a
investigagdo por absorcdo Otica da influéncia da albumina bovina na nitrosilagao
por SNAP das ferro-porfirinas Fe-TPPS,/TMpyP. Para estas experiéncias,
trabalharemos com solugdo tampao tris (50 mM) a pH 7,4. Em atmosfera
oxigenada, as ferro-porfirinas foram cuidadosamente adicionadas resultando em
concentragdes finais de 7uM na cubeta. Os primeiros espectros Oticos foram
tomados. A partir dai, usando-se micro pipetas, aliquotas de albumina sao
adicionadas até que a concentragdo final na cubeta alcance 16 uM
aproximadamente. Esta solucdo serd desoxigenada aproximadamente por 10
minutos em fluxo continuo de N,. Com o cuidado de manter as mesmas condi¢des
anaerdbias, e com o auxilio da micro seringa "gas tight", colocamos SNAP em
uma concentra¢cdao de 14 uM na cubeta. Finalmente, com o espectrofotometro pré

programado, seguimos a nitrosilagdo da solucdo porfirina / albumina.
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4.3.2

Ressonéancia Paramagnética Eletrénica

Cinética de nitrosilacao

Uma vez que a caracterizagdo pela técnica de espectrometria de absor¢ao
optica € incompleta para estudar complexos paramagnéticos, a EPR sera utilizada
para caracterizar as diferentes estruturas formadas durante as etapas da cinética de
ligagdo ao 6xido nitrico da FeTMPyP e FeTPPS,. Para investigar os complexos
formados durante a nitrosilagao das ferro-porfirinas diméricas € monoméricas, as
amostras foram preparadas em valores de pH acima e abaixo da transi¢ao
mondmero-dimero em ambientes desoxigenados por fluxo continuo de N, & A
partir dai, submetidas ao doador de oOxido nitrico SNAP (S-nitroso-N-
acetilpencilamina).

A adicdo de SNAP marca o inicio das reagdes de nitrosilagdo. Como as
medidas de EPR sdo realizadas em temperatura de N, liquido, 77 K, pequenas
aliquotas sdo retiradas do ensaio que comporta as solugdes reagentes, com micro-
seringa Hamilton, em intervalos de tempos regulares, sao transferidas para porta-
amostras e rapidamente congeladas em N, liquido. A retirada das aliquotas segue
intervalos maiores para valores altos de pH devido a cinética mais lenta na reagao
com dimeros, como ja observado dos resultados de absorc¢ao dtica. Usando como
porta-amostra pequenos recipientes plasticos, com cerca de capacidade de 100
uM. Possuindo vedagdo na base inferior por uma tampa de teflon coberta por uma
fina camada de 6leo mineral (Nujol), depositaremos cuidadosamente as aliquotas
na interface mantendo assim condi¢des anaerobicas. As amostras sao submetidas a
congelamento rapido em nitrogénio liquido. Com este procedimento

interrompemos a reagdo de nitrosilagdo em diversas etapas.

Estabilidade das NO-porfirinas por micelas

Para determinar a influéncia de micelas catidnicas CTAB e anidnicas SDS
na preservagao das ferro-porfirinas TMPyP e TPPS,; nitrosiladas por SNAP,
mudancas conformacionais serdo acompanhadas pela técnica de EPR apds a

oxigenagdo destes complexos nitrosilados em solu¢des micelares.
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Finalizada a nitrosilagdo por adicdo de SNAP (como descrito acima para a
técnica de absorcao oOtica), a adi¢do de detergentes i6nicos 20mM segue-se com 0
uso da micro-seringa garantindo que todas as etapas do processo ocorram em um
ambiente realmente desoxigenado. Para que seja possivel verificar a eficiéncia da
blindagem micelar na preservagdo das NO-Fe*?Porfirinas, esta amostra passara
por exposi¢do ao oxigénio e entdo, aliquotas serdo retiradas 3 minutos e uma hora
apods o inicio da exposicao.

Uma vez que as medidas de EPR devem ser realizadas em temperatura de
N, liquido, 77 K, apds o inicio da exposicdo ao oxigénio, as pequenas aliquotas
sdo também retiradas com micro-seringa Hamilton sendo transferidas para o

porta-amostras que sera rapidamente congelado em N, liquido.

433

Determinagao da constante de ligagao de Fe-porfirinas a albumina

Para determinar a constante de associagdo, vamos considerar que a ligagdo

da ferro-porfirinas, P, a albumina BSA segue a equagdo de equilibrio abaixo:

P + BSA <X 5 p_BSA

Onde K ¢ a constante de associa¢do. A constante de dissociacdo K; ¢ o
inverso de K. A constante de dissociagdo K, pode ser escrita como:

Como as concentragdes totais de porfirina [P;] e albumina [BSA4,] em
solugdo sdo iguais as somas das concentracdes livre e ligada entdo:

7 ]=[P]+[P-BSA]
[BS4, | =[BS4]+[P-BS4] #2)

Substituindo a equagdo para a concentragdo total de porfirina na equagdo

(4.1) temos
_(#]-[P-Bs4]))[Bs4]
K, = [P—Bs4] (4.3)
A Eq. 4.3 pode ser re-escrita como:
[P-BS4]  [BSA] 44)

[p] Ky +[BsA]
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onde se pode observar que o primeiro termo ¢ a fracao de porfirina ligada,
que denominaremos f5. Nos casos em que [BSA]=[BSA,], a Eq. 4.4 ¢ utilizada
para ajustar os dados de titulagdo de P com BSA, onde [BSA(] ¢ a quantidade
conhecida. A equagdo OneSiteBind do programa Origin (Microcal) € equivalente
a Eq. 4.4, sendo que multiplicada por uma constante ajustavel B.
BX

Y = 4.5
K, +X #-5)

Uma equacdao mais geral envolvendo a fracdo de porfirina ligada e as
concentragdes totais de porfirina, [P(], e BSA, [BS4,], valida mesmo nos casos em
que [BSA] # [BSA,] pode ser obtida como se segue. Substituindo a equacdo para a
concentracao total de albumina (4.2) na equagao (4.1) temos:
[P](8S4,]- [P-Bs4])

[P-BSA]

K, = (4.6)

Pequenas manipulagcdes matemadticas nos levam a uma relagdo entre a
concentracdo de porfirinas ligadas a BSA ([P-BSA]) e a constante de dissociacao
K.

[PIBs4,]
K, +[P]

Sendo f; a fracdo de porfirinas livres, € bem claro que f, + fr= 1. Logo

[P-BSA]= (4.7)

- f; =% (4.8)

Substituindo-se [P] da Eq. 4.8 na Eq. 4.7 tem-se a expressao:

[854,1(1- 1)
fb:Kd +[R](- 1) 49

A solugdo para a equagdo de segundo grau em f;, obtida a partir da Eq. 4.9,

o _lnJeky slssa]-((p) &, +[asa) ~dlp)izss )
b 217

(4.10)

Essa equacdo (4.10) pode ser utilizada para ajustar dados num modelo de
um sitio de ligagao para qualquer concentragao de BSA e P.

As constantes de dissociagdo K4 foram obtidas a partir de ajustes dos dados
experimentais de variagcdo de absorbancia, feitos em computador através do

software Origin versdo 6.0, usando a Eq. 4.5 ou a Eq. 4.10, conforme o caso.
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