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6.
Resultados e Discussao

6.1
Espectros de absorgao é6tica de S-nitrosotiodis

Apresentamos, inicialmente, o espectro de absorcdo oOtica de dois S-

nitrosotiois, na faixa de 250 a 500 nm (Fig. 6.1). Os S-nitrosotidis possuem uma

absor¢do caracteristica no ultravioleta préximo (330-350nm) com coeficientes de

absor¢do molar ~ 10° M 'em™.
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Figura 6.1 Espectro de absorgdo dos S-nitrosotidis GSNO e SNAP 100 uM, em

tampéo Tris pH 7.4, EDTA 0,2 mM. (A) Banda na regido do uv-préximo; (B) regiao

visivel. Em pH acido o espectro nao sofre modificagao.

O derivado S-nitrosilado da glutationa GSNO apresenta um pico em 334 nm

com €334 =0,90x 10° M 'em™ (DeMaster et al., 1995) enquanto que para o
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SNAP o pico aparece em 338 nm com €333 = 0,89 X 10° M'em™ (Cook et al.,
1996). Os valores desses coeficientes variam bastante (até ~30%), de autor para
autor.

Em comprimentos de onda abaixo de 270 nm (GSNO), ou 280 nm (SNAP),
cresce uma banda com pico em torno de 190-230 nm e coeficiente de absorcao
molar uma ordem de grandeza maior. No visivel, as bandas de absor¢ao dos S-
nitrosotidis apresentam coeficientes de absor¢do molar duas ordens de grandeza

menores.

6.2
Nitrosagao da albumina bovina em meio acido

Para observar a evolu¢ao dos espectros de absor¢do de BSA devido ao
tratamento com nitrito em meio acido, seguimos o procedimento descrito na
Secdo 5.3. E importante ter em mente que o tratamento em meio acido desnatura
irreversivelmente a BSA. No espectrofotdmetro registramos o branco com a
solucdo de BSA (0,5 mM) em 0,5 M HCI. Separadamente, em outra cubeta,
preparamos BSA nas mesmas condi¢des, mas adicionando nitrito na propor¢ao de
1 para 1 em relacdo a BSA (0,5 mM). Imediatamente ap6s adicionarmos o nitrito
inicilamos as medidas da absorvancia. O primeiro espectro diferencial foi
registrado logo apds adi¢ao de nitrito e espectros subseqiientes foram tomados em
intervalos de tempo de cinco minutos. A Fig. 6.2 mostra alguns dos espectros de
absor¢do obtidos nesse experimento.

A queda abrupta dos espectros para comprimentos de onda abaixo de
300 nm nao ¢ resultado confiavel, pois a absorvancia da BSA, usada como branco,

j& € muito grande na regido (saturagao).
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Figura 6.2 Evolucdo temporal do espectro diferencial de absorcdo de novos

cromdéforos gerados durante a reacao de albumina bovina (0,5 mM) com NaNO,/HCI.
HCI 0.5M e nitrito na proporgéo de 1 : 1 em relagao a BSA. Em preto, espectros tomados
de cinco em cinco minutos; em cinza escuro, de 10 em 10 minutos; em cinza claro, em
150 e 210 minutos; pontilhados, espectros tomados depois de 24h, com 2h de diferencga
(amostra armazenada a 4°C). Inserido acima, a direita, encontra-se o grafico da

absorvancia em 334 nm em fung&o do tempo.

Observa-se o crescimento da absorvancia, entre 300 e 400 nm, com o pico
deslocando-se em direcdo a comprimentos de onda maiores, até estabilizar-se em
336 nm. H4, portanto, formagao de mais de uma espécie.

O espectro que se desenvolve mais rapidamente €, provavelmente, devido a
jé& bastante conhecida albumina S-nitrosilada em seu unico residuo de cisteina,
Cys 34. Reacdes de nitrosacdo em outros residuos de aminodcidos, que sdo de
nosso interesse neste trabalho, estdo ocorrendo. Zhang et al. (1996) sugeriram que
o espectro com formagao lenta era proveniente de N-nitrosacdo dos residuos de

triptofano da albumina.
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Para analisar as espécies formadas nos diferentes intervalos de tempo da
reacdo, fizemos subtracdes entre espectros da Fig. 6.2. Os resultados sao

apresentados na Fig. 6.3.
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Figura 6.3 Subtragédo entre os espectros diferenciais de absorgdo da Fig. 6.2, de

BSA (0.5 mM) com nitrito na propor¢do de 1 para 1, entre os tempos indicados no

grafico.

A(s) espécie(s) formada(s) inicialmente, nos primeiros 5 a 10 min apresenta(m)
pico em 316 nm. Surpreendentemente esses espectros ndo se parecem ao de
espécies S-nitrosiladas, que deveriam estar se formando rapidamente. Uma
indicagdo de que a S-nitrosilagdo estd realmente ocorrendo ¢ obtida pela
ampliacdo da regido visivel do espectro (Fig. 6.4), onde aparece a banda em
545 nm caracteristica de S-nitroso cisteina. A(s) espécie(s) formada(s) apos
aproximadamente quarenta minutos apresenta(m) pico em 336 nm. Nessas
espécies, observam-se pequenas ondulagdes em 420 e 438 nm, que acompanham o
crescimento do pico de 336 nm, e portanto parecem estar associados as espécies
com formagao lenta.

Como tanto os S-nitrosotidis como os residuos de N-nitroso-triptofano
apresentam pico de absor¢do em ~ 330 a 340 nm, amplificamos a absorvancia na
regido visivel para tentar observar a banda de baixa densidade oOtica caracteristica

dos S-nitrosotidis. De fato, observa-se na Fig. 6.4 o pico em 542 nm,
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caracteristico de GSNO e CysNO, cujo crescimento em fun¢do do tempo aparece
no grafico inserido a direita, nessa figura. Ajustando os dados a seguinte fungao:
A= Ao[l - exp_—tJ
O

obtivemos a constante de tempo 7; =25 min, associada ao crescimento da
absorc¢ao, com Ay = 0,0075.

Stamler et al. (1992) encontraram &s45 = 47 M lem™ para S-nitroso BSA,
enquanto Holmes e Williams (2000) encontraram €s45 = 20 M 'em™ para GSNO.
Lembrando que A =¢c £ e utilizando os coeficientes de absorcdo da literatura
acima, calculam-se concentracoes [SNO-BSA] = 0.16 mM e 0.37 mM,
respectivamente, a partir de Ag=0.0075. Isso nos diz que de 32 a 74% de BSA foi

S-nitrosilada.
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Figura 6.4 Regido visivel de alguns dos espectros da Fig. 6.2, com o grafico da

absorvancia em 542 nm em fungéo do tempo.

Utilizando o 7; =25 min, para S-nitrosilacdo, ajustamos o grafico de Asss

em fung¢do do tempo, da Fig. 6.2, usando a func¢ao:

A= Al(l - exp_—tj i Az[l - exp_—tJ
(3 %]

Os parametros de ajuste obtidos mantendo fixo z; =25 min foram: 4,=0,3;

A,=0,6; =120 min. De acordo com esse ajuste, a absorvancia 4;= 0.3 seria a
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contribuicdo de BSA S-nitrosilada enquanto 4,=0,6 seria a contribuigdo de
triptofano nitrosado. Tomando A;, e as concentragdes estimadas acima, podemos
calcular que o coeficiente de absor¢ao molar em 334 nm para a BSA S-nitrosilada
encontra-se na faixa de g334 = 0,81 - 10° M 'em™ a 1,9 - 10° M 'cm™. Essa faixa
esta mais de acordo com os coeficientes encontrados para diversos S-nitrosotiois
do que o valor encontrado por Stamler et al. (1992) 335 = 3,9 - 10’ M"'ecm™". Dos
nossos experimentos fica claro que o valor superestimado por Stamler et al.
deveu-se a nitrosacdo de triptofano da BSA que ocorreu concomitantemente a S-

nitrosilacdo e ndo foi levada em conta pelos autores.

Estabilidade das espécies e controle da amostra

No dia seguinte ao experimento que levou aos resultados da Fig. 6.2 (mais
ou menos 24h apos o encerramento da experiéncia), tomamos a cubeta contendo a
amostra, que foi guardada no refrigerador, e medimos sua absorvancia. O espectro
sofreu significativa mudanca em sua forma e houve uma redu¢ao no pico em
336 nm (ver na Fig. 6.2 os espectros pontilhados). Apds duas horas medimos
novamente o espectro de absor¢do, que apresentou aumento, sem modificagdo da
forma.

Ainda nesse dia, diluimos 20 vezes tanto a amostra controle como a amostra
tratada com nitrito, para observar a regido do espectro abaixo de 300 nm.

A Fig. 6.5 apresenta os espectros dessas amostras diluidas BSA (25 uM).
Estas medidas nos mostram o pico de absor¢do dos residuos aromadticos da
molécula de BSA, em 278 nm. A partir do espectro continuo pudemos conferir a
concentracdo de BSA. Utilizando &;73 = 4.43 - 10* M'em™ para BSA (Peters,
1960) encontra-se [BSA] =23 uM, o que concorda bastante bem com os 25 uM

preparados a partir de pesagem seguida de diluicdo.
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Figura 6.5 Espectros das amostras de BSA (branco e com nitrito 1:1)

correspondentes aos resultados da Fig. 6.2 diluidas 20 vezes (25uM) em 0.5 M HCI.

Esse experimento foi feito no dia seguinte ao tratamento com nitrito.

Na Fig. 6.5 notam-se as alteragdes nos espectros, devido ao tratamento com
nitrito, entre 300 e 450 nm. Estas sdo bastante pequenas quando comparadas com
o pico de BSA em 278 nm, justificando o uso de absorcdo diferencial para
observar nitrosagdo/nitrosilagdo. Verificamos também que, acima de 300 a
310 nm, pode-se trabalhar adequadamente com espectros diferenciais, pois nessa
regido, mesmo em concentragdes 10 a 20 vezes maiores, a absorvancia da proteina
¢ suficientemente baixa para ndo distorcer esses espectros. Abaixo de 300 nm, os
valores altos da absorvancia da albumina tornam os espectros diferenciais nao
confidveis. H4 uma queda abrupta e o ruido predomina, como se observa na

Fig. 6.2.
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6.3
Comparacgao entre nitrosagao de BSA nativa e BSA Cys-bloqueada

Com o intuito de pesquisar os espectros de absor¢do de outros residuos de
aminoacidos que sofrem nitrosacdo além da Cys 34 da albumina bovina (BSA),
realizamos dois experimentos para comparar a evolucdo temporal da cinética de
reacdo de nitrosacdo em BSA nativa e em BSA com o grupo SH bloqueado
através de tratamento com N-etil-maleimida.

Utilizamos o mesmo procedimento experimental realizado na sec¢do anterior,
6.2, porém usamos a concentracdo de BSA (nativa e bloqueada) em 0.25 mM e
aumentamos a concentracdo de nitrito usando a relacao nitrito/BSA de 16:1.
Assim, garantimos excesso de nitrito em relacdo aos sitios de nitrosilagdo e
obtivemos uma evolucdo temporal dos espectros bem mais rapida.

A Fig. 6.6 mostra a evolu¢ao temporal dos espectros de absorcdo UV-Vis
dos novos cromoéforos gerados em BSA nativa e BSA-NEM durante o curso da

reacdo com nitrito/HCI.

BSA 0.25 mM + NaNO, 16:1 BSA-NEM 0.25 mM + NaNO, 16:1
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Figura 6.6 Espectros de absorvancia diferencial dos novos croméforos gerados

durante a reagdo com nitrito (4 mM) em meio &cido (HCI 0,25 M) de BSA (0.25 mM)
nativa (A) e BSA tratada com NEM para bloquear a Cys 34 (B). A legenda de tempo na
figura indica a evolugdo temporal dos espectros, com maximo de absorvancia no

comprimento de onda de 336 nm.
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A absorvancia aumentou gradualmente durante todo o tempo de observagao,
tanto na BSA nativa quanto na BSA bloqueada, como podemos ver na Fig. 6.6.
Sabe-se que o grupo SH da BSA ¢ rapidamente nitrosado apds a adi¢do de nitrito
em meio acido. Os cromoforos produzidos no decorrer da reagdo com esta alta
concentragdo de nitrito foram, entdo, derivados de outros residuos de aminoacido,
pois se assim nao fosse ndo obteriamos o aumento da absorvancia na BSA com a
Cys covalentemente bloqueada.

Vemos, pela comparagao dos espectros das Fig. 6.6 A e B, que a forma e os
picos sdo bem similares. Observa-se que, devido a alta concentracdo de
nitrito/BSA, ultrapassou-se a faixa de linearidade para a absorvancia (1,0; lei de
Beer-Lambert), chegando a valores de até 1,8. Estes resultados, porém, nao foram
descartados. O grafico da Fig. 6.7 mostra a absorvancia em 336 nm, tirada dos
espectros de BSA nativa e bloqueada, em fun¢do do tempo de reagdo. Os valores
de absorvancia acima da unidade foram corrigidos através de fatores obtidos

experimentalmente (Tumang, 2005).
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Figura 6.7 Comparacéao entre a evolugao temporal dos maximos de absorgao, em

336 nm, entre a BSA nativa e a bloqueada com NEM.

Os dados da Fig. 6.7 foram ajustados através da expressao

A=Ay A [1 — exp(~t/1)] .
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A partir dos ajustes dos dados de BSA-NEM e usando A = ¢ ¢ £, estimamos
o coeficiente de absor¢do molar das espécies nao relacionadas a CysSNO
(Ag=0.09; A;=1,71; T=36 min: e333= A;/c=6,8 x 10° M'em™"). Estimamos
também o coeficiente de absor¢do molar da espécie formada rapidamente na BSA
nativa, (Aona—Ao0blog= 0,40; €336= (AOnar—A0pleq) / ¢ = 1,6 X 10° M! cm_l, com
T =28 min). Observa-se que esse ultimo estd dentro da faixa estimada para SNO-

BSA na Secdo 6.2, acima.

6.4
Nitrosagao da insulina para comparagao com a albumina bovina

Com o intuito de pesquisar as reagdes de nitrosacdo em residuos de
aminoacidos diferentes dos residuos de cisteina e triptofano, para comparagao
com os resultados anteriores, escolhemos a insulina bovina para reagir com o
nitrito/HCI. Nossa escolha foi baseada no fato de a insulina bovina ndo possuir
residuos de triptofano em sua estrutura e, também, ndo possuir grupo SH livre nos
residuos de cisteina, pois todos formam pontes dissulfeto. Esta proteina possui
seis residuos de cisteina, formando duas pontes dissulfeto intercadeias e uma
intracadeia.

Para obter os espectros diferenciais de absor¢ao mostrados na Fig. 6.8,
utilizamos como branco insulina em concentragdo de 0,25 mM e HCl em
concentragdo de 0,25 M e para a amostra foi acrescido nitrito em concentragdo de
1,0 mM, propor¢do de 4 para 1 em relagdo a insulina. Imediatamente apos a
adicao do nitrito foram levantados os espectros de absor¢ao de 10 em 10 minutos,
como mostrado na Fig. 6.8.

A absorvancia teve aumento gradual e pequeno durante o tempo de
observagdo do experimento. Essa variagdo muito pequena mostra que os
cromoéforos observados nas seg¢des anteriores 6.2 e 6.3, na reacao de nitrito com
BSA, estao realmente associados as reagdes de nitrosagao dos residuos de cisteina

e triptofano.
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Insulina 0.25 mM + nitrito 4:1 (reacgao acida, HCI 0,25 M)

Intervalo de tempo Subtrag&o nitrito
0.10 + A entre espectros: 10 min 0.10 4 B 25% nitrito consumido
00514 Ins+nitr 95 min
.o )
o 0.06
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Figura 6.8 (A) Espectros de absorvancia diferencial de novos cromdéforos gerados

durante a reagao de insulina bovina (0.25 mM), HCI (0.25 M) e nitrito (1 mM). Evolugcao
temporal da reag&o com nitrito: espectros obtidos com intervalos de tempo de 10 min. (B)
Espectro inferior: nitrito 0.25 mM. Espectro superior: insulina com nitrito, registrado
depois de 95 min de reacgdo. Espectro intermediario, subtragao: espectro superior menos
espectro de nitrito 0.75 mM. A subtragdo mostra que durante o tempo de observagao do

experimento foi consumido aproximadamente 25% do nitrito adicionado em t = 0.

Analisando os espectros da Fig. 6.8 A vemos que nessa concentragdo de
nitrito (1 mM) o espectro de absor¢do do nitrito sobressai. A absor¢ao de
nitrito/HCI ¢ caracterizada por seis picos entre 300 e 400 nm, sendo os mais
resolvidos em Ans de 347, 358, 371, e 386 nm; pequenas ondulagdes 336 e
326 nm também aparecem. A Fig. 6.8 B, que mostra a subtracdo do espectro
devido a nitrito para observar apenas o espectro da espécie resultante da reacao,
permite inferir que 25% do nitrito adicionado foram consumidos na reacao,
durante os 95 minutos de observagdo. A velocidade da reagdo ¢é baixa se
comparada a da BSA.

Comparamos os resultados obtidos com insulina com os obtidos por Zhang
et al. (1996), em que os autores registraram os espectros de absor¢cao UV-Vis de
cromoforos gerados durante a reacao do dipeptideo Gly-Tyr (glicil-tirosina) com
nitrito/HCL. Os espectros sdo muito semelhantes, o que nos permite sugerir que as
reagOes de nitrosagdo na insulina bovina envolvem residuos de tirosina. De fato,

essa proteina possui quatro residuos de tirosina, dois em cada cadeia.
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6.5
Comparacgao entre nitrosagcao de albumina bovina e humana

Para comparar os efeitos de nitrosacdo da albumina bovina (BSA — 2 Trp
nas posi¢oes 134 e 212 da cadeia) com a humana (HSA — 1 Trp na posi¢do 214 da
cadeia), repetimos os experimentos ja descritos na Se¢do 6.2, com BSA e com
HSA. Utilizamos concentragdao de proteina 4 vezes menor, para ndo sair da faixa
de linearidade dos espectros. Com amostra de BSA ou HSA 0,125 mM e HCI na
concentragdo de 0,5 M, fizemos a medicdo do branco. Apos, foi adicionada
aliquota de uma solu¢do de NaNO; de modo que a concentracdo na cubeta tivesse
propor¢ao molar de 1:1 ou 4:1 em relacdo a albumina. A partir do inicio da
reacdo, acompanhamos a evolugdo temporal dos espectros de absorcdo em

intervalos de 5 min. Os resultados aparecem na Fig. 6.9.
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Figura 6.9 Evolugédo temporal dos espectros de absorgéo diferencial de albumina

bovina (BSA) e albumina humana (HSA) em concentragdo de 0,125 mM, tratadas com
nitrito de sédio (NaNO,) em concentragdes de 0,125 mM (1:1) e 0,5 mM, (4:1), em meio
acido. Os espectros iniciais (7 primeiros) correspondem a intervalos de tempo de 5 min;

0s seguintes correspondem a intervalos de 10 min.
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Houve o crescimento da absorvancia com maximo entre 335 e 340 nm,
caracteristica tanto de S-nitrosilagdo de residuos de Cys quanto de N-nitrosacao de
residuos de Trp, conforme ja esperado face aos resultados dos experimentos
anteriores. Para comparagdo, ¢ importante observar que as escalas de absorvancia
para BSA (A e B) tém limite superior duas vezes maior do que para HSA (C e D).
Isso ja sugere que em BSA hé formagdo de mais espécies nitrosiladas do que em
HSA. Com base nos resultados com insulina, acredita-se que, com referéncia a
reacdo acida com nitrito, a diferenca entre BSA e HSA seja nitrosagao do Trp 134
de BSA, ja que Trp 212 de BSA deve ser muito semelhante ao Trp 214 de HSA
em termos de vizinhanga.

Em BSA, Cys 34, Trp 134 e Trp 212, devem sofrer nitrosagao, enquanto em
HSA, Cys 34 e Trp 214 sao nitrosados. Se, estruturalmente Trp 212 e Cys34
(BSA) e Trp 214 e Cys 34 (HSA) se equivalem, nossa atencdo fica voltada para o
Trp 134 da BSA como o elemento causador das diferencas registradas.

Deve-se ter em mente que, com nitrito na propor¢ao de 1:1, temos 1 nitrito
para 3 residuos que podem sofrer nitrosacdo em BSA e apenas 2 residuos em
HSA. Comparando os graficos da Fig. 6.9 A (BSA) e C (HSA) notamos um
maximo de absor¢do em 336 nm para BSA, o qual aparece deslocado para
comprimentos de onda menores em HSA, causando uma diferenca significativa na
forma dos espectros. Na reacado com HSA o consumo de nitrito parece ser bem
mais lento. Pensamos que a principal causa desta diferenca seja a auséncia do
Trp 134 na HSA.

Com nitrito na propor¢ao de 4:1 em relacdo a albumina, temos tanto em
HSA como em BSA, um excesso de nitrito em relagao aos residuos reativos.
Comparando os graficos da Fig. 6.9 B (BSA) e D (HSA), observa-se também que
a intensidade dos espectros em D ¢ aproximadamente duas vezes menor do que os
correspondentes em B. Novamente, atribuimos essa diferenca a presenca do
Trp 134 de BSA. Esses resultados, mais uma vez, confirmam os dados das segdes
anteriores: além da cisteina, o triptofano ¢ o aminoacido responsavel pelo pico de
absorvancia crescente ao longo do tempo de observagdo, sendo portanto o que
sofre nitrosacdo. A diferenca bastante significativa na intensidade dos espectros de
BSA em relagdo aos de HSA nos leva a pensar que o Trp 134, ausente na HSA,
sofre mais nitrosagao do que o Trp 212 (BSA) ou 214 (HSA).
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A Fig. 6.10 mostra o crescimento da absorvancia dos espectros da Fig. 6.9
em funcdo do tempo. Os dados experimentais relativos a HSA (Fig. 6.10 B)
foram ajustados com a fun¢do exponencial:

A=Ap+ A [l —exp(-t/t)],
onde os parametros Ay, A; e a constante de tempo T encontram-se na Tabela 6.1.
Conclui-se que o tratamento de HSA com nitrito 1:1 faz surgir uma espécie com
absorvancia pouco intensa (A;=0.071), com constante de tempo ~ 46 min

(constante cinética aparente k; ~ (t [nitr]) ' ~2,9 M 's™).
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Figura 6.10 Evolugéo temporal da absorvancia medida em 336 nm para BSA (A) e
em 330 nm para HSA (B), durante a reagao acida com nitrito na propor¢do molar de 1:1

e 4:1 em relagdo a albumina.

O tratamento com nitrito na razdo de 4:1 aceleraria a reagdo cerca de 4
vezes, fazendo reduzir a constante de tempo por um fator 4, ou seja, ~ 12 min. De
fato, observa-se na Fig. 6.10 B um salto inicial na absorvancia (2 primeiros
pontos, A); os dados seguintes foram ajustados com uma constante de tempo
maior (~ 115 min, ver Tabela 6.1). Essa constante de tempo ¢, provavelmente, de

uma segunda espécie, com absorvancia maior (A; =0.32) e constante cinética
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aparente dez vezes menor (k, ~ T [nitr])”" ~ 0,3 M 's™). Sugerimos que essas

espécies 1 e 2 sejam NO-Cys 34 e NO-Trp 214.

Tabela 6.1 Parametros do ajuste das curvas da Fig. 6.10 B com a fungéo
A= Ag+ A1 - exp(-t/7)].

HSA
Ay Ay 1 (min)
Nitrito 1:1 0.016 0.071 46
Nitrito 4:1 0.032 0.32 115

Os dados experimentais relativos a BSA (Fig. 6.10 A) foram ajustados com
a funcdo exponencial:

A=Ap+ A [l —exp(—t/t))] + Az [1 — exp(—t/12)] ,

onde os parametros A; e 1; foram mantidos fixos, com os valores obtidos
para HSA na Tabela 6.1. Os parametros A, A, e 1 ajustados por minimos
quadrados encontram-se na Tabela 6.2.

A andlise desses parametros indica que o tratamento de BSA com nitrito 1:1
faz surgir outra espécie, com absorvancia final (A, = 0,36) semelhante a da
espécie 2 de HSA (trp214, A, =0,32) constante de tempo ~ 216 min (constante
cinética aparente ks ~ 0.62 M's™"). Essa terceira espécie é, provavelmente, o NO-
Trp 134. Isso nos levaria a concluir que a constante cinética aparente de Trp 134 ¢
duas vezes maior do que a do Trp 212 (k,~ 0,3 M's™"), 0 que esta de acordo com

a maior acessibilidade do Trp 134 ao solvente.

Tabela 6.2 Parametros do ajuste das curvas da Fig. 6.10 A com a fungéo
A=Ay + A1 -exp(-t/t)] + A [1 — exp(-t/t,)].

BSA
Ao Ay 71 (min) | Az T, (min)
Nitrito 1:1 0.00 | 0.071 46 0.36 216
Nitrito 4:1 0.019 | 0.32 115 0.34 51
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O tratamento com nitrito na razao de 4:1 acelera a reacao cerca de 4 vezes.
Portanto, a constante de tempo 1, , esperada para os dados de BSA na Fig. 6.10 A,
circulos cheios, seria de 54 min (216/4). De fato, mantendo fixo 1, em 115 min, o
ajuste forneceu 1, = 51 min (Tabela 6.2), o que concorda com o valor esperado. A
absorvancia ajustada, A, =0,34 também ¢ muito semelhante a anterior. A
coeréncia entre resultados desses ajustes fortalece a atribuicdo das diferentes
espécies espectroscopicas aos residuos de Cys 34, Trp 212/214 e Trp 134.

Ainda da Tabela 6.2, para BSA tratada com nitrito na razao de 1:1, fazendo-
se (A;+ A,=0,43) obtém-se a absorvancia total das espécies nitrosiladas. Para
calculo do coeficiente de absor¢cdo molar, na suposicdo de que s6 uma espécie
estaria sendo formada, teriamos €336 = 0,43/(0,125 mM.cm) = 3,4 - 10° M'lcm'l, o
que ¢ bastante proximo do resultado de Stamler et al. (1992) &335=3.87 - 10°
M 'em™. Concluimos que esse resultado, utilizado na literatura, ndo se refere a S-

nitroso-BSA, mas a mistura de BSA S-nitrosilada e N-nitrosada.

6.6
Fluorescéncia de BSA submetida a nitrosagao

A fluorescéncia intrinseca de proteinas deve-se, principalmente, a residuos
de triptofano. Com o objetivo de verificar a extensdo dos efeitos de tratamento
com nitrito/HCl sobre os residuos de Trp de BSA e HSA, realizamos
experimentos de fluorescéncia intrinseca dessas proteinas, utilizando excitacdo em
280 nm.

Inicialmente, tomamos as amostras referentes a Secdo 6.3, em que BSA
(0,25 mM) nativa e tratada com NEM para bloquear Cys 34 foram submetidas a
tratamento 4cido com nitrito na razdo molar de 16:1. No dia seguinte ao
tratamento (amostras mantidas a 4°C) realizamos dilui¢des de 100 vezes em HCI
0,25 M, imediatamente antes de registrar o espectro de fluorescéncia, tanto nas
amostras que sofreram tratamento com nitrito quanto nas amostras controle. Essa
dilui¢do foi necessaria para evitar efeitos de filtro interno. Os espectros de
fluorescéncia, apresentados na Fig. 6.11, foram tomados, portanto, em amostras

de BSA em concentragdo de 2,5 uM.
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Figura 6.11 Espectros de fluorescéncia obtidos a partir das amostras utilizadas na
medida de absorg¢ao da Secéao 6.3, diluidas 100 vezes imediatamente antes da obtengao

dos espectros.

Os espectros obtidos no espectrofluorimetro foram muito interessantes pois
apresentaram variagdes marcantes. A Fig. 6.11 mostra que apos as reagdes de
nitrosa¢do ocorreu reducdo da fluorescéncia e deslocamento do pico para o azul.
A BSA nativa (linhas pretas) apresentou uma redug@o de 57% na intensidade e um
deslocamento do pico de 326 para 318 nm. Uma modificagdo similar ocorreu com
BSA tratada com NEM (linhas cinzentas) com uma reducdo de 49% em
intensidade e deslocamento de 326 para 320 nm. Essas modifica¢cdes nos
espectros, devido principalmente a emissdo de triptofano, vém confirmar que os
residuos de triptofano — Trp 134 e Trp 212 — sofrem modificagdo no anel indol,
responsavel pela fluorescéncia.

As diluicdes e medidas de fluorescéncia foram repetidas no dia seguinte,
ndo tendo sido observadas alteragdes significativas, mostrando que as alteragdes

nos residuos de Trp j& tinham atingido o equilibrio.
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6.7
Cinética de modificagao de residuos de triptofano por fluorescéncia

Seguindo nosso objetivo, de pesquisar as modificagdes nos residuos de
triptofano causadas pela reacdo acida com nitrito, delineamos outros experimentos
em busca de novos dados de fluorescéncia.

Inicialmente obtivemos os espectros de emissdao de fluorescéncia de BSA e
de HSA em pH 7.4 e em HC1 0,25 M. Os resultados sdo apresentados na Fig. 6.12.

Como BSA tem dois residuos de triptofano (Trp 134 e Trp 212) e HSA tem
apenas um (Trp 214), um fator 2 entre as intensidades de fluorescéncia seria
previsivel caso os residuos tivessem rendimento quantico semelhantes. A
Fig. 6.12 mostra que isso realmente ocorre em HCI, mas que em pH 7,4 o pico de
BSA ¢ mais que o dobro do de HSA (Fpaxsa/Fmaxisa = 3). Isso indica que em pH
neutro o rendimento quantico do Trp 134 de BSA ¢ bem maior do que o dos

Trp equivalentes nas duas albuminas (214 em HSA e 212 em BSA).
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Figura 6.12 Espectros de fluorescéncia de BSA (pretos) e HSA (cinzentos), ambas
em concentracdo 2,0 uM, em pH 7,4 (curvas continuas) e em solu¢do de HCI 0,25 M

(curvas pontilhadas).
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Quanto a posicao dos picos, indicadas na Fig. 6.12, tanto em pH 7,4 (linhas
continuas) quanto em HCI (linhas pontilhadas) o pico de HSA encontra-se
deslocado para comprimentos de onda menores, em relagao ao de BSA, por cerca
de 10 nm.

Em seguida, amostras de BSA e HSA com concentragdes de 0,25 mM em
meio acido (HCI 0,25 M) foram tratadas com nitrito (1,0 mM, relagdo 4:1), da
mesma forma que na Se¢do 6.5. Para medidas de fluorescéncia, aliquotas das
solucdes, antes da adi¢dao de nitrito e em diferentes tempos de reacdo, iam sendo
retiradas e diluidas 100 vezes em tampdo TRIS 50 mM, pH 7,4. Logo apos a
dilui¢do ( ~ 20 s), iniciava-se a varredura temporal da fluorescéncia excitada em
280 nm e detectada em 338 nm, ndo sO para observar a dependéncia da
fluorescéncia com o tempo de reacdo com nitrito como também para verificar a
estabilidade em pH neutro dos residuos de triptofano modificados durante a
reagao.

A Fig. 6.13 mostra alguns dos gréaficos de fluorescéncia em funcdo do
tempo para BSA (A) e para HSA (B). E importante lembrar que a iluminagéo
continua das amostras com a luz de excitacao produz foto-degradacdo e portanto
reducdo de fluorescéncia do triptofano. Nos graficos da Fig. 6.13 esse efeito
aparece superposto a outros que passamos a analisar.

A fluorescéncia do triptofano diminui com o tempo de reagdo em ambas
albuminas. No entanto, em fun¢@o do tempo em pH neutro, apds diluicdo, a BSA
apresenta uma fase inicial de recuperacdo parcial da fluorescéncia. Essa fase ndo ¢
observada na primeira aliquota de BSA (ndo tratada com nitrito), indicando que
nao ¢ um efeito retardado da variacdo brusca de pH. Essa fase de recuperacao da
fluorescéncia esta ausente em HSA, indicando que esta associada a fluorescéncia
do Trp134 da BSA. O fato da fluorescéncia de BSA ser parcialmente recuperada
quando a proteina volta a pH fisiologico, etapa que ndo ocorre com HSA, sugere
que NO pode, em pH neutro, estar sendo liberado do residuo Trp134, inexistente

na HSA.
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Figura 6.13 Fluorescéncia de BSA e HSA em fungdo do tempo, com inicio
imediatamente apos diluicdo em pH 7,4. Sdo apresentadas curvas obtidas apos

diferentes periodos de tratamento com nitrito.

Para analisar os dados de decréscimo da fluorescéncia, fizemos o grafico da
intensidade de fluorescéncia, logo apos a diluicao, em funcao do tempo de reacao
acida com nitrito. O resultado aparece na Fig. 6.14 A. Analisando os dados
concluimos que estd ocorrendo reducdo de fluorescéncia dos residuos de
triptofano da albumina, ~20% para BSA e ~25% para HSA, causados pelo

tratamento com nitrito, durante a primeira meia hora de tratamento.
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Figura 6.14 Fluorescéncia de HSA e de BSA em fungdo do tempo, com inicio
imediatamente apo6s diluicdo em pH 7,4. Sdo apresentadas curvas obtidas apos

diferentes periodos de tratamento com nitrito.
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A Fig. 6.14 B mostra a recuperagdo parcial da fluorescéncia de BSA em
fun¢do do tempo de reagdo com nitrito. A linha pontilhada indica que para HSA
ndo ha essa fase de recuperacdo. No caso dessa recuperagdo estar associada a
liberacao de NO, verifica-se que depois de cerca de 20 a 30 min de reagdo nao ha
mais incremento na liberagao.

Os resultados da Fig. 6.14 A apresentam uma cinética mais rapida do que
os obtidos através de absorcao Otica, na Secdo 6.5, em que se observou uma
cinética bem mais lenta de aparecimento do espectro atribuido a nitrosilacao de
residuos de triptofano. E importante lembrar os procedimentos para as medidas de
fluorescéncia foram bem diferentes dos de absor¢ao otica. As medidas de
fluorescéncia foram feitas em pH neutro, apesar da reagdo ter sido desenvolvida
em pH acido. Pode ter havido, portanto, renaturagao parcial das albuminas. Como
desdobramento deste trabalho, fica a sugestdo de observar o decaimento do sinal

de absor¢do em pH neutro.
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