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Resumo

Vilhena, Fernando de Souza Dias dos Santos; Louro, S6nia Renaux
Wanderley. Mecanismos de nitrosilagido de ferro-porfirinas por SNAP:
cinética de reacao e estabilidade em ambiente aerdbico. Rio de Janeiro,
2006, 161 p. Tese de Doutorado - Departamento de Fisica, Pontificia
Universidade Catolica do Rio de Janeiro.

Viarios complexos metalicos tém sido identificados como alvos para a
ligacdo de oxido nitrico. Para que estes complexos possam ser usados com
eficiéncia e seguranga em aplicagcdes medicinais, tem-se como meta compreender
suas propriedades cinéticas e estruturais em modelos cada vez mais realisticos.
Neste trabalho foram utilizadas as técnicas de absor¢do oOtica ¢ de ressonancia
paramagnética eletronica para estudar a nitrosilacdo de duas porfirinas férricas
soluveis em agua, FeTMPyP, porfirina catidnica, e FeTPPS,, porfirina anidnica,
pelo doador de o6xido nitrico S-nitroso-N-acetilpenicilamina (SNAP). Foram
obtidas as taxas de formagdo dos complexos nitrosilados em fungdo da
concentragdo de SNAP. Foram encontradas as constantes cinéticas de segunda
ordem para ambas porfirinas. A semelhanca entre essas constantes, krvpyp = 0.84
x 10° M's™" e krppsa = 0.97 x 10° M s, sugeriram que o mecanismo da reagao ¢
independente da natureza dos meso substituintes das porfirinas. Demonstrou-se
que a nitrosilagdo por SNAP ¢ diferente daquela obtida por reacdo com NO e
propds-se um mecanismo para a reagdo. A reagdo foi investigada na presenca de
oxigénio. Ao contrario do que acontece com gas NO, SNAP foi capaz de produzir
ferro-porfirinas nitrosiladas em ambiente aerdbico. A influéncia da interagdo com
micelas i0nicas na estabilidade dos complexos foi avaliada em atmosfera aerdbica.
A associacdo das ferro-porfirinas com albumina sérica bovina e sua influéncia na
nitrosilacdo por SNAP foi estudada. Os resultados demonstraram forte influéncia
de fatores eletrostaticos na ligacao da ferro-porfirina com a BSA. A interagao com
BSA exerceu forte influéncia sobre as taxas de nitrosilagao. Os complexos de NO

com as duas ferro-porfirinas foram caracterizados por espectroscopia de EPR.

Palavras-chave
Biofisica, espectroscopia otica, EPR, ferro-porfirinas, 6xido nitrico, micelas.
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Abstract

Vilhena, Fernando de Souza Dias dos Santos, Luiz da Silva; Louro, Sonia
Renaux Wanderley. Mechanisms of nitrosylation of iron porphyrins by
SNAP: Kkinetics of the reaction and stability under aerobic environment.
Rio de Janeiro, 2006, 161 p. Tese de Doutorado - Departamento de Fisica,
Pontificia Universidade Cato6lica do Rio de Janeiro.

Several metallic complexes have been identified as targets for the
binding of nitric oxide. In order that these complexes can be efficiently and safely
used in medical applications, it is important to understand their kinetic and
structural properties in realistic models. In this work, the optical absorption and
electron paramagnetic resonance techniques were used to study the nitrosylation
of two water soluble ferric porphyrins, FeTMPyP, cationic, and FeTPPS,, anionic,
by the NO donor S-nitrous-N-acetylpenicillamine (SNAP). For both porphyrins,
nitrosylation rates as a function of SNAP concentration were obtained, and the
second order rate constants were found. The similarity between these constants,
krmpyp = 0.84 X 10° M 's™" and krppss = 0.97 x 10° M_ls_l, suggests a mechanism
independent of the nature of the porphyrin meso-substituents. It was demonstrated
that the nitrosylation by SNAP is different from that by NO gas, and a reaction
mechanism was proposed. The reaction was also studied in aerobic environment.
In contrast to NO gas, SNAP was able to produce nitrosylated iron porphyrins
even in the presence of oxygen. The influence of ionic micelles on the stability of
nitrosylated complexes was evaluated. The association of iron porphyrins with
BSA and its influence on nitrosylation by SNAP were studied. The results
demonstrated strong electrostatic influence on the binding of iron porphyrins to
BSA. The interaction with BSA influenced the nitrosylation rates. The

nitrosylated porphyrins were characterized by EPR spectroscopy.

Key-words:
Biophysics, EPR spectroscopy, iron porphyrins, nitric oxide, micelles.
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universal 66mM, pH 8.0. (A) Antes (1) e apds (2) nitrosilagdo com SNAP (40uM).
(B) Apds nitrosilagéo (1), seguida de adigdo de CTAB, 20 mM (2), seguida de
exposicéo ao ar (3).

Figura5.20 (C e D) Espectros oticos de NO-FeTPPS; (10uM) em tampéo
universal 66mM, pH 8.0. (C) Evolugdo temporal apds exposi¢cdo ao ar. (D)
Comparacgao entre o espectro obtido ao final da reagédo com O, (1) e o de porfirina
em CTAB, pH 8.0 (2).

Figura 5.21 (A) Espectros ¢ticos de NO-FeTMPyP (10uM) em tampéao universal
66mM, pH 5.0. (A) Antes (1) e ap6s (2) nitrosilagao com SNAP (40uM).

Figura 5.21 (B, C) Espectros oticos de NO-FeTMPyP (10uM) em tampao
universal 66mM, pH 5.0. (B) Apos nitrosilagao (1), seguida de adigdo de CTAB, 20
mM (2), seguida de exposigéo ao ar (3). (C) Apds exposigédo ao ar por 40 min (1),
72h (2) e, para comparagéo, de FeTMPyP em CTAB, pH 5.0 (3).

Figura 5.22 (A) Espectros oticos de NO-FeTMPyP (10uM) em tamp&o universal
66mM, pH 8.0. (A) Antes (1) e apods (2) nitrosilagdo com SNAP (40uM).

Figura 5.22 (B,C) Espectros oticos de NO-FeTMPyP (10puM) em tampao
universal 66mM, pH 8.0. (B) Apds nitrosilagao (1), seguida de adigdo de SDS, 20
mM (2), seguida de exposicao ao ar (3). (C) Apds exposigédo ao ar por 4 h (1), 24 h
(2) e , para comparagao, de FeTMPyP em SDS, pH 8.0 (3).

Figura 5.23 Espectro de EPR da FeTPPS; 100 uM em pH 5.0 ¢ 8.0 em
nitrogénio liquido a 77 K em tampao universal 66mM, apds a adicdo de SNAP
400 puM e na presenca de CTAB 20 mM.

Figura 5.24  Acima: Espectro de EPR da NO-Fe(Il)TPPS, 100 uM em pH 5.0, na
presenga de CTAB 20 mM e apds oxigenagao por 3 minutos e 1 hora; abaixo:
subtragado espectral antes e apds exposi¢cao a atmosfera aerébia.
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Figura 5.25 Acima: Espectro de EPR da NO-Fe(ll)TPPS, 100 uM em pH 8,0, na
presenga de CTAB 20 mM e apds oxigenagao por 3 minutos e 1 hora; abaixo:
subtragado espectral antes e apds exposi¢cao a atmosfera aerébia:

Figura 5.26  Espectro de EPR da FeTMPyP 100 uM em pH 5,0 € 8,0 a 77°K, em
tampéo universal 66 mM, apos a adicdo de SNAP 400 uM e na presenca de SDS
20 mM.

Figura 5.27  Acima: Espectro de EPR da NO-Fe(I)TMPyP 100 uM em pH 5.0,
na presenca de SDS 20mM e apds oxigenagédo por 3 minutos e 1 hora; abaixo:
subtracao espectral antes e apds exposi¢do a atmosfera aerdbica.

Figura 5.28 Acima: Espectro de EPR da NO-Fe(I)TMPyP 100 uM em pH 8,0,
na presenga de SDS 20 mM e apds oxigenacao por 3 minutos e 1 hora; abaixo:
subtracao espectral antes e apds exposicdo a atmosfera aerdbia.

Figura 5.29 Titulagdo da Fe(lI)TPPS, (8,5uM) em pH 7,4 por BSA. A BSA foi
adicionada de 1 em 1 uM, até uma concentragéo de 16 uM.

Figura 5.30  Graficos da variagdo de absorbancia como fungéo da concentragao
de albumina em 396 e 424 nm, indicando os ajustes computacionais das curvas
de ligacao a n sitios idénticos. Os parametros do ajuste encontram-se na Tabela 1.

Figura 5.31  Estrutura cristalina da albumina humana complexada com hemina e
acido miristico. a) A estrutura secundaria da proteina é mostrada
esquematicamente com os subdominios IA, IB, IIA, 1IB, IlIA e IlIB diferenciados por
cores. Os sitios de ligagdo para acidos graxos sdo numerados de 2 a 7,
apresentando os atomos diferenciados: carbono-cinza; nitrogénio-azul; oxigénio-
vermelho; ferro-laranja. b) Simulagéo da ligagdo da hemina ligada ao subdiminio
IB.

Figura 5.32  Nitrosilagdo em fungao do tempo por SNAP (14 uM), da solugdo de
FeTPPS, (8,5 uM) e BSA (16 uM) em pH 7,4 em tampé&o Tris, desoxigenada apos
10 minutos em fluxo de N, .

Figura 5.33  Titulagdo da Fe(ll)TMPyP (8,5uM) por BSA. A BSA foi adicionada
de 1 em 1uM resultando em uma concentragdo de aproximadamente 15 uM.

Figura 5.34  Graficos da variagdo de absorbancia como fungéo da concentracao
de albumina em 424 e 598 nm, indicando os ajustes computacionais das curvas
de ligacdo a 1 sitio. Os parametros do ajuste encontram-se na Tabela 2.

Figura 5.35 Nitrosilagdo em fungéo do tempo por SNAP (14uM), da solucédo de
FeTMPyP (8,5uM) e BSA (15uM) em tampéo Tris pH 7,4, desoxigenada apés 10
minutos em fluxo de N, .

Figura 5.36  Curvas de cinética de nitrosilagédo da Fe-TMPyP (8,5 uM) em BSA
(15 uM) em tampao tris (50 mM) a pH 7,4. As linhas representam os ajustes de
fungdo mono-exponencial. Os pardmetros do ajuste encontram-se na Tabela 1.

Figura 5.37 Espectro de absor¢cdo otica da mioglobina (7uM) em tampao
universal pH 7,4, nitrosilada por SNAP 7 e 28 uM como fungao do tempo.
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