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5.
Resultados e Discussoes

5.1

Nitrosilagao das Fe-porfirinas em funcao da concentragiao de SNAP

Antes de apresentarmos resultados sobre a influéncia de interacdo com
diversos sistemas na nitrosilagdo das Fe-porfirinas, apresentaremos um estudo
para conhecer melhor o mecanismo de sua reacdo com SNAP. Apresentaremos
resultados de cinética de nitrosilacio em funcdo da concentracdo de SNAP ¢
estequiometria da nitrosilacao redutiva por SNAP. A partir dos resultados vamos

propor um modelo de reagao.

5.1.1
Fe(lll)TPPS,

A evolucao temporal do espectro de absor¢ao otica de Fe(III)TPPS, foi
registrada durante a reagdo com SNAP em concentragdes correspondentes a
fragdes molares de aproximadamente 1:1, 2:1 e 4:1, em pH 5,0. As Figuras 5.1 A,
B e C apresentam os resultados desses experimentos. Nessas figuras destacamos
os picos de absor¢do Optica para a porfirina nao nitrosilada em 394 nm na banda
de Soret, e em 528 nm na banda Q. Apds a adicao de SNAP, a absorbancia nesses
comprimentos de onda decai, enquanto picos em 414 nm (Soret), ¢ 542 nm
(Banda Q) tornam-se cada vez mais definidos. Esses picos sdo caracteristicos de
NO-Fe(II) TPPS, (Vilhena e Louro, 2004). Na Fig. 5.1 C observa-se que, no fim
da evolugdo temporal, o pico em 414 nm atingiu seu nivel mais alto. Tomamos
esse espectro como caracteristico da NO-Fe(I[)TPPS; para calculo de
porcentagem de porfirina nitrosilada.

Pontos isosbésticos nos espectros durante a nitrosilagdo indicam a presenca
de apenas duas espécies. Para estimar a porcentagem de porfirinas nitrosiladas em

espectros contendo as duas espécies Felll-P e NOFell-P, foram escolhidos os
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comprimentos de onda na banda de Soret, caracteristicos da FeTPPS, antes
(394 nm) e depois (414 nm) de nitrosilada (para diminuir o erro experimental foi
feita a média utilizando também os comprimentos de onda anterior e posterior a
cada comprimento de onda escolhido). Em cada comprimento de onda, as
variacoes de absorbancia, AA, provenientes da nitrosilagdo da FeTPPS,4, foram
calculadas em cada tempo e para cada concentracdo de SNAP e normalizadas a

maxima variagdo, AAnm.x (obtida com a proporcao de 4:1 de SNAP em relagdo a

porfirina).
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Figura 5.1 A

Evolugéo do espectro de absor¢do da FeTPPS, (7uM) em tampao universal pH 5.0

durante a nitrosilacéo por SNAP (8 uM).
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Figura 5.1 B
Evolugéo do espectro de absor¢do da FeTPPS, (7uM) em tampao universal pH 5.0

durante a nitrosilacao por SNAP (22 uM).
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Figura5.1 C

Evolugao do espectro de absor¢do da FeTPPS, (7uM) em tampao universal pH 5.0

durante a nitrosilagao por SNAP (35 uM).

Porcentagem de FeTPPS, nitrosilada em fungado da concentragdao de SNAP

A partir do espectro inicial de absor¢do da Fe(II[)TPPS, (7uM) em tampao
universal pH 5,0 e dos espectros finais da reagao com diferentes concentragoes de
SNAP, calculamos a fragdo de porfirina nitrosilada ao final da reacdo, em fun¢ao
da concentragdo inicial de SNAP (8 uM, 22 uM e 35 uM). O grafico da variagao
fracionaria de absorbancia (AA/AAn.x) em funcdo da concentracdo de SNAP
encontra-se na Fig. 5.2, e representa a fracdo maxima de porfirina nitrosilada para
as diferentes concentracdes de SNAP em pH 5,0.

Os pontos foram ajustados utilizando-se a equagdo de equilibrio entre dois
estados (Eq. 5.1, curva continua da Fig. 5.2), mais como um guia para os olhos, ja
que nao temos indica¢des de no final da cinética de reacdao haja um simples
equilibrio entre dois estados.

A Fpx

AA K+x

(5.1)

max
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onde x ¢ razdo entre as concentragdes de SNAP e FeTPPS,, Fy ¢ a fragdo
final de porfirina nitrosilada (=1) e K ¢ uma constante de dissociagdo
adimensional. O ajuste forneceu K = 0,58, o que representaria uma constante de
dissociacdo K;=K.[FeP]= 4,1 uM, e F;=1,08. Admitir a validade da Eq. 5.1
seria admitir o seguinte equilibrio ao final da cinética de reagdo com SNAP:

NOFe(INP <245 Fe(1lI)P+ NO™ (5.2)

Os pontos apresentados na Fig. 5.2 indicam que, ao final da nitrosilagdo, a
propor¢do 1:1 de SNAP para FeTPPS, ¢ capaz de nitrosilar mais do que 50% de
FeTPPS,4. Esse resultado sugere que a nitrosilacdo envolve SNAP em primeira
ordem em outras palavras, ¢ necessaria apenas uma molécula de SNAP para

nitrosilar uma ferro porfirina.

1 FeTPPS,
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o
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[SNAP]/[FeP]

Figura 5.2
Fracao de FeTPPS, nitrosilada como funcgao da fragdo de SNAP. A concentragado de
porfirina € 7 uM. A curva representa o ajuste com o modelo de equilibrio entre dois

estados, com K= 0,58 + 0,11 e F; = 1,08 + 0,04, conforme o texto.

Determinacao da constante cinética de nitrosilagdo de FeTPPS, por SNAP

A Fig. 5.3 mostra os graficos das variagdes normalizadas de absorbancia de
FeTPPS, para pH 5,0 para diferentes concentragdes de SNAP. Para obtencao
desses graficos, os AA encontrados em cada comprimento de onda, a partir dos

espectros da Fig. 5.1, foram normalizadas & maxima variagdo AAp,x, encontrada
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com a maior concentracdo de SNAP, e foi realizada a média dessa variacdo

fracionaria (AA/AAnax) nos comprimentos de onda 394 nm e 414 nm da banda de

Soret.
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Figura 5.3

Curvas de cinética de nitrosilagdo da FeTPPS, (~7uM) em pH 5,0, obtidas da variagédo
de absorbéancia em dois diferentes comprimentos de onda, 394 nm e 414 nm. [SNAP]:
(m) 8 uM; (®) 22 uM; (A) 35 uM. As linhas representam os ajustes da fungdo mono-
exponencial apenas para os primeiros pontos experimentais. As constantes de tempo (r)

obtidas do ajuste encontram-se na Tabela 5.1.

Para analisar esses resultados vamos partir da aproximagao mais simples.
Conforme sugerido na secdo anterior, ja que na proporc¢ao de 1:1 mais de 50% de
ferro-porfirinas estdo nitrosiladas, espera-se que apenas uma molécula de SNAP
seja capaz de produzir a nitrosilacdo redutiva. Admitindo-se que a reagdao de
nitrosilacdo se da entre uma molécula de porfirina ¢ uma de SNAP, podemos
escrever:

Fe(IIT)P + SNAP k5 No- Fe(II)P + produto(s) (5.3)

Segundo a Eq. 5.3, a taxa com que [Fe(Il)P] ¢ consumida ¢ igual a taxa
com que [NO-Fe(II)P] ¢ produzida. Esta ¢ proporcional a concentragao de
porfirina e de SNAP. Assim, podemos escrever:

d[Fe(III)P]

=k [Fe(II1)P] [SNAP] (54)

onde k € a constante cinética de nitrosilacao.
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d [Fe(III)P]
[Fe(IIT)P]

Se [SNAP] ndo variar significativamente ([SNAP] = [SNAP]; , no inicio da

= —k [SNAP]dt (5.5)

reacdo), resolve-se a equagao diferencial e temos:

[[15:((1%));]]1. = exp(—k[SNAP]¢) (5.6)

Onde [Fe(III)P]; ¢ a concentracdo de porfirinas antes da adicdo de SNAP.
Como esta concentracdo decresce apds o inicio da reacdo, e supondo este
decréscimo exponencial, podemos admitir que:

[Fe(IIT)P] = [Fe(III)P); exp(~¢/7)

onde 7 € o tempo caracteristico dessa fun¢ao exponencial, que ¢ o inverso

da taxa de nitrosilacao, k,.

o

k =1 k[SNAP] (5.7)
T

Como [NO-Fe(I)P]= [Fe(II)P]; - [Fe(III)P], conforme modelo de duas
espécies sugerido pela presenca de pontos isosbésticos.

%&igﬂ ={1—exp(~k[SNAP]#)} = {1—exp(~t/7)} (5.8)

Ou seja, a concentragdo de porfirina nitrosilada segue uma fungdo
exponencial com tempo caracteristico 7 . Como essa concentra¢ao estd associada
a variagcdo de absorbancia, utilizamos a Eq. 5.9 para a determinagdo de 7, onde
AA/AAm:x € a variagdo normalizada da absorbancia.

AA
AA max

= A + A, {1—exp(~t/7)} (5.9)

A Eq. 5.9 foi ajustada aos dados experimentais da Fig. 5.3, tomando apenas
os pontos iniciais, para os quais a [SNAP] ainda ndo tenha variado
significativamente. Os parametros A; ¢ A; (da ordem de 0 e 1, respectivamente)
foram deixados livres para dar conta de erros na medida do primeiro intervalo de
tempo e na normalizagao.

Os tempos caracteristicos de nitrosilacdo, 7, obtidos do ajuste da Eq. 5.9
encontram-se na Tabela 5.1, junto com as taxas de reagdo, k, = 1/7. Devemos
ressaltar que, para a determinagdo de 7, restringimos o ajuste da curva apenas aos

primeiros pontos experimentais (12, 10 e 9 primeiros pontos, para as proporgdes
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SNAP / porfirina de aproximadamente 1:1, 2:1 e 4:1, respectivamente), ja que

consideramos a aproximacgao de que [SNAP] = [SNAP];.

Tabela 5.1: Parametros do ajuste da fungdo mono-exponencial AA/AA.x = A +
A*( 1- exp(—t/7) ) aos dados experimentais da cinética de nitrosilacdo de FeTPPS, em

pH 5,0. A taxa de nitrosilagao k, foi obtida como 1/x.

FeTPPS; pH 5.0

[SNAP] 8 uM 22 .M 35 uM
7(s) 121 + 10 55+6 3245
k, (10757 8,3+0,7 182+1,7 31,2449

Uma vez determinados estes tempos caracteristicos de nitrosilagdo como
funcdo da concentracdo de SNAP, fizemos o grafico da taxa de nitrosilacdo £,
(inverso de 7) em fun¢do concentragdo de SNAP (Fig. 5.4). A linearidade indica
que, de fato, a taxa de reacdo é proporcional a concentracio de SNAP, ou seja, a
reacdo de nitrosilagao ¢ de primeira ordem em SNAP, estando em concordancia
com a Eq. 5.3. Determinamos o valor da constante cinética de segunda ordem, &, a
partir do coeficiente angular da reta. Encontramos, para a constante cinética de

nitrosilagdo, o valor de krppss = 0,88 % 10°M s,

0.04
FeTPPS,
0.03 4
< 0.02 4
9,
£
T 0014
k=0.88x10"M's’
0.00
T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T
0 10 20 30 40
SNAP (ulV

Figura 5.4

Taxa de nitrosilagédo k, de TPPS, (7uM) em func¢do da concentragdo de SNAP. A reta é
resultado do ajuste linear do grafico. A constante cinética foi obtida do coeficiente
angular da reta: k = 0,88 x 10° M's™".
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5.1.2
Fe(lll)TMPyP

Nesta secao descrevemos procedimentos semelhantes aos da Secao 5.1.1
realizados agora com a porfirina cationica FeTMPyP. As Figuras 5.5 A, B e C
apresentam a evolucao temporal do espectro de Fe(II[)TMPyP durante a reagao
com SNAP em concentragdes de aproximadamente 1:1, 2:1 e 4:1. Nessas figuras,
para a Fe-porfirina ndo nitrosilada, destacamos os picos de absor¢do Otica em
422 nm na banda de Soret, enquanto na banda Q, os picos ocorreram em 500 e
630 nm. Apos a adicdo de SNAP, a absorbancia nestes comprimentos de onda
muda drasticamente. No pico em 422 nm, ocorre um grande aumento da
intensidade de absorbancia e um pequeno deslocamento para 424 nm, enquanto na
banda Q, ocorre um decréscimo da intensidade de absorbancia em 500 e 630 nm,
tornando-se cada vez mais bem definido um pico em 552 nm caracteristico da
NO-Fe(II)TMPyP. Apds inspe¢do dos graficos de absorbancia, percebe-se que as
mudangas espectroscopicas tornam-se muito mais rdpidas a medida que a

propor¢ao SNAP: porfirina aumenta.
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Figura 5.5 A

Evolugéo do espectro de absor¢do da FeTMPyP (7uM) em tampéao universal pH 5.0
durante a nitrosilagao por SNAP, 8uM
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Evolugao do espectro de absor¢do da FeTMPyP (7uM) em tampé&o universal pH 5.0

durante a nitrosilacdo por SNAP (B) 17uM (C) 32uM.
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Porcentagem de FeTMPyP nitrosilada em fun¢ao da concentracao de SNAP

A partir dos espectros iniciais e finais das Figuras 5.5 A, Be C, inves-
tigamos a fracdo de porfirina nitrosilada ao final da reacdo da Fe(IIl)TMPyP
(7 pM) em tampao universal pH 5.0, em fun¢do da concentracdo de SNAP (8 uM,
17 uM e 32 uM).

Para estimar a percentagem de porfirinas nitrosiladas foram escolhidos os
comprimentos de onda nas bandas de Soret e na banda Q (422 e 552 nm),
caracteristicos da FeTMPyP antes e apds a nitrosilagdo. Para esta estimativa,
seguimos os mesmos passos ja descritos no estudo da FeTPPS,. O grafico da
variacdo fracionaria de absorbancia (AA/AAnmax) em funcdo da concentracdo de
SNAP encontra-se na Fig. 5.6 e representa a fracdo maxima de porfirina

nitrosilada para as diferentes concentracdes de SNAP em pH 5,0.

12
1 FeTMPyP

Fracao nitrosilada
o o (=] [} —
v R @ ®» o
| | 1 | 1
L ]

o
o
|

[SNAP]/[FeP]

Figura 5.6

Fracao de FeTMPyP nitrosilada como fungao da fragdo de SNAP. A concentragao de
porfirina € 7 uM. A curva representa o ajuste com o modelo de um sitio de ligagdo, com
K=0,56+0,15 e F;= 1,09 £ 0,06.

Os pontos foram ajustados utilizando-se a Equacao 5.1, com K= 0,56, o que
representa uma constante de dissociacdo Ky= 3,9 uM, e Fy =1,09. Assim como

para a FeTPPSi;, o modelo de equilibrio descrito pela Eq.5.1 ndo ¢
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necessariamente valido, mas ¢ interessante notar que a constante K, foi

semelhante para as duas porfirinas.

Determinagdo da constante cinética de nitrosilaciao de FeTMPyP por SNAP

Como na Se¢do 5.1.1, para a determinacdo da constante cinética de reagao £,
admitimos que a reagdo de nitrosilagdo ¢ uma reacdo escrita pela Eq. 5.3,
consistindo na rea¢do de Fe(Il)TMPyP e SNAP resultando na formacdo do
complexo NO-Fe(I[)TMPyP além de outros produtos da rea¢do. A Fig. 5.7 mostra
os graficos das variacdes de absorbancia (normalizadas) de TMPyP como funcao
do tempo, em pH 5,0 e para diferentes concentracdes de SNAP. Foram utilizados
os comprimentos de onda 422 nm e 552 nm, na banda de Soret e banda Q,
respectivamente. Para obtencdo desses graficos, os AA encontrados em cada
comprimento de onda a partir dos espectros da Fig. 5.5 foram normalizadas a
maxima variagdo na maior concentragao de SNAP, AA . -

Como para FeTPPS,, restringimos o ajuste da Eq. 5.9 apenas aos primeiros
pontos experimentais da Fig. 5.7 para a determinacao do tempo caracteristico de
nitrosilacdo 7. Os valores de 7 obtidos encontram-se na Tabela 5.2, assim como

os valoresde k, = 1/7.
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Figura 5.7

Curvas de cinética de nitrosilacdo da FeTMPyP (~7uM) em pH 5,0. [SNAP]: (m) 8 uM;
(o) 17 uM; (A) 32 uM. As linhas representam os ajustes da fungdo mono-exponencial
apenas para 0s primeiros pontos experimentais. Os paradmetros do ajuste encontram-se
na Tabela 5.2.
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Tabela 5.2: Pardmetros do ajuste da fungdo mono-exponencial AA/AAox = A+

A, (1-exp(-t/7)) aos dados experimentais da cinética de nitrosilagdo de FeTMPyP em pH

5,0. A taxa de nitrosilagao k, foi obtida como 1/z.

FeTMPyP pH 5,0
[SNAP] 8 uM 17 uM 32 1M
1s) 138 + 10 78 +5 3946
ko (10757 72408 128+ 1,0 25,6+3,9

Novamente, de posse dos tempos caracteristicos de nitrosilagdo, fizemos o

grafico da taxa de formagdo de complexos nitrosilados como fungdo da

concentracdo de SNAP. A determinacdo de & (constante cinética de nitrosilagao)

foi feita pela determinagdo do coeficiente angular da reta.

0.02

1t (s7)

0.01

0.00 -

0.03 __ FeTM PyP

k=079x10° M's”

o< m

Figura 5.8

SNAP (M)

10 20 30

40

Taxa de nitrosilagéo (1/t) de FeTMPyP (7uM) em funcao da concentragdo de SNAP. A

reta é resultado do ajuste linear do grafico. A constante cinética foi obtida do coeficiente
angular da reta: k = 0,79 x 10° M's™".

Encontramos para o coeficiente angular da reta, ou a constante cinética de

nitrosila¢do, o valor de krmpyp = 0,79 X 10°M 57! que ¢ bastante parecida com o

obtido para a FeTPPS,, indicando que a carga elétrica dos substituintes na

porfirina ndo tém grande influéncia no processo de nitrosilagdo. Como ja

anteriormente citado, a linearidade entre taxa de nitrosilacdo e concentracao de
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SNAP indica que a reagdo de nitrosilagdo ¢ de primeira ordem na concentragdo de

SNAP, estando em concordancia com a Eq. 5.3.

513

Constante cinética de nitrosilagao por SNAP: solugao exata

Apresentaremos a solucdo exata da equagdo da Eq 5.4 que ¢ de primeira
ordem com relacdo a [SNAP]. A determinacdo da constante cinética de segunda
ordem ¢ feita sem considerar que [SNAP] ¢ constante durante todo o processo de
nitrosilagdo redutiva.

Omitindo-se a valéncia do Fe, para simplificar a notacao:

@ = —k [FeP][SNAP] (5.4)

A molécula de SNAP consumida pela reagdo, tem sua concentraciao
relacionada a concentracdo inicial de SNAP ([SNAP],) e de porfirinas
nitrosiladas.

[SNAP]=[SNAP], —-[NOFeP] = C +[FeP] (5.10)

onde C ¢ constante, uma vez que [NOFeP] = [FeP], — [FeP].

Desta maneira a Eq.5.4 pode ser reescrita como a Eq. 5.11

% = —k [FeP] (C +[FeP]) (5.11)
Integrando a Eq. 5.11, tem-se:
[FeP] t

[ difeP] __, [ ar (5.12)
oy [FeP] (C +[FeP]) .

Consultando-se uma tabela de integrais obtém-se a Eq 5.13.

1 {1 2[FeP]+C—|C|:|

[FeP]
~|'1n _
IC||  2[FeP]+C +|C|

-kt (5.13)

[FeP],
Se consideramos o caso onde [SNAP], >[FeP], , ou seja, C>0, apos
alguma algebra podemos escrever a Eq. 5.13 em termos da concentragdo de ferro-

porfirina nao nitrosilada.

C

[FeP]= (5.14)

[SNAP],

expCkt—1
[FeP],
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A fragdo de porfirina nitrosilada F'=1-[FeP]/[FeP] ¢ desta maneira dada

NAP
pela Eq. 5.15, com R =ue C =[SNAP], —[FeP],
[FeP],
F = Ffw (5.15)
RexpCkt —1

A Eq. 5.15 ¢ a Eq. 5.14 multiplicada pelo fator constante F; (fragdo final de
porfirina nitrosilada). A Eq. 5.15 foi ajustada aos dados experimentais da variagao
fraciondria de absorcdo (AA/AAn.x) nas Figs. 5.3 e 5.7, para FeTPPS; e
FeTMPyP, respectivamente, onde Fy e k foram os pardmetros de ajuste. Para
ajuste com essa expressdao nao foi necessario limitar os pontos experimentais aos
primeiros instantes da reacdo. As curvas resultantes do ajuste aparecem na Fig.
5.9. Os valores para Fysdo apresentados ao fim do ajuste computacional aos

pontos experimentais apresentados nas Figs. 5.2 ¢ 5.6.

104 A AAAAAAA 104 B
0.8 - . 0.8 e8000e
_t§ ] § | ML L
= 06 = 06
s | s ]
= =
S 044 FeTPPS S %41 FeTMPyP
T 1 3 gl b 1 CRNPR
> g2 k(10° M's™ L 02 k(10° M's™)
e = 0.92+0.02 . = 0.84 +0.02
1 ® 1.05+0.01 ® 0.88 £0.02
0.0+ A 0.93+0.03 0.0 4 A 081 £002
———— 77— — 11—
0 180 360 540 720 0 180 360 540 720 900
Tempo (s) Tempo (s)
Figura 5.9.

Fracao de porfirinas nitrosiladas. (A) FeTPPS, e (B) FeTMPyP em fungéo do tempo para
diferentes concentragdes de SNAP: (m) 8 uM; (o) 22 uM; (A ) 35 uM. As concentragdes

de porfirinas sao proximas a 7uM.

O valor da constante cinética de nitrosilagdo k foi encontrado, para as duas
porfirinas, a partir dos valores ajustados para as trés diferentes concentragdes de
SNAP ( krvpyp = 0,84 x 10° M's™" and krppsa = 0,97 x 10° M™'s™"). A solugio
exata forneceu valores de 6 a 9% maiores que os valores aproximados das Secdes
5.1.1 e 5.1.2, demonstrando que a aproximag¢ao exponencial utilizada ndo chega a

ser ruim.
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514
Mecanismo proposto para nitrosilagao redutiva por SNAP (ou
qualquer RSNO)

Ao contrario do que ocorre com NO gasoso, as Fe-porfirinas sofrem
nitrosilacdo por SNAP em ambiente aerdbico. Além disso, de acordo com o
esquema da Fig. 2.17, sdo necessarias duas moléculas de NO para produzir
NOFe(II)-porfirina através de reagdo com gas NO: a primeira forma o complexo
NOFe(Ill)-porfirina que, quando hidrolisado produzindo NO, , reage
prontamente com outra molécula de NO. A reacdo com SNAP, no entanto, produz
NOFe(Il)-porfirina com uma estequiometria de 1:1, conforme os resultados
apresentados acima. Apenas uma molécula de SNAP ¢ necessaria para formar o
complexo NOFe(Il)-porfirina. Isso sugere fortemente que hd uma tranferéncia,
ndo de NO, mas de NO para a porfirina férrica, o que contraria a idéia
usualmente aceita na literatura de que SNAP é um doador de NO" (ou libera NO
através da reacdo 2 RSNO — RS-SR + 2 NO).

O mecanismo pelo qual SNAP nitrosila ferro-porfirinas nao foi ainda
descrito. Recentemente, (Tao & English, 2004) propuseram a Eq (5.16)

GSNO + H,0 <> GSOH + NO™ + H" (5.16)

como uma reacao intermediaria para a formagdao de GS(O)GS onde G ¢
glutationa. Na reacao (5.16), a hidrélise de GSNO gera GSOH e HNO/NO™. Uma
evidéncia da formacao de HNO/NO™ foi observada apos a completa conversao da
meta-hemoglobina em (NO)Fe"Hb em presenca de dimedona, que reage
especificamente com GSOH. Baseados nessa observacdo de que S-nitrosotidis
podem dar origem a HNO/NQO, ainda que o equilibrio da reacdo 5.16 encontre-se
deslocado para a direita, propomos o mecanismo ilustrado na Fig. 5.11 para a
nitrosilagdo redutiva de porfirinas férricas por SNAP.

Inicialmente, a ferro porfirina no estado férrico, Fe(III)P, tem como ligante
na sexta posi¢do de coordenagdo uma molécula de dgua. Se essa molécula for
responsavel pela hidrdlise do S-nitrosotiol, pode haver a rapida transferéncia de
NO™ para a sexta posi¢ao de coordenagdo da Fe(III)P, ainda que o tempo de vida
de NO  seja muito reduzido. Essa hidrolise produziria a formacdo do acido

sulfénico derivado do SNAP com liberacio de um H'. A molécula de NO~
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transferida para a sexta posicdo de coordenagdo do Fe(Ill) promove a imediata
redug¢do do atomo de ferro para Fe(Il) e a quebra da eventual ligacdo do ligante

trans.

S-nitrosotiol .5,’

¥ 4cido sulfenico

O=N-S—
H,0 > NO- NO

L L

Figura 5.10

Mecanismo proposto para nitrosilagdo redutiva por SNAP (ou qualquer RSNO).

5.2

Estudo da nitrosilagao por ressonancia paramagnética eletrénica

Procedeu-se em seqiiéncia aos resultados de absor¢do otica uma avaliacdo
da nitrosilacdo das porfirinas de ferro utilizando-se EPR. Foi feito um estudo do
sinal de EPR das Fe(IIl)-P em fun¢do do pH. Em seguida realizou-se um estudo
da nitrosilacdo dessas porfirinas em pH 5.0 e 8.0. Todos os espectros apresentados
foram obtidos com as amostras congeladas em nitrogénio liquido, 77 K.

A Fig. 5.11 mostra os espectros de EPR das Fe(Ill)-P na regido de g= 6

(spin alto), para amostras em varios valores de pH.
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Figura 5.11

Espectro de EPR de FeTMPyP e FeTPPS, (100uM) em tamp&o universal 66mM em

varios valores de pH. Regigo do Felll, spin alto, a 77°K.
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Observa-se que o sinal de Fe(II[)TMPyP ¢ bem mais intenso do que o de

Fe(IIT)-TPPS4. Quando o pH aumenta o sinal diminui para ambas porfirinas. Isso

¢ atribuido a formacao de dimeros, que leva a um acoplamento antiferromagnético

dos spins (Gandini et al., 2003). Para pH em torno de 8.0 existe uma

predominancia de espécies diméricas. Desta forma um sinal realmente baixo de

EPR ¢ absolutamente compreensivel e atribuido a mondémeros presentes na

solucdo (Maiti et al., 1996). Os resultados da Fig. 5.11 estdo em concordancia

com resultados mais detalhados de EPR em 4K para a Fe(III)TMPyP (Gandini et

al., 2003). Nota-se ainda um sinal em g=4.27, associado a distor¢do rombica,

provavelmente proveniente de alguma impureza da amostra.
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A Fig. 5.12 mostra a varia¢do da amplitude do sinal em g =~ 6 em funcao do

pH. Os pontos foram ajustados com a equacdo de Henderson-Hasselbalch e foram

obtidos os valores de pK de 5.2 para FeTMPyP e 5.7 para FeTPPS,.

Amplitude

Amplitude

Figura 5.12

Variagdo da intensidade do sinal de EPR de Fe(lll)P, spin alto, em fungéo do pH.

2.0x10°
FeTMPyP

15x10° 4
- ‘ .

1.0x10°

5.0x10"

0.0 S

pK 5.16 £0.16

3 4

4
3x10 FeTPPS,

2x10* - N

1x10" -

pK 5.66 £0.43

A titulagdo por absorcdo oOtica da Fe(III)TPPS; em concentragdes micro

molares e tampao acetato fosfato, forneceu um pK em torno de 8.0 (Gandini et al.,

2001). Este valor ndo muda com mudangas no tampao ¢ Yushmanov et al. (1996)

encontraram o mesmo valor. Esses valores de pK encontrados sdo proximos aos

que publicamos (Vilhena & Louro, 2003), mostrando que a diferenca de tampao

ndo implica em mudangas significativas dos valores de pK. Porém, em

concentragcdes milimolares utilizadas em EPR, Gandini et al. (2003), titulando a

Fe(III)TMPyP em tampao acetato fosfato encontraram um valor de pK semelhante

aos encontrados por nods, em torno de 5.0, tendo associando este valor ao
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aparecimento da espécie HyO-FeP-OH ™. Esses resultados sugerem que o aumento
de concentragdo, implica em deslocamento dos valores de pK para valores mais
altos (Vilhena & Louro, 2003).

Em seguida sdo apresentados os resultados de nitrosilagcao de Fe(III)TPPS,4 e
Fe(II)TMPyP por SNAP em pH 5 e 8. Nesses experimentos, aliquotas de SNAP
foram adicionadas a solucao de porfirina 100 uM previamente desoxigenada e, em
tempos determinados, aliquotas de 100 ul foram retiradas, transferidas
anaerobicamente para os porta-amostras descritos em Materiais ¢ Métodos e
rapidamente congeladas em nitrogénio liquido. As amostras foram transferidas
para o criostato com nitrogénio liquido para obtencdo dos espectros de EPR a
77 K.

Os espectros de EPR de amostras resultantes da nitrosilagdo por SNAP em
pH 5 e 8 sdo apresentados na Fig. 5.13, para FeTPPS, e Fig. 5.14 para FeTMPyP,
na regido de g = 2. Os espectros sdo caracteristicos de NO-Fe(II)-porfirinas.

O espectro de NO-FeTPPS, (Fig. 5.13) ¢ bastante isotrdpico, centrado em
g=2,050, exceto pela presenga da estrutura hiperfina de trés linhas, devido a
interacao do elétron desemparelhado com o nucleo do 4&tomo de nitrogénio do NO,
centradas em g=2,015. O espectro de NO-FeTMPyP (Fig. 5.14) ¢ muito mais
anisotropico do que o de FeTPPS, e apresenta estrutura hiperfina bem mais
resolvida apenas na regido de campo alto (g;) centrada em g=2.0146. Os
espectros da NO-FeTPPS, sdo similares ao de NO-Fe(II)TPP pentacoordenado em
tolueno porém, com a estrutura hiperfina muito menos resolvida (Praneeth et al.
2005). As diferencas entre os espectros das porfirinas anionica e catidnica indicam

diferentes simetrias locais e diferentes angulos de ligagao entre Fe—N—O.
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Figura 5.13
Espectros de EPR a 77°K de NO-Fe(I)TPPS, formado por reagao de Fe(lll)TPPS,
(100uM) com SNAP (400uM), em tampao universal 66mM (A) pH 5.0; (B) pH 8,0.
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Figura 5.14

Espectros de EPR a 77°K de NO-Fe(lI)TMPyP formado por reacéo de Fe(lll)TMPyP
(100uM) com SNAP (400uM), em tampao universal 66mM (A) pH 5.0; (B) pH 8.0.
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A Fig. 5.15 apresenta a variagdo das intensidades dos sinais de EPR
correspondentes a FeTMPyP em sua reagcdo com 6xido nitrico como fun¢do do
tempo. Verificamos entdo que, em concentracdes de 100 uM de porfirina, a
cinética de nitrosilacdo foi muito mais rapida do que nas concentracdes utilizadas
em espectrofotometria (~10 uM), como esperado, e os intervalos de tempo
necessarios para preparar as amostras nao permitiu estudar por EPR a cinética de
formagdo dos complexos formados pela reacdo com SNAP, mesmo em pH 8.0. Ja

nos primeiros trés minutos a rea¢do estava praticamente completa.
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Figura 5.15

Nitrosilagédo da ferro-porfirinas FeTMPyP em (A) pH 5.0 e (B) pH 8.0. Os gréficos
representam a amplitude dos espectros de EPR de Fe(lll)P e de NO-Fe(ll)P em fungao

do tempo de reagao com SNAP.
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FeTMPyP
+ NO + ditionito

FeTPPS
+ NO + ditionito

T 2.015

310 320 330 340 350
Campo Magnetico (mT)

Figura 5.16

Espectros de EPR a 77°K de NO-Fe(lI)TMPyP e NO-Fe(ll)TPPS, formados por reagao
de Fe(ll)TMPyP (100uM) com gas NO em excesso + ditionito. (Tese de mestrado: da
Silva, 1999)

A Fig. 5.16 apresenta o espectro de ambas NO-Fe(II)P obtidos por adicao de
ditionito apos a inje¢ao de NO gasoso em amostras desoxigenadas de porfirinas
(da Silva, 1999). Foi observado que os parametros de EPR (como os valores de g
e a localizagdo da estrutura hiperfina) sdo os mesmos que os das Figs. 5.13 e 5.14,
porém as estruturas hiperfinas ndo sdo bem resolvidas. Imai et al. (2004) também
obtiveram um espectro de EPR mal resolvido para a porfirina cationica soluvel
tratada com NO gasoso. Uma possivel explicagdo para a diferenca de resolugao da
estrutura hiperfina dos complexos formados no tratamento com SNAP seria uma

diferenca no estado de agregacao das porfirinas.
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5.3
Estudo da Cinética de nitrosilagcao por SNAP em ambiente aerébico

Como ja previamente publicado (Vilhena e Louro, 2004), a evolugdo
temporal do espectro de absorcdo Otica para ambas FeTMPyP e FeTPPS; em
presenga do doador de 6xido nitrico SNAP, foi medida em tampao e na presenga
de micelas em ambientes desoxigenados. Nossa investigacdo foi realizada em
valores de pH 5.0, onde h& predominancia de ferro-porfirinas na forma
monomérica, ¢ pH 8.0, onde hd predominincia de espécies p-oxo diméricas
(Gandini et al., 2003). No presente trabalho, para avaliar a infuéncia do oxigénio
na nitrosilacdo de ambas as formas das Fe-porfirinas (monoméricas e diméricas),
foi realizado o estudo da nitrosilagdo por SNAP em ambiente oxigenado, na
auséncia de detergentes. E importante mencionar que o gis NO ndo é capaz
nitrosilar Fe-porfirinas em presenca de oxigénio.

A cinética da nitrosilagao das Fe-porfirinas foi acompanhada por um grafico
de variacdo de absorbancia normalizada versus tempo, construido partindo-se da
evolugdo temporal dos espectros de absor¢dao oOtica. As variagdes, AA, foram
calculadas para cada instante apos a adicdo de SNAP e normalizadas a méxima
variagdo AAnsx em cada comprimento de onda. Em seguida, para diminuir o erro
experimental, foi realizada a média das variagdes fracionarias (AA/ AApnix) Nnos
varios comprimentos de onda escolhidos. Observou-se que os desvios em relagao
a média eram pequenos.

Os graficos de (AA/ AAnix) em fungdo do tempo encontram-se na Fig. 5.17
e representam o processo de nitrosilagdo da FeTPPS, e da FeTMPyP em tampao
na auséncia (simbolos cheios) e na presenga (simbolos vazados) de oxigénio. O
decréscimo dos valores de (AA/ AAnx) estdo associados a nitrosilagdo redutiva de
Fe(IIH)P para NO-Fe(II)P. Na auséncia de oxigénio, a cinética de nitrosilagdo ¢
muito mais lenta para dimeros (B) do que para mondmeros (A) e apresenta um
comportamento biféasico. Este foi interpretado como devido a quebra da ponte de
oxigénio, que ocorre pela ligacdo do NO ao dtomo de ferro de uma das porfirinas
(Vilhena e Louro, 2004).

Na presenca de oxigénio (simbolos vazados na Fig. 5.17), observa-se um

decréscimo inicial de (AA/ AAnax), indicando formacgao das porfirinas nitrosiladas,
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seguido de um aumento destes valores, uma tendéncia de retorno aos valores
iniciais. Esse aumento pode ser interpretado como o ataque das porfirinas
nitrosiladas por O,, resultando em um retorno ao estado Fe(II[)P devido a

presenca de oxigénio, gerando provavelmente nitrato:

NO-Fe(I)P + 0, — Fe(III)P + NO;5~ (5.16)
104 A A FeTPPS, pH 5.0
' —&—FeTPPS, +0,
&  FeTMPyP
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Figura 5.17

Cinética de nitrosilagao da FeTPPS, e FeTMPyP (10uM) em tamp&o universal 66mM (A)
pH 5.0 e (B) pH 8.0: variagdo de absorgédo normalizada como fungéo do tempo, apos a
adigdo de SNAP(40uM). Simbolos cheios: nitrosilagdo na auséncia de oxigénio; simbolos

vazados: nitrosilagdo na presencga de oxigénio.

Na Fig. 5.17 A, relativa a pH 5,0, observa-se que a FeTMPyP monomérica
(circulos vazados) € praticamente toda nitrosilada antes do ataque por oxigénio. A

recuperagdo do valor de (AA/ AAnsx) € lenta. Ja a FeTPPS, (triangulos vazados)
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apresenta um comportamento bifasico para o ataque por O,. A nitrosilagdo chega
a atingir 80%, mas hd uma fase inicial mais rdpida de ataque, com tempo
caracteristico de cerca de 1,5 X 10° s, seguida de uma fase lenta semelhante a da
FeTMPyP. Conclui-se que a NO-FeTMPyP ¢ bem mais estavel do que a NO-
FeTPPS, em ambiente aerdbico. Na Fig. 5.17 B, em pH 8,0, observa-se também a
maior estabilidade de NO-FeTMPyP em relagdo a NO-FeTPPS4, mas como a
nitrosilagdo de dimeros ¢ bem mais lenta a porcentagem de porfirina nitrosilada
atinge pouco menos de 50% para a FeTMPyP e 30% para a FeTPPS,.

O ataque por O, foi também investigado partindo-se de amostras
previamente nitrosiladas por SNAP em ambiente anaerobico. Apds nitrosilagao
abria-se a cubeta, uniformizava-se por inversdo e registrava-se a evolugdo
temporal dos espectros de absor¢ao. A Fig. 5.18 mostra os resultados desses
experimentos com FeTMPyP e FeTPPS,.

Em pH 5,0 (Fig.5.18 A) a andlise leva a conclusdes semelhantes ao do
experimento da Fig. 5.17 A: a NO-FeTMPyP ¢ bem mais estavel do que a NO-
FeTPPS4 em ambiente aerobico. Em pH 8,0 o processo de ataque de NO-FeP por
oxigénio fica bem mais claro partindo-se da amostra nitrosilada em ambiente
anaerobico (Fig. 5.18 B) do que em ambiente aerobico (Fig. 5.17 B). Observa-se,
na Fig. 5.18 B, um ataque monofasico a NO-FeTMPyP enquanto que a NO-
FeTPPS; o ataque apresenta pelo menos duas fases. No entanto, em
aproximadamente 40 min 80% das duas porfirinas voltam ao estado Fe(III)P.

Foi verificado anteriormente que a reagdo de nitrosil-mioglobina com O, ¢
muito mais lenta do que a reagdo de oxi-mioglobina com NO, ainda que ambas
produzam metMb e nitrato (Ford e Lorkovic, 2002; Andersen e Skibsted., 1992;
Bruun-Jensen e Skibsted, 1996). Uma constante cinética k;= 4.73 x107 s7! foi
encontrada a 15° C (Bruun-Jensen e Skibsted, 1996). Esse valor corresponde a um
tempo caracteristico de 2.1 x10* s, que é uma ordem de grandeza maior do que o
da fase lenta de recuperacao do espectro de Fe(III)P. Esse resultado nao ¢
surpreendente, ja que em mioglobina a porfirina encontra-se bem mais protegida

do que as porfirinas em solucdo estudadas por nos.
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Figura 5.18
Cinética de nitrosilacdo da FeTPPS, e FeTMPyP (10uM) em tampao universal 66mM (A)
pH 5,0; (B) pH 8,0. Variagdo de absorgéo normalizada como fun¢ao do tempo, apos a

exposicao ao ar. Circulos, FeTMPyP; tridangulos, FeTPPS,.
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5.4
Influéncia de micelas na estabilidade de compostos nitrosilados

Em trabalho recente (Vilhena e Louro, 2004) verificou-se que micelas de
detergentes com carga elétrica oposta a das porfirinas eram capazes de proteger as
porfirinas da nitrosilagdo por SNAP. Nessa secdo investigamos como a interagao
com as micelas influenciam as porfirinas ja nitrosiladas, em particular, estudando
seu ataque por O,. Nesse estudo foram utilizadas as técnicas de absor¢ao odtica e

de EPR.

5.41
Absorgao ética

Para determinar a influéncia das micelas negativa (SDS) e positivamente
(CTAB) carregadas na protecao do ataque por oxigénio das porfirinas nitrosiladas,
as porfirinas FeTMPyP e FeTPPS, eram previamente nitrosiladas por SNAP em
ambiente anaerdbico. Posteriormente a adi¢do de micelas, o espectro Otico era
novamente registrado. Completadas essas etapas, as cubetas eram abertas e
gentilmente invertidas permitindo a circulagdo de ar. Os espectros de absorcao
eram medidos em intervalos de tempo predeterminados. Pretende-se avaliar se as
micelas sdo capazes de proteger as porfirinas nitrosiladas do ataque por oxigénio

por comparagao dos espectros.

Oxigenagao de NO-FeTPPS, em micelas de CTAB

O ataque por O, da porfirina anionica nitrosilada NO-FeTPPS4 em presenca
de micelas catidnicas (CTAB) foi estudado em pH 5.0 e 8.0. Em ambos pHs a
porfirina nitrosilada se apresenta na forma monomérica (Vilhena e Louro, 2004).

Apresentaremos separadamente os resultados em pH 5.0 e em pH 8.0.

pH 5.0

Apresentam-se, na Fig. 5.19 A, os espectros de absorc¢ao otica de FeTPPS4
em pH 5.0 antes e apds nitrosilagdo por tratamento com SNAP na relagdo molar

de 4:1. Apos nitrosilagdo, o pico de absor¢do na Banda de Soret inicialmente em
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394 nm desloca-se para 414 nm. Na banda Q, o pico de absorcdo inicialmente em
528 nm evolue para 542 nm.

Mudangas espectrais de NO-FeTPPS,4 decorrentes da adicdo do detergente
cationico CTAB sdo observadas na Fig. 5.19 B (1 e 2). O pico na banda de Soret
decresce e alarga-se apos a adi¢do de CTAB, deslocando-se de 414 para 410 nm.
A banda Q praticamente ndo se altera. Essa figura também mostra o espectro
obtido logo apds exposicdo ao ar (3). Observa-se que a forma do espectro nao
muda porém, a amostra fica bastante turva o que provoca o espalhamento
observado como uma elevagdo nao uniforme da linha de base. Essa turbidez foi
associada a formacdo de algum oOxido de nitrogénio, gasoso, que provocou
minusculas bolhas no detergente, j& que quando a amostra era submetida a
centrifugacao voltava a ficar limpida, sem formagao de precipitado.

Mudangas espectrais foram observadas em fun¢do do tempo de exposi¢ao ao
oxigénio (Fig. 5.19 C). Apos 2 horas de oxigena¢ao ocorreu uma mudanga no pico
de absorcao de 410 para 416 nm na banda de Soret e os picos da banda Q
tornaram-se largos e indefinidos. Na Fig. 5.19 D pode-se comparar o espectro
final, obtido apo6s cessarem as variagdes provocadas por O,, ao espectro de
Fe(II)TPPS4 em presenga de CTAB em pH 5.0. Os dois espectros sdo muito
diferentes, indicando que a reagdo de O, com NO-FeTPPS; nao produz
Fe(III)TPPS;s e nitrato, mas que espécies reativas derivadas de oOxidos de

nitrogénio devem atacar a porfirina comprometendo sua integridade.
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Espectros oticos de NO-FeTPPS, (10uM) em tampé&o universal 66mM, pH 5.0. (A) Antes

(1) e ap6s (2) nitrosilagdo com SNAP (40uM). (B) Apés nitrosilagéo (1), seguida de

adi¢do de CTAB, 20 mM (2), seguida de exposicao ao ar (3).
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Figura 5.19 (C, D)
Espectros 6ticos de NO-FeTPPS, (10uM) em tampé&o universal 66mM, pH 5.0. (C)
Evolugao temporal apés exposi¢ao ao ar. (D) Comparagéo entre o espectro obtido ao

final da reagdo com O, (1) e o de porfirina em CTAB, pH 5.0 (2) .
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pH 8.0

Apresentam-se, na Fig. 5.20 A, os espectros de absorcdo 6tica de FeTPPS,
em pH 8.0 antes e apds nitrosilagcdo por tratamento com SNAP na relagdo molar
de 4:1. Ap6s nitrosilagdo, o pico de absor¢ao na Banda de Soret, inicialmente em
408 nm, aumenta e desloca-se para 414 nm. Na banda Q, os picos de absorg¢do
inicialmente em 566 e 608 nm evoluem para novos picos em 542 e 600 nm,
caracteristicos de NO-FeTPPS,. E interessante ressaltar que os espectros de
absor¢ao de NO-FeTPPSs em pH 8.0 e em pH 5.0 sdo idénticos, implicando na
mesma espécie nitrosilada resultante.

As mudangas espectrais de NO-FeTPPS; decorrentes da adigdo do
detergente cationico CTAB, observadas na Fig. 5.20 B (1 e 2), sdo iguais as
obtidas em pH 5.0 (Fig. 5.19 B). O espectro (3) obtido logo apds exposi¢ao ao ar
(Fig. 5.20 B), no entanto, apresentou em pH 8.0 um espalhamento muito menor do
que em pH 5.0. Isso indica que em pH mais alto forma-se menos do 6xido de
nitrogénio responsavel pelo surgimento de micro-bolhas.

As mudancgas espectrais observadas em fun¢do do tempo de exposi¢do ao
oxigénio sdao apresentadas na Fig. 5.20 C. Apos 4 horas de oxigenacdo ocorreu
uma mudanc¢a no pico de absor¢do de 410 para 416 nm na banda de Soret e os
picos da banda Q, apesar de mais alargados, evoluiram para 566 ¢ 608 nm. Na
Fig. 5.20 D pode-se comparar o espectro final, obtido apds cessarem as variagdes
provocadas por O,, ao espectro de Fe(III)TPPS; em presenca de CTAB em pH
8.0. Apesar da diferenca, observa-se especialmente na Banda Q uma tendéncia de
recuperacdo parcial do espectro de Fe(II)TPPS; apods reagdo com O,. Essa
recuperagdo pode estar associada a menor quantidade de bolhas, ou seja, menos

espécies reativas derivadas de oxidos de nitrogénio.
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Figura 5.20 (A, B)
Espectros oticos de NO-FeTPPS, (10uM) em tampé&o universal 66mM, pH 8.0. (A) Antes

(1) e ap6s (2) nitrosilagdo com SNAP (40uM). (B) Apés nitrosilagéo (1), seguida de

adicdo de CTAB, 20 mM (2), seguida de exposi¢ao ao ar (3).
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Espectros 6ticos de NO-FeTPPS, (10uM) em tampé&o universal 66mM, pH 8.0. (C)

Evolugao temporal apds exposi¢do ao ar. (D) Comparagéo entre o espectro obtido ao

final da reacdo com O, (1) e o de porfirina em CTAB, pH 8.0 (2).
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Tabela 1
Comprimentos de onda dos picos de absorcao otica de FeTPPS, em tampéao, apds
adigdo de SNAP, na presenca de CTAB, em ambiente oxigenado e para a FeTPPS,em

detergente catidnico CTAB (controle).

FeTPPS, Banda de Soret (nm) Bada Q (nm)
pH 5.0 pH 8.0 pH 5.0 pH 8.0

Tampao 394 408 528 566
NO-FeTPPS, 414 414 540 540
+ CTAB 410 410 540 540
+ 0O, 416 416 570
FeTPPS4,-CTAB 408 408 568 570
(controle)

Oxigenagao de NO-FeTMPyP em micelas de SDS

O ataque por O, da porfirina cationica nitrosilada NO-FeTMPyP em
presenca de micelas anidnicas (SDS) foi estudado em pH 5.0 e 8.0. Em ambos
pHs a porfirina nitrosilada se apresenta na forma monomérica (Vilhena e Louro,

2004). Apresentaremos separadamente os resultados em pH 5.0 e em pH 8.0.

pH 5.0

Os espectros de absorcdo oOtica de FeTMPyP em pH 5.0 antes e apos
nitrosilacdo por tratamento com SNAP na relagdo molar de 4:1 s3o apresentados
na Fig. 5.21 A. As mudangas espectrais da FeTMPyP em tampao apds a completa
nitrosilagdo por SNAP sdo as seguintes. Surge um pico de absor¢ao em 424 nm na
banda de Soret e na banda Q, o pico em 500 e 630 nm desaparece e surge um
novo pico de absor¢do em 552 nm. Mudancas espectrais de NO-FeTMPyP
decorrentes da adicdo do detergente anionico SDS sdo observadas na Fig. 5.21 B
(1 e 2). O pico na banda de Soret decresce e desloca-se para 430 nm, enquanto a

banda Q praticamente ndo se altera, deslocando-se cerca de 2 nm para o vermelho.
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Essa figura também mostra o espectro obtido logo apoés exposi¢do ao ar (3).
Observa-se que a forma do espectro ndo mudou porém o espalhamento provocou
uma elevagao nao uniforme da linha de base, como ocorreu com a NO-FeTPPS,
(Fig. 5.19 B). No entanto, ndo foram observadas mudancgas espectrais em funcao
do tempo de exposicdo ao oxigénio durante poucas horas, indicando um
importante papel do detergente anidnico SDS na manuten¢do do complexo
nitrosilado de porfirina. Para uma exposicao mais longa, porém, foram observadas
mudancgas consideraveis (Fig. 5.21 C). O espectro evoluiu de (1) a (2) apos trés
dias em refrigerador. A Banda de Soret passou de 430 nm para 424 nm e o pico da
banda Q em 552 nm deslocou-se para 560 nm. A evolugdo da posi¢cdo e da forma
dos picos sugere uma tendéncia de retorno ao espectro de FeTMPyP em SDS pH

5.0 (3).
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Figura 5.21 (A)
Espectros 6ticos de NO-FeTMPyP (10uM) em tampéo universal 66mM, pH 5.0. (A) Antes
(1) e ap6s (2) nitrosilagdo com SNAP (40uM).
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nitrosilagao (1), seguida de adigao de CTAB, 20 mM (2), seguida de exposigéo ao ar (3).

(C) Apos exposicao ao ar por 40 min (1), 72h (2) e, para comparagéo, de FeTMPyP em
CTAB, pH 5.0 (3).
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pH 8.0

Os espectros de absorcdo oOtica de FeTMPyP em pH 8.0 antes e apos
nitrosilacdo por tratamento com SNAP na relagdo molar de 4:1 s3o apresentados
na Fig. 5.22 A. As mudangas espectrais da FeTMPyP em tampao apds a completa
nitrosilagdo por SNAP sdo as seguintes: o pico de absor¢ao na banda de Soret, em
422 nm apresenta um aumento com pequeno deslocamento para 424 nm; na banda
Q os picos em 590 e 630 nm desaparecem e dando origem ao pico Unico em
552 nm, caracteristico da NO-FeTMPyP. Assim como para NO-FeTPPS4, os
espectros de absor¢cao de NO-FeTMPyP em pH 5,0 e pH 8,0 sdo idénticos.

1,0
A FeTMPyP pH 8
- 2
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0.8 5 ———SNAP
06 - 0,10 4 2
’ 1
] 0,05
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T T
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Figura 5.22 (A)

Espectros 6ticos de NO-FeTMPyP (10uM) em tampéo universal 66mM, pH 8.0. (A) Antes
(1) e ap6s (2) nitrosilagdo com SNAP (40uM).
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Figura 5.22 (B,C)
Espectros 6ticos de NO-FeTMPyP (10uM) em tampéo universal 66mM, pH 8.0. (B) Apés
nitrosilagao (1), seguida de adicao de SDS, 20 mM (2), seguida de exposi¢ao ao ar (3).

(C) Apds exposicao ao ar por 4 h (1), 24 h (2) e, para comparagéo, de FeTMPyP em

SDS, pH 8.0 (3).
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Mudangas espectrais de NO-FeTMPyP decorrentes da adi¢ao do detergente
anionico SDS (Fig. 5.22 B, 1 e 2) sdo muito semelhantes as observadas em pH 5,0
(Fig. 5.21 B, 1 e 2). A Fig. 5.22 B também mostra o espectro obtido logo apos
exposicdo ao ar (3). Observa-se que a forma do espectro ndo mudou e que o
espalhamento foi muito menor do que em pH 5,0. Também n3o houve mudangas
espectrais em funcdo do tempo de exposicao ao oxigénio durante poucas horas,
como em pH 5,0. Para uma exposi¢ao mais longa, de 24h (Fig. 5.22 C), o espectro
evoluiu de (1) a (2). A Banda de Soret passou de 428 nm para 420 nm e o pico da
banda Q em 552 nm deslocou-se para 580 nm. Comparando-se o espectro (2) com
o espectro de FeTMPyP em SDS pH 5.0 (3) observa-se que o pico na Banda Q
apresenta-se um pouco deslocado para o vermelho, mas que as bandas de Soret
sdo idénticas. Isso sugere que o ataque de NO-FeTMPyP por O, produz

majoritariamente a espécie Fe(II)TMPyP e somente apds muitas horas.

Tabela 2
Comprimentos de onda dos picos de absorgao o6tica de FeTMPyP em tampao, apds
adigdo de SNAP, na presenga de SDS, em ambiente oxigenado e para a Fe+3TMPyP em

detergente aniénico SDS (controle).

FeTMPyP Banda de Soret (nm) Banda Q (nm)
pH 5.0 pH 8.0 pH 5.0 pH 8.0

Tampao 424 422 628 594
NO-FeTMPyP 424 424 552 552
+ SDS 432 428 552 556
+ 0, (24 h) 424 420 558 580
FeTMPyP+SDS 418 420 576 576
(controle)
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5.4.2

Ressonancia paramagnética eletrénica

A influéncia de micelas i0nicas na preservacdo do ataque por O, das Fe-
porfirinas soluveis FeTMPyP e FeTPPS; nitrosiladas, foi investigada também
pela técnica de EPR. As concentragdes de porfirina (100 uM) e SNAP (400 uM)
utilizadas foram cerca de dez vezes maiores do que as utilizadas nos experimentos
de absorcdo, no entanto manteve-se a concentracdo de detergente em 20 mM,
portanto, acima da concentracdo micelar critica. Outra diferenga da metodologia
de EPR em relagdo a absorcao dtica € a temperatura de obtencao dos espectros,

77 K. Apresentamos abaixo os resultados dessa investigagao.

FeTPPS, em micelas de CTAB

Os espectros de EPR de Fe(III)TPPS, foram obtidos a temperatura de 77 K,
antes do tratamento com SNAP, em solucdo tampao universal em pH 5,0 e 8,0.
Foi observado o sinal em g~= 6, em pH 5,0 (anidlogo ao da Fig. 5.11). Esse sinal
desapareceu totalmente apos adicdo de SNAP. Em pH 8.0 a amplitude desse sinal
j& foi desprezivel mesmo antes do tratamento com SNAP, devido ao estado
dimérico das porfirinas.

A Fig. 5.23 mostra os espectros de EPR apds tratamento com SNAP 4:1. A
formacdo do complexo NO-Fe(II)TPPS, tanto em pH 5,0 como em pH 8,0 ¢
demonstrada pela forma do espectro, caracteristica de Fe-porfirinas nitrosiladas.
Em particular, espectros bem semelhantes foram obtidos através de tratamento de
FeTPPSs com gas NO seguido de adicdo de ditionito de sédio (nitrosilagao
redutiva) (da Silva, 1999). Observa-se que esse espectro ¢ bastante isotropico para
a NO-Fe(I)TPPS4, com gio= 2,047. No entanto, aparece na regido de campo alto
a estrutura hiperfina de trés linhas centrada em g=2,017, caracteristica da
interacdo com o nucleo de N, sugerindo que ha uma espécie anisotropica
contribuindo para o sinal. E importante lembrar que espécies NO-Fe(III)P sdo

diamagnéticas e portanto ndo apresentam sinal de EPR.
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Figura 5.23

Espectro de EPR da FeTPPS, 100 uM em pH 5.0 e 8.0 em nitrogénio liquido a 77 K em
tampé&o universal 66mM, apos a adicdo de SNAP 400 uM e na presenga de CTAB

20 mM.

A Fig. 5.23 mostra também o espectro apds adi¢do do detergente catidnico
CTAB. A interagao com micelas desse detergente torna a estrutura hiperfina mais
resolvida, indicando aumento na porcentagem de espectro anisotropico. A
diferen¢a de intensidade, apo6s a adicdo de detergente, ndo ¢ significativa, ja que
pode ter havido variagdao na geometria e posi¢ao das diferentes amostras.

Nakagawa et al. (2003) observaram que o borbulhamento direto de NO em
solucdo aquosa de FeTPPS, produzia NO-Fe(III)TPPS,, ja que o sinal de Fe(III)P
spin alto desaparecia e ndo surgia sinal de NO-Fe(II)P. Verificaram também que o
borbulhamento direto de NO em solucdo de FeTPPS; em metanol/dgua 9:1

produzia um espectro de EPR de NO-Fe(II)P. No entanto, o espectro apresentado
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por esses autores ¢ bem mais anisotrépico do que o obtido por nos (Fig. 5.23) e

apresenta estrutura hiperfina bem mais resolvida.

Oxigenagao do complexo NO- Fe(lll)TPPS, / CTAB

A oxigenacao por 3 minutos da porfirina nitrosilada em presenca de CTAB
implicou apenas em mudanga espectral sutil em pH 5,0 (Fig. 5.24). Esta exposicao
inicial ao oxigénio ndo modifica o espectro isotropico da NO-Fe(I)P centrado em
g=2.047, bem como ¢ preservada a definicdo das linhas hiperfinas centradas em

g=2.017.
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Figura 5.24
Acima: Espectro de EPR da NO-Fe(Il)TPPS, 100 uM em pH 5.0, na presenca de CTAB
20 mM e apds oxigenagao por 3 minutos e 1 hora; abaixo: subtragdo espectral antes e

apos exposicao a atmosfera aerdbia.

No entanto, apos 1 hora de exposi¢do, o espectro de EPR diminui em
intensidade e se torna mais anisotropico. H4 um deslocamento do g no cruzamento
da linha de base, de gjs, = 2,047 para g = 2,038. Na busca das espécies consumidas
durante oxigenacdo prolongada, fizemos uma subtracdo espectral entre os
espectros antes € uma hora apds exposicao a O,. O resultado dessa subtracao ¢

uma espécie com espectro de EPR bem isotropico centrado em g5, = 2,044,
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indicando que essa espécie estd bem mais acessivel a agdo do oxigénio do que as
espécies com anisotropia alta. Essa ultima, provavelmente, estd protegida pela
interacdo com as micelas do detergente.

Em pH 8,0 (Fig. 5.25) a porfirina nitrosilada também apresenta, em CTAB,
um espectro bastante isotropico (gso= 2,047), mas com estrutura hiperfina
centrada em g =2,017. Como em pH 5,0, a oxigenacdo por 3 minutos implica em
um pequeno decréscimo da intensidade deste sinal e apos uma hora de exposi¢ao

ao oxigénio, o espectro fica bem mais anisotropico.

6.0x10°
| 9=2.076 FeTPPS,
4.0x10° pH 8.0
; g =2.047
2.0x10° - -
0.0 —ser,‘:,'b'ﬁ"":m‘ "“"""'"'"".‘2'!‘“"
-2.0x10°

= 1 +CTAB

> -4.0x10°

0O ] +0O, - 3min g=2.017
5 |- 0. -1h
-6.0x10" - : g=2.013
T I T I T I L] I L
300 310 320 330 340 350
2.0x10° g.,=2.049 subtracdo
0.0
-2.0x10°
T I T I T I L] I T
300 310 320 330 340 350

Campo Magnetico (mT)

Figura 5.25
Acima: Espectro de EPR da NO-Fe(Il)TPPS, 100 uM em pH 8,0, na presenca de CTAB
20 mM e apéds oxigenagao por 3 minutos e 1 hora; abaixo: subtracdo espectral antes e

apos exposicao a atmosfera aerdbia:

A subtragdo espectral (Fig. 5.25), entre os espectros antes e apds 1 hora de
exposicao ao oxigénio, revelou espectro menos isotropico que em pH 5,0 (Fig.
5.24) e apresentando estrutura hiperfina. Isso indica que, além da degradacdo da
espécie isotropica, em pH 8,0 ha maior degradacdo da espécie anisotropica do que
em pH 5,0. Em ambos valores de pH, observou-se que, depois de 14h em

presenca de O, os espectros de EPR eram reduzidos a apenas 10%, em média.
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Pode-se dizer que, em ambos valores de pH, a blindagem micelar prolonga a vida

de Fe(II)TPPS, nitrosilada em presenca de oxigénio.

Fe(lllTMPyP em micelas de SDS

Os espectros de EPR de Fe(III)TMPyP foram obtidos a temperatura de
77 K, antes do tratamento com SNAP, em solugdo tampao universal em pH 5,0 e
8,0. Em pH 5,0 foi observado que o sinal de g = 6, (andlogo ao da Fig. 5.11) ja
estava bem menor do que o esperado. Esse sinal diminuiu bastante em pH 8.0 mas
ndo desapareceu totalmente. Apds adigdo de SNAP, a amplitude desse sinal
tornou-se desprezivel.

A Fig. 5.26 mostra os espectros de EPR apos tratamento com SNAP 4:1 em

pH 5,0 e 8,0, antes e ap6s adi¢do do detergente anidnico SDS.

1.0x10*

G208 62082 FeTMPyP
f pH 5.0

-5.0x10° 1
-1.0x10" -
—" +SNAP
-1.9x +SDS
1 =1.99
-2.0x10° ——— =
= 310 320 330 340 350
o= )
Q) 1-0x10
i FeTMPyP
5.0x10° - pH 8.0

-5.0x10°
1 UX1D4 | g=2013
+SNAP
-1.5x10" +SDS
-2.0x10* —r7
310 320 330 340 350

Campo Magnetico (mT)

Figura 5.26
Espectro de EPR da FeTMPyP 100 yM em pH 5,0 e 8,0 a 77°K, em tampao universal 66
mM, apds a adigdo de SNAP 400 uM e na presenga de SDS 20 mM.
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Os espectros indicam formagao do complexo NO-Fe(I[)TMPyP tanto em pH
5,0 como em pH 8,0 (Fig.5.26). Como para a FeTPPS,4, espectros bem
semelhantes foram obtidos através de tratamento com gas NO seguido de adi¢ao
de ditionito de sédio (da Silva, 1999), porém com estrutura hiperfina bem menos
resolvida. Observa-se que o espectro ¢ bastante anisotropico para a NO-
Fe(I)TMPyP caracterizado pelos valores de g; = 2,096, g, =2,062 , g3=1,997 e
com as trés linhas hiperfinas centradas em g=2,013 e constante hiperfina
A=2.15mT. O espectro ¢ semelhante ao da cadeia o de hemoglobina na
conformagdo T e ¢ caracteristico de NO-Fe(I[)P pentacoordenada (Yoshimura,
1991). Em pH 8.0, percebemos uma perda de resolucao estrutura hiperfina,
deixando visivel um espectro de impureza em g =~ 2.004.

Em pH 5,0 ndo sdo observadas mudancgas espectrais significativas apos a
adicao de SDS, enquanto que em pH 8,0 a resolucdo espectral na regido hiperfina
melhora.

Um espectro a 77 K com pardmetros bem proximos, porém com estrutura
hiperfina pouco resolvida, foi publicado por Imai et al. (2004), apds tratamento
com gas NO de uma porfirina cationica semelhante em pH 3.0. Esse espectro ¢
idéntico ao obtido por da Silva (1999). A forma monomérica da porfirina perdeu o
seu sinal de Fe(III) spin alto apds a formagdo do composto (NO)Fe(II)TcatP. Os
autores associaram os detalhes espectrais a Fe(I)porfirina ligada ao NO na quinta
posi¢ao de coordenacao.

Por outro lado, relatou-se um espectro de EPR da NO-Fe(II)TMPyP em pH
7,4 (Trofimova et al., 2003) bem diferente dos nossos (Fig. 5.26), tanto na regiao
de g mais baixo quanto na das trés linhas hiperfinas.

Praneeth et al. (2005) explorou os espectros de EPR de adutos de NO-
Fe(I[)TPP em solucao de tolueno com tiofenolatos e tetrahidrotiofeno. A partir
dos valores de g e da estrutura hiperfina eles concluiram que a interagdo de
tiofenolatos com o centro de Fe(Il) ¢ fraca em comparagdo com 1-metilimidazol.

E interessante notar que, a disposi¢do das trés linhas hiperfinas observadas
na Fig. 5.25, para NO-Fe(II)TPPS,4, ¢ muito semelhante a do espectro de NO-
Fe(IT)-TPP relatado por Praneeth et al. (2005) em auséncia de ligante na sexta
posicao de coordenagdo, enquanto a disposi¢ao dessas linhas na Fig. 5.26, para a
NO-Fe(IN'TMPyP ¢ muito semelhante a da mesma NO-Fe(II)-TPP ligada a

tetrahidrotiofeno (1 M). Essas semelhangas sugerem que os complexos de NO
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com ambas porfirinas soluveis sdo penta-coordenados ou possuem na sexta

posicdo de coordenagdo um ligante fraco (tiolato) derivado de SNAP apos

transferéncia de NO a porfirina.

Oxigenagao do complexo NO- Fe(ll)TMPyP/ SDS

A Fig. 5.27 mostra os espectros de EPR de NO-Fe(III)TMPyP em presenca

de micelas de SDS antes e apds exposi¢cdo a O,. A oxigenacdo por 3 minutos da

porfirina nitrosilada em presenga de SDS ndo implicou em mudanga espectral em

pH 5,0. A micela SDS age como uma blindagem eficiente para a manutengao dos

compostos nitrosilados nos 3 minutos apos a oxigenacao das amostras.

| g=2.026+ FeTMPyP
5.0¢10° - g=2'0%/i\,-4’\ pH 5.0
6.0 e I R
-5.0x10" |
I 201’3.{“r
g=2.
-1.0x10"
. 0 +SDS
S -1.5x10° A +0, - 3min
| ] 0,-1h —_—
g=1.
55 B e D R
300 310 320 330 340 350
4.0x10’ ] subtracdo
0.0
-4.0x10° 4
-8.0x10” - } 9=1.99
T I T I T I L] I T
300 310 320 330 340 350

Figura 5.27

Campo Magnetico (mT)

Acima: Espectro de EPR da NO-Fe(Il)TMPyP 100 uM em pH 5.0, na presenca de SDS

20mM e apéds oxigenagao por 3 minutos e 1 hora; abaixo: subtracao espectral antes e

apos exposigcao a atmosfera aerdbica.

Ap6s 1 hora de exposicdo ao oxigénio o espectro perde intensidade, cerca de

45%. Além disso, na regido das linhas hiperfinas centradas em g=2,013, a

exposicao ao oxigénio implica em alguma perda da resolucdo das linhas. A

subtragdo espectral, entre os espectros antes e apds a oxigenagdo, sugere que ha

principalmente uma espécie anisotropica, que vai sendo consumida com t;, = 1 h.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0210614/CA


PUC-RIo - Certificagdo Digital N° 0210614/CA

135

Em pH 8,0 (Fig.5.28), exceto pela diminuicdo mais pronunciada nos
primeiros 3 minutos de exposi¢cdo ao oxigénio, o comportamento € espectro foi

semelhante ao obtido em pH 5,0.

2 | g=2.096 FeTMPyP
5.0x10 _ f:;ﬁl\ oH 8.0
0.0 feamosongues s
-5.0x10°
-1.0x10"
= . +SDS
5" -1.5x10" - #05,=5min
] 0,-1h g=1.997
-2.0X1 04 L} I T I L} I L] I L
300 310 320 330 340 350
4.0x10° =
i subtracdo
0.0
-4.0x10° —
] =1.997
B I £ .
300 310 320 330 340 350

Campo Magnetico (mT)

Figura 5.28
Acima: Espectro de EPR da NO-Fe(Il)TMPyP 100 uM em pH 8,0, na presenca de SDS
20 mM e apds oxigenagao por 3 minutos e 1 hora; abaixo: subtragdo espectral antes e

apos exposicao a atmosfera aerdbia.

5.5

Nitrosilagao de Fe-porfirinas em proteinas

5.5.1

Influéncia da albumina na nitrosilagao da FeTPPS,

Seguindo nossos experimentos, esta nova se¢do destina-se a avaliar a
interagdo de FeTPPS; com albumina e observar o efeito dessa interacdo na

nitrosilagdo por SNAP. Observamos as mudangas no espectro de absor¢do ao
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titularmos a FeTPPS, com aliquotas de BSA. Ao fim dessa titulacdo, quando a
concentra¢do da albumina alcancou aproximadamente o dobro da concentragdo de
porfirina, foi acrescentado SNAP e a cinética de nitrosilagdo também foi

acompanhada oticamente.

Titulagdo de FeTPPS, com BSA

A Fig. 5.29 apresenta as mudangas Oticas ocorridas na FeTPPS; apds
sucessivas adicdes de pequenas aliquotas de BSA. Antes da adi¢do, a FeTPPS,
apresenta um pico bem definido na banda de Soret em 408 nm e trés picos em
menor intensidade na banda Q em 568, 610 e 660 nm. A adi¢ao de albumina
produz uma mudanc¢a na posi¢do do pico da banda de Soret, que de 408 nm,
desloca-se para 416 nm. Na banda Q, ocorre um pequeno aumento da intensidade
em 660 nm com o aumento da concentracdo de BSA. Nao sdo observados pontos
isosbésticos, sugerindo que a BSA possui mais de um sitio de ligagdo para
FeTPPS,.

A albumina tem um espectro 6tico com pico bem definido em 278 nm,
devido aos aminoacidos aromaticos, cujo aumento de intensidade pode ser
observado na titulacdo (Fig.5.29). Todas as mudancas nos outros picos de
absorc¢do, que ocorrem até 800 nm, sdo devidas as modifica¢des estruturais da
porfirina.

Em experiéncias de titulacdo da FeTPPS, com BSA, Tominaga et al. (1997)
observaram por absor¢do dtica, em pH 5,0 e 9,0, modificacdes que indicaram
ligagdo dessa porfirina @ BSA. Nesse trabalho foram utilizadas concentragdes de
BSA até 200 uM. Nossos resultados, em pH 7,4, foram semelhantes aos descritos
em Tominaga et al. (1997) em pH 9,0 para a faixa de concentracio de BSA
coberta por nés (0 a 16 uM).
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Figura 5.29
Titulacao da Fe(ll)TPPS, (8,5uM) em pH 7,4 por BSA. A BSA foi adicionada de 1 em

1 uM, até uma concentracéo de 16 uM.

Determinacao da constante de associacao entre FeTPPS,e BSA

A partir das modificagdes espectrais ocorridas na FeTPPS, apos titulagao
com BSA, podemos determinar a constante de ligacdo da porfirina a albumina.
Entdo, observando o espectro 6tico da FeTPPS; em fungdo da concentragdo de
BSA, selecionamos dois picos de absor¢do em que ocorrem variagdes
significativas dos valores de absorbancia (396 e 424 nm).

Essas variagdes AA foram normalizadas a maxima variacdo AAn,x em cada
comprimento de onda e para diminuir o erro experimental, foi realizada a média
dessa variagdo fraciondria nos comprimentos de onda anteriores e posterires aos
escolhidos.

Na Fig. 5.30 apresentamos as variagdes de intensidade em 396 e 424 nm
(AA) de Fe(III)TPPS,4 em fungdo da concentragdo de BSA. Podemos notar que a
Fe(IIHTPPS,4 (8,5 uM) esté totalmente ligada, mesmo a baixas concentracdes de

BSA (~2 uM em 396 nm e ~4 uM em 424 nm), indicando que uma molécula de
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albumina pode ligar mais de uma ferro-porfirina. Portanto ha mais de um sitio de
ligagdo para FeTPPS, em BSA.

Para ajustar modelos tedricos a dados experimentais, devemos escolher os
parametros experimentais a serem ajustados. A fracao de porfirina ligada, f», pode
ser escrita em funcdo da variacdo de absorbancia da porfirina. A absorbancia 4
num determinado comprimento de onda ¢ a soma das absorbancias da fracao livre
e da fragdo ligada.

A=A;fr+ A fp (5.17)

onde 4, é a absorbancia quando toda a porfirina estd em solu¢do (na
auséncia de BSA) e 4, ¢ a absorbancia quando todas estdo associadas a BSA
(concentragdo alta de BSA). Assim, o valor de f;, para cada concentragdo total de
BSA pode ser tirado dos espectros de absorg¢do através da expressdo da
absorbancia normalizada:
_ A4y

Jb —m (5.18)

Desta maneira, relacionamos as variacdes das intensidades de absor¢do em
funcdo da concentracdo de BSA com o processo de ligacdo. A constante de
dissociagao Ky foi obtida a partir de ajustes dos dados experimentais da Fig. 5.30.
A equacgdo para o ajuste computacional aos valores experimentais foi a de ligagao
a n sitios idénticos. Esta equag¢do ¢ uma variagdo da Eq. 4.10, (ligacdo a sitio
unico) em que a concentracdao albumina [BS4,] foi substituida pela concentragdo
total de sitios, que ¢ igual ao numero de sitios n vezes a concentragdo de
albumina, n.[BSA4/].).

Para os dois comprimentos de onda escolhidos, os parametros dos ajustes
foram diferentes, acarretando em diferentes constantes de dissociagao e diferentes
numeros de sitios (Kg3oenm > Kaaoanm; #=2 para 396 nm e n=6 para 424 nm).
Concluimos que o modelo de n sitios equivalentes ndo ¢ adequado. De fato,
observando a Fig. 5.29 ndo encontramos qualquer ponto isosbéstico, indicando
que realmente ndo estd sendo formada uma tUnica espécie. Portanto, além de a
BSA estar ligando porfirinas em mais de um sitio, estes sitios sdo diferentes e a
estrutura da Fe-TPPS, ligada varia de um sitio para outro, apresentando diferentes

espectros de absor¢ao.
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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 ligagao a n sitios

idénticos. Os parametros do ajuste encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1: Parametros do ajuste da fungéo de ligagdo a um sitio aos dados experimentais

da titulagdo da Fe-TPPS,; por albumina em pH 7 4.

Fe-TPPS; /BSA pH 74

Kq(10°M) | Ky (10°M™ Yo n
394 nm 1,5+0,2 0,67 0,169+0,001 | 6,1+0,3
424 nm 0,10 £ 0,07 10 0,101 £0,002 | 2,3+0,1

Tominaga et al. (1997) calcularam, a partir de dados de supressdo de
fluorescéncia intrinseca de BSA em pH 5,0, constantes de associacdo TPPS;-BSA
dependentes da concentracdo de BSA. Para BSA 1 uM, a mais alta concentracao
utilizada no trabalho, a constante de associacdo foi 1,0 x 10° Mfl, da mesma

ordem de grandeza que a obtida por nds, através de absorc¢ao oOtica da porfirina em
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394 nm (desaparecimento da espécie livre). Por outro lado, constantes de
associacdo bem maiores (~10° M™") foram encontradas em concentra¢des menores
de BSA. A constante de ligacdo encontrada por nds utilizando a absorbancia em
424 nm (ligagao de porfirinas a pelo menos 2 sitios, de acordo com » da Tabela 1)
foi ~10” M™". Apesar de a albumina ter apenas um sitio de ligagio mais forte para
hemina (Zunszain et al., 2003), ela possui sete sitios para acidos graxos (Petitpas
et al.,, 2001), que sdao anidnicos. Como a TPPS; ¢ uma porfirina anidnica, ¢

compreensivel o fato de termos encontrado cerca de seis sitios de ligacdo a BSA.

Figura 5.31

Estrutura cristalina da albumina humana complexada com hemina e &cido miristico. a) A
estrutura secundaria da proteina é mostrada esquematicamente com os subdominios IA,
IB, lIA, IIB, IlIA e 11IB diferenciados por cores. Os sitios de ligagdo para acidos graxos
sao numerados de 2 a 7, apresentando os atomos diferenciados: carbono-cinza;
nitrogénio-azul; oxigénio-vermelho; ferro-laranja. b) Simulacao da ligagdo da hemina

ligada ao subdiminio IB. (Zunszain et al., 2003)

Em experiéncias de fluorescéncia sobre a interacdo de porfirinas bases livres
com BSA Borissevitch et al. (1998) relataram constantes de ligacao Ky, de 1,5 x
1M e 32 X 10° M™! para TPPS, em pH 4,5 e 8,5, respectivamente. Nossos
resultados em pH 7,4, sugerem cerca de seis sitios de ligacdo para FeTPPS4, com
constante de associacio média da ordem de 10° M™' (desaparecimento do pico em
394 nm, Tabela 1), da mesma ordem de grandeza, portanto, que para a base livre
em pH 8,5. Devemos ressaltar que a ligacdo de mais de uma molécula de FeTPPS,4

(Borissevitch et al., 1998) e de FeTPPS,; (Tominaga et al., 1997) a BSA foi
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interpretada como agregacdo e, em nosso trabalho, estamos interpretando como
existéncia de mais de um sitio em BSA para a FeTPPS,, que inclusive podem ser

proximos aos ja identificados sitios de ligagao para acidos graxos.

Adicao de SNAP a Fe-TPPS,/ BSA

Para verificar a influéncia da albumina na nitrosilagdo da FeTPPS4 por
SNAP, desoxigenamos por fluxo continuo de N, nossa amostra resultante da
ultima adi¢ao de BSA (16 uM na cubeta). Com o cuidado necessario para manter
a atmosfera anaerobia, adicionamos SNAP (14 uM na cubeta) e observamos as
mudangas espectrais. A Fig. 5.32 mostra que a adicdo de SNAP ndo implica em
qualquer mudancas espectral, tanto na banda de Soret quanto na banda Q da ferro-
porfirina ligada a albumina. Ou seja, a nossa ferro-porfirina esta totalmente

incorporada na albumina e desta maneira ndo nitrosila.

fluxo ( N2)
i ——— SNAP (15s)
416 0,06 SNAP (3min)
{568 —— SNAP (4min)
l i SNAP (7min)
0,6 0,04 - 610 660 SNAP (6min)
S SNAP (8min)
‘ l SNAP (13min)
. —— SNAP (21min)
0,02 )
B
O
0,4 4
o 0,00 4
o]
[
(o] ! | ! | ! | ! |
2 550 600 650 700 750
<
0,2 -
Fe(lllTPPS, / BSA / SNAP
0,0 T ! T T T J T ! T T
300 400 500 600 700 800
Comprimento de onda (nm)
Figura 5.32

Nitrosilagdo em funcéo do tempo por SNAP (14 uM), da solucdo de FeTPPS, (8,5 uM) e

BSA (16 uM) em pH 7,4 em tampéao Tris, desoxigenada apds 10 minutos em fluxo de N, .


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0210614/CA


PUC-RIo - Certificagdo Digital N° 0210614/CA

142

5.5.2
Influéncia da albumina na nitrosilacao da FeTMPyP

Conforme ja fizemos para a porfirina anidnica, esta secdo apresentara os
resultados oOticos obtidos da titulagdo por BSA da FeTMPyP, bem como a
influéncia da BSA na nitrosilagao por SNAP.

Titulagdo de FeTMPyP com BSA

A Fig. 5.33 apresenta as mudangas Oticas ocorridas na FeTMPyP apods
sucessivas adigdes de pequenas aliquotas de BSA. O aumento da concentr¢do de
albumina pode ser acompanhado pelo surgimento de um pico de absor¢ao dtica
em 278 nm. Antes da adi¢do, a FeTMPyP apresenta um pico em 424 nm, na banda
de Soret, e pico duplo de menor intensidade na banda Q em 598 e 634 nm. A Fig.
5.33 mostra que a interagao com BSA faz surgir uma espécie com banda de Soret
menos intensa, em torno de 424 nm, enquanto na banda Q hé a diminuigdo dos
picos em 598 ¢ 634 nm acompanhando um pequeno aumento da absorcdo
proximo a 550 nm. Ocorre também uma diminui¢do da intensidade da absorbancia
de um ombro localizado entre 470 ¢ 520 nm. Ao contrario do que ocorreu com
TPPS,, aparecem pontos isosbésticos durante a titulagdo, sugerindo ligagdo a um
Ginico sitio. A concentragdo de 15 uM de BSA as variagdes espectrais ainda nio

atingiram a satura¢ao, indicando que ainda restam Fe-porfirinas livres em solugao.
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Figura 5.33
Titulagdo da Fe(lINTMPyP (8,5uM) por BSA. A BSA foi adicionada de 1 em 1uM

resultando em uma concentracdo de aproximadamente 15 uM.

Determinagao da constante de associagao entre FeTMPyP e BSA

Com o intuito determinar a constante de ligacdo da FeTMPyP a albumina,
selecionamos dois picos de absor¢do em que ocorrem variagdes significativas dos
valores de absorbancia (424 e 598 nm) apds a titulacdo por BSA. A variacdo da
absorbancia (AA) nesses comprimentos de onda em fun¢do da concentragdo de
albumina ¢ apresentada nos graficos da Fig. 5.34. Nessa figura observamos que a
variacdo da absorbancia nao alcanca valores constantes durante a titulagdo por
albumina. Mesmo a uma concentracdo de 15 uM, aproximadamente o dobro de

porfirina, a BSA nao foi capaz de ligar toda a FeTMPyP em solucao.
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Graficos da variagdo de absorbancia como fungéo da concentragao de albumina em 424

e 598 nm, indicando os ajustes computacionais das curvas de ligagéo a 1 sitio. Os

parametros do ajuste encontram-se na Tabela 2.

A determinagdo da constante K4 (de dissociacao) foi feita ajustando-se aos

dados da Fig.5.34 a Eq.4.10 multiplicada pelo parametro ajustavel vy,

(Yo= AAmnax), ja que ndo foi possivel normalizar os valores de AA. Os resultados

do ajuste aparecem como linhas continuas nos graficos A ¢ B da Fig. 5.34 ¢ os

parametros encontram-se na Tabela 2.
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experimentais da titulagdo da FeTMPyP por albumina em pH 7,4.
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Fe-TMPyP /BSA pH 7,4

Kq(10°M) | Ky (10° MY Vo n (fixo)
394 nm 154432 0,65 0,168 0,018 1
424 nm 16.2 + 0,4 0,62 0,026 1

Em ambos comprimentos de onda, a constante de dissociagdo encontrada foi
praticamente a mesma. Essa constante ¢ da ordem de 10 vezes maior do que a
encontrada para FeTPPS,, indicando que a albumina tem afinidade muito mais
baixa pela porfirina cationica do que pela anionica. Os resultados também
sugerem que a BSA tem apenas um unico sitio de ligagdo para a porfirina
cationica.

Borissevitch et al. (1998) encontraram para TMPyP constantes de ligagao
com BSA em fungdo do pH diferindo por um fator dois: K, =0,73 x 10° M ' ¢
1,8 x 10° M! em pH 5,0 e 8,5, respectivamente. J4 nossos resultados mostraram

constante de ligagcdo para a FeTMPyP pelo menos dez vezes menor.

Adicao de SNAP a Fe-TMPyP / BSA

Para verificar a influéncia da albumina na nitrosilagio da FeTMPyP,
novamente desoxigenamos por fluxo continuo de N, nossa amostra resultante da
ultima adi¢do de BSA (15uM na cubeta). Com o cuidado necessario para manter a
atmosfera anaerébia, e com o auxilio da micro-seringa gas tigth, adicionamos
SNAP (14uM na cubeta) e observamos as mudangas espectrais. Observando a
Fig. 5.35, a adicdo de SNAP pode ser notada por mudangas nos picos de absorc¢ao
nas bandas de Soret e Q. Em 424 nm, a adi¢do de SNAP pode ser acompanhada
por um acréscimo e posteriormente um decréscimo dos valores de intensidade
como funcdo do tempo. Em 552 nm, no decorrer da reagdo de nitrosilagdo ocorre

um aumento da intensidade de absor¢ao.
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Figura 5.35
Nitrosilagdo em funcdo do tempo por SNAP (14uM), da solugdo de FeTMPyP (8,5uM) e
BSA (15uM) em tampéo Tris pH 7,4, desoxigenada apd6s 10 minutos em fluxo de N, .

Determinacao da constante cinética de nitrosilagdo de TMPyP por SNAP

Para descrever a cinética de nitrosilacdo foram escolhidos os picos de
absor¢ao em 424 e 552 nm. Os graficos das variagdes fraciondrias de absorbancia
(AA/AAn.x) em fungdo do tempo encontram-se na Fig. 5.36 e representam o
processo de nitrosilacio da Fe-TMPyP em BSA a pH 7.4. Os tempos
caracteristicos de nitrosilagdo foram determinados ajustando a equacdo
exponencial de primeira ordem descrita por:

AA/AAmax=A1+ A (1 —exp (—t/ 1)) (5.17)

onde A;, A, e o tempo caracteristico T foram obtidos do ajuste.
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Figura 5.36
Curvas de cinética de nitrosilagao da Fe-TMPyP (8,5 uM) em BSA (15 uM) em tampéao
tris (50 mM) a pH 7,4. As linhas representam os ajustes de fungdo mono-exponencial. Os

parametros do ajuste encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1: Pardmetros do ajuste da fungdo mono-exponencial AA/AA . = AT+ A2%(1-

exp(-t/x .)) aos dados experimentais da cinética de nitrosilagéo.

Fe-TMPyP /BSA pH 7,4

() Ay A,

424 nm 273+ 12 -0,02 £ 0,01 1,00 £ 0,01

552 nm 200 £ 40 0,06 £ 0,05 0.87 £0,05
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5.5.3
Nitrosilagdao de Mioglobina por SNAP

Nesta secdo observou-se a evolugdo temporal do espectro de absor¢do de
met-mioglobina tratada com SNAP na razdo de 1:1 e de 4:1, para investigar a
nitrosilacdo do grupo heme, presente na molécula de mioglobina. O ion de ferro
encontra-se no estado Fe(IlI) spin alto.

Partindo de uma concentragao de 7 uM, a mioglobina foi tratada com SNAP
em concentragcdes de 7 e 28 uM em ambiente anaerobico e os espectros foram
obtidos em intervalos de tempo regulares. A Fig. 5.37 mostra o espectro de
absor¢ao otica da mioglobina, com um pico de absorcdo na banda de Soret em
408 nm, enquanto na banda Q, ocorrem picos menos resolvidos € menos intensos,

sendo o principal em 500 nm.
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Figura 5.37
Espectro de absorgao 6tica da mioglobina (7uM) em tampé&o universal pH 7,4, nitrosilada

por SNAP 7 e 28 uM como fungéo do tempo.
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Logo apos adicdo de SNAP ha o aumento da absorbancia em torno de 338
nm, devido ao pico de absor¢do do SNAP. Em seguida, para ambas concentragdes
de SNAP, ndo ocorrem variagdes espectroscopicas significativas durante pelo
menos uma hora. Dessa forma podemos dizer que na mioglobina o heme fica bem

protegido da nitrosilagao por SNAP pela cadeia polipeptidica.
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