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RESUMO
Titulo: DECOMPOSICAO TERMICA E FOTOQUIMICA DA S-NITROSOGLUTATIONA

COM LIBERACAO DE OXIDO NITRICO (NO*): EFEITO DA MATRIZ DE POLI (ETILENO
GLICOLYAGUA E DOS [ONS Cu®*

Autora: Amedea Barozzi Seabra

Orientador: Prof. Dr. Marcelo Ganzarolli de Oliveira

Departamento de Fisico-Quimica- Instituto de Quimica- UNICAMP.

Palavras chave: 6xido nitrico, S-nitrosoglutationa, poli(etileno glicol), fotoquimica

A molécula de oxido nitrico (NO®) esté envolvida em processos fisiologicos
fundamentais, como a modulacéo da neurotransmissdio, as reagdes imunologicas, a vasodilatagio
e a inibig#io da agregacdio plaquetaria. Devido & alta reatividade do NO® livre in vivo, foi sugerido
que tidis atuam como carregadores e liberadores de NO®, estabilizando-o; entre eles a
S-nitrosoglutationa (GSNO), que é biologicamente ativa e mais estavel que o proprio NO®. Nesse
trabalho a GSNO foi sintetizada através da S-nitrosacdo da glutationa (GSH). A liberag#o térmica
e fotoquimica de NO® a partir da GSNO foi monitorada em soliglio aquosa e em matriz de
poli(etileno glicol)/agua (PEG/H20), através das variaghes espectrais na regiio do UV/vis. A
matriz de PEG/H;O levou a uma reduc@o nas velocidades iniciais de decomposiclio térmica e
fotoquimica da GSNO em relagéio ds solugdes aguosas. Em uradlaqﬁes com A = 333 nm
observou-s¢ uma redu¢iio do rendimento quéntico de fotodecomposicio da GSNO de
¢ = 0,80 + 0,01 em solucdo aquosa, para ¢ = 0,30 + 0,01, em matriz de PEG/Hz0. Esses
resultados foram atribuidos ao efeito gaiola da matriz de PEG/H20 que ocasiona um aumento da
taxa de recombinaciio dos pares de radicais geminados formados nos processos de quebra
homolitica da ligagdo S-N, em relagio a4 agua. Esses resultados indicam que a matriz de
PEG/H;O pode ser usada no controle da liberagiio térmica e fotoquimica de NO°, a partir da
GSNO. Verificou-se que a adigio de ions Cu®* catalisa a oxidagdo aerébica tanto da GSH como
da GSNO em glutationa oxidada (GSSG), envolvendo um mecanismo de oxidag@io-redugiio dos
jons Cu®, evidenciado espectroscopicamente pela formagiio do complexo Cu‘-neocuproina.
Estudos cinéticos mostraram que a reagdo de oxidagio da GSH pelos fons Cu®* ¢é de primeira
ordem em relagio a cada um dos reagentes ¢ que a extensfo dessa reacfio é limitada pela
formagao do complexo [GSSG-Cul**. O papel dos jons Cu®* na decomposicgio térmica da GSNO
esta de éoordo com um mecanismo que envolve a quebra heterolitica da ligago S-N, seguida da
redugiio dos fons Cu®" pelo dnion GS". Esses resultados ilustraram a importincia da mediaggio de
jons Cu®* na liberagiio de NO" a partir da GSNO e nos processos de oxidagio de tiois.
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ABSTRACT
Title: THERMAL AND PHOTOCHEMICAL DECOMPOSITION OF S-NITROSOGLUTATHIONE

WI;[;H NITRIC OXIDE (NO) RELEASE: EFFECT OF POLY(ETHYLENE GLYCOL) MATRIX AND
Cu™ IONS.

Author: Amedea Barozzi Seabra

Advisor: Prof. Dr. Marcelo Ganzarolli de Oliveira

Departamento de Fisico-Quimica — Instituto de Quimica — UNICAMP

Key words: nitric oxide, S-nitrosoglutathione, poly(ethylene glycol), photochemistry.

The nitric oxide molecule (NO®) is involved in important physiologic processes, such as
the modulation of neurotransmission, immunological reactions, vasodilatation and the inhibition
of platelet aggregation. Due to the high reactivity of free NO® in vivo, it was suggwted.thatNO'
is stabilized by reduced thiols species, such as S-nitrosoghutathione (GSNO), a carrier molecule
that prolongs the half-life of NO® in vivo and also preserves its biological activity. In this work,
GSNO was synthesized by the direct S-nitrosation reaction of glutathione (GSH). The thermal
and photochemical decomposition of GSNO, in aqueous and in poly(ethylene glycol)/water
(PEG/H:0) matrix, with consequent NO" release, was kinetically monitored by the changes in the
absorption bands of GSNO in the UV/vis region. The PEG/H;0 matrix was responsible for a
reduction in the initial rates of thermal and photochemicél GSNO decomposition, relative to the
aqueous solution. Under irradiation with A = 333 nm it was observed a decrease of the quantum
yield of photodecomposition of GSNO from ¢ = 0,80 + 0,01 in aqueous solution to
¢ = 0,30 + 0,01 in PEG/H,O matrix. This increased stability of GSNO incorporated in PEG/H,O
matrix was assigned to the cage effect promoted by the PEG microenvironment that increases the
rate of geminate radical pair recombination in the homolytic S-N bond cleavage process. These
results suggest that the PEG/H,O matrix could be used as a potential controller for the delivery of
NO" from GSNO. It was also verified that the addition of Cu®" ions catalyses the aerobic
oxidation of GSH and GSNO to oxidized glutathione (GSSG), and involves an oxidation-
reduction process of the Cu* fons, which was characterized spectroscopically by the formation of
Cu* - neocuproine complex. Kinetic studies showed that the oxidation reaction of GSH by Cu”
ions is first order with respect to each componént, and that the reaction extension is limited by the
formation of the complex [GSSG-Cul**. The role of Cu®* ions in the thermal decomposition of
GSNO is in accordance with a mechanism which involves the heterolitic cleavage of the S-N
bond, followed by the Cu?* reduction by the GS™ anion. These results illustrate the importance of
copper ions mediation in the NO® release from GSNO and in the oxidation processes of thiols.
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INFORMACOES INTRODUTORIAS

A bioquimica de éxido nitrico

“Just say NO”. Com este titulo de capa a revista Science em 1992 elegeu a molécula de
oxido nitrico (NO")' como a “Molécula do Ano™ uma molécula simples que unifica a
neurociéncia, a fisiologia e a imunologia e revoluciona o conceito dos cientistas sobre a
comunicacdio ¢ a defesa das células (Culotta ¢ koshland, 1992). Inicialmente, o interesse na
molécula de NO® esteve associado aos seus efeitos nocivos. Sendo uma molécula diatdmica,
pequena, relativamente instivel, 0 NO" foi identificado na atmosfera como sendo um dos gases
toxicos resultantes da exaustio dos motores de combustio interna. Uma anilise rapida de
algumas de suas propriedades pode ser um pouco alarmante: 0 NO* ¢ um radical livre e atua
como um poderoso agemte oxidante, liga-se s enzimas responsiveis pela respiragio e
provavelmente destrdi as células por impedir que elas respirem (Vasu, 1967). Entretanto, o
grande interesse na molécula de NO® nfio se deve aos fatores toxicos, mas sim i descoberta de
que o NO® ¢ um mensageiro quimico endogeno, encontrado entre as células dos animais
superiores, incluindo os humanos (Williams, 1996).

Seguindo-se uma ordem cronolégica nas descobertas das fungSes bioquimicas do NO®,
em 1980 Furchgott ¢ Zawadski constataram que a vasodilatagiio de veias e artérias era causada
pela agdio da acetilcolina (Ach) sobre receptores de células endoteliais que, sendo estimuladas,
induziam a sintese de uma substéncia denominada de Fator de Relaxagio Derivado do Endotélio
(EDRF). Posteriormente, em 1986, descobriu-se que o EDRF também possui funggo de inibigéio
da agregacio plaquetdria e da adesio de trombécitos ao endotélio de vasos (Radomski ef al.,
1987 (a) ¢ (b)).

'Devido & predomindncia do termo 6xido nitrico (ao invés de monéxido de nitrogénio, de acordo
com as regras de nomenclatura da [UPAC) na literatura bioquimica e fisiologica, serd mantida
nesse trabalho essa nomencilatura usual.



Em 1987-88 Ignarro e Palmer demostraram que o EDRF ¢ a molécula de NO®. A pressio
sangilinea ¢ regulada pela produciio de NO® nas células endoteliais que revestem os vasos
sangilineos. As veias ¢ artérias liberam NO® que, sendo lipofilico, penetra com certa facilidade
nas células musculares lisas, onde ativa a enzima guanilato ciclase, causando um aumento nos
niveis de monofosfato de guanosina ciclica, que leva a um decréscimo na concentragio de Ca**
livre na célula muscular, ocasionando a relaxagfio do misculo (Ignarro ef al, 1987). Nessa
mesma época, Mocada ef al. (1989) demostraram que as células endoteliais sintetizavam a
molécula de NO* a partir de dtomos de nitrogénio da terminagio guanidino da L-arginina levando
& formagdo de citrulina, sendo essa reagdo mediada pela enzima solivel NO-sintase constitutiva
(NOSc).

Em 1998, os pesquisadores Louis J. Ignarro, Robert F. Furchgott e Ferid Murad ganharam
o Prémio Nobel em Fisiologia e Medicina pelas descobertas de que 0 NO® é uma molécula
sinalizadora no sistema cardiovascular. Desde entfio, o interesse biogquimico na molécula de NO®
¢ crescemte. A natureza difusiva do NO® permite que ele tenha uma capacidade Gnica de
participaciio na comunicagio transcelular, difundindo-se livcemente em todas as diregbes a partir
de seu sitio de origem. Dessa forma, o NO" liberado localmente no endotélio vascular pode se
comunicar com células adjacentes que contenham guanilato-ciclase, levando-as a atuar em um
conjunto de respostas fisiologicas. O curto tempo de vida do NO® possibilita que ele atue como
neurotransmissor, difundindo-se para fora dos neurénios logo ap6s sua sintese (Snyder, 1992).
Dessa forma, o NO® atua no sistema nervoso central e periférico, incluindo os sistemas
cardiovascular, respiratorio, digestivo e urogenital (Borges ¢ Gomes, 1997). A atuagdo dessa
molécula no sistema nervoso central indica que o NO" seja uma das moléculas relacionadas com
a memoria (Williams, 1996). Além de regular essas fungdes fisiologicas, o NO® desempenha uma
fungSio critica em respostas anti-patogénicas e tumoricidas no sistema imunolégico. Os
macr6fagos e neutréfilos, células de defesa, sintetizam e liberam NO®, o qual desempenha
atividade citotoxica contra tumores (Kilbourn ez al., 1991; Yim ef al., 1993; Jagannath ez al.,
© 2000; Bedioui, 2000). A citotoxidade se deve a uma alta concentrago localizada de NO',
podendo causar danos a proteinas que contenham ferro, ocasionando a ruptura das funcdes
celulares. Nessas altas concentragBes de NO* pode ocorrer a reagio com o &nion superdxido
(02") levando & formagio de um Aanjon altamente oxidante; o peroxinitrito (ONOO),



que ¢ considerado uma das espécies toxicas produzidas em processos patologicos (Matheis ef al,
1992; Muligian ef al.,, 1991 e 1992; Nowicki et al.,, 1991; Schmid ef al,, 1998; Trujillo et al.,
2000). '

Além da molécula de NO' ser extremamente versatil, regulando a pressio sangiiinea,
atuando como neurotransmissor e como agente citotéxico, ela aparentemente desempenha
também um papel crucial no processo de fertilizago. Estudos desse processo em um
invertebrado marftmo (Kuo e al, 2000) revelaram que a molécula de NO® pode ser essencial na
fertilizacdo do 6vulo, e que alguns casos de infertilidade masculina podem ser explicados pela
insuficiente producdo de NO® no esperma.

- A gama completa de todas as agBes bioquimicas do NO® niio é totalmente conhecida até o
momento, e novas funcdes fisiologicas continuam sendo descobertas. O volume de trabalhos
publicados sobre 0 comportamento quimico e bioquimico do NO® é cada vez maior, da mesma
forma o interesse médico nas aplicagdes fisiologicas dessa molécula é grandemente explorado
(First International Conference: Biology, Chemistry and Terapeutic Applications of Nitric Oxide,
2000). Em 1997 foi criada a Sociedade do Oxido Nitrico, com simposios cientificos a cada dois
anos, envolvendo a participagiio de quimicos, bioquimicos, farmacéuticos e fnédicos, €0
periédico cientifico Nitric Oxide que reiine artigos das principais areas de pesquisa a respeito do
NO®. Dessa forma, o estudo da molécula de NO® se tornou um campo promissor, e qualquer
composto capaz de gerar NO® termicamente ou fotoquimicamente se torna interessante em vista
da possibilidade de sua utiliza¢o na geragio de NO® in vivo.

Propriedades fisico-quimicas do NO°

A molécula de NO® tem a configuragio eletrénica (0s)’ (05*)° (nxy)* (62 (nxy*)!
(Fig. 1), com um elétron desemparelhado no orbital molecular ocupado de maior energia
(HOMO) 7*, podendo ser descrita como um radicat livre. O &tomo de nitrogénio contém cinco

elétrons na camada de valéncia e o 4tomo de oxigénio contém seis elétrons de valéncia. A



molécula de NO® contém, portanto, um total de onze elétrons de valéncia, com ordem de ligagio
de 2,5; consistente com a disténcia interatdmica de 1,15 A (Wilkinson et al., 1987).

O'z* ‘ .
/ -
w\

. — 2p

N a

2s

2s

Orbitais atdmicos . | | Orbitais atdmicos
do Nitrogénio do Oxigénio
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Figura 1. Orbitais moleculares do NO* (Wilkinson et al., 1987).

A dimerizagio da molécula de NO" em N;0; 6 termodinamicamente desfavoravel &
temperatura e pressiio ambiente. O dimero N,O2 tem uma ordem de ligagiio global 5,0 que é o
mesmo valor da soma da ordem de ligagiio de duas moléculas separadas de NO°. Além disso,



a energia livre de Gibbs da dimerizagdo é negligenciavel, sendo a energia liberada de apenas
— 2,6 kcal mol” (Ragsdale, 1973). E evidentemente, na dimerizac@io ocorre o decréscimo de
entropia. | Portanto, esses fatores tornam a dimerizagiio desfavordvel, a nfo ser em altas
concentragBes de NO® no estado solido e na temperatura do nitrogénio liquido. A fraca ligagsio
N-N do dimero N;O, ¢ facilmente quebrada pela energia térmica presente i temperatura
ambiente, formando assim dois radicais NO® (Lancaster, 1996).

O NO" ¢ um gés incolor € se decompde em N; e O, em altas temperaturas (Jones, 1973).
Seu baixo momento de dipolo (0,15 D) indica que ele ¢ relativamente lipofilico, difundindo-se
facilmente através das membranas celulares para interiores hidrofobicos de proteinas (Williams,
1996). A sua solubilidade em agua € comparivel & do O; e CO; (Fontecave e Pierre, 1994). O
elétron desemparelhado no orbital ©* pode ser facilmente removido (potencial de ionizagdo de
9,23 eV) ocorrendo a formagdio do cation nitrosbnio (NO™).

O NO® pode ser reduzido formando o &nion nitroxila (NO") ¢ também pode sofrer reagdes
de desproporcionamento produzindo N2O ¢ NO, (Clarke e Gaul, 1993; Richter ¢ Legzdins,
1992). Em meio aquoso aerado, ele é rapidamente oxidado pelo O, formando a espécie NO;", que
por hidrolise origina nitritos € nitratos. Entretanto, em solugio aquosa desaerada e em baixa
concentraglio, o NO® pode sobreviver por um tempo consideravel (Clarke e Gaul, 1993).

O NO’ reage com metais de transi¢io originando complexos metalicos de nitrosilo. Nos
organismos vivos, ele reage com as hemeproteinas, tais como a hemoglobina, mioglobina,
citocromo C e guanilato ciclase. Reage também com enzimas que contém o centro ferro-enxofre
(Feldman et al., 1993; Lancaster, 1996) desempenhando fungdes fisiologicas vitais.

Carregadores e liberadores de NO® in vivo

Como visto anteriormente, 0 NO° produzido pela mediagio da enzima NOSc ¢
responsavel pela vasodilatagio. Essa fungfio biolégica do NO® implica no estimulo da guanilato
ciclase, causando a relaxagio da musculatura lisa. Isso significa que o NO® deve ser



transportado da NOSc até a guanilato ciclase. Entretanto, no meio celular e no plasma h4 muitas
espécies capazes de desativar imediatamente o NO®, como por exemplo, Oz, O:~ e grupos heme
de proteinas. Dessa forma, o NO® in vivo apresenta uma meia vida (i) de aproximadamente
0,1 s, enquanto que a t12 do EDRF ¢ da ordem de alguns segundos. Portanto, 0 NO® deve ser
estabilizado por uma molécula carregadora que prolongsa a suz meia vida, mantendo sua atividade
biolégica (Stamler et al., 1992). Tibis (RSHs) de baixo peso molecular, encontrados no plasma
humano (Gaston et al., 1993), representam uma importante classe de moléculas biologicas, sendo
facilmente nitrosados e geram os nitrosotiéis (RSNOs) que slio mais estaveis que o NO". Os
RSNOs séio metabélitos endégenos de NO® detectados no meio intra e extra celular e apresentam
muitas das propriedades biolégicas atribuidas a0 NO®, como a vasodilatacio de veias e artérias e
a inibicdo da agregacdo plaquetaria (Stuehr et al, 1993), sendo até conmsiderados como os
proprios EDRF (Meyer et al., 1994). RSHs e RSNOs siio considerados espécies fundamentais no
mecanismo de transferéncia de NO°, in vivo (Askew et al., 1995).

A S-nitrosoglutationa (GSNO) (Clancy et al., 1994) juntamente com S-nitrosoproteinas,
(Belder et al., 1995) e S-nitroso-derivados de hemoglobina (Dicks et al, 1996) ja foram
idenﬁﬁcados como compostos enddgenos fundamentais no armazenamento e transporte de NO°
(Belder et al., 1995; Beloso ¢ Williams, 1997). A GSNO, juntamente com outros RSNOs, ja foi
identificada nos eritrécitos, leucocitos, nos tecidos cerebrais e no plasma (Jia ef al., 1996;
Giovannini ef al, 1997, Gaston ef al., 1998; Gordge et al., 1996; Gordge et al., 1998; Clancy et
al., 1994; Do et al., 1996). A Figura 2 mostra a estrutura da GSNO. |
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Figura 2. Estrutura da S-nitrosoglutationa (GSNO)



Pode-se observar que a molécula é um tripeptidio com o grupo SNO ligado ao residuo da
cisteina.

Os RSNOs apresentam um grande potencial de aplicagdo como drogas terapéuticas no
tratamento de angina e outros problemas circulatérios, devido  sua habilidade de gerar NO",
in vivo (Askem et al., 1995). Além de vasodilatadores, os RSNOs endégenos atuam como
broncodilatadores (Barbier, 1994), e sua deficiéncia € observada em processos asméticos (Gordge
et al., 1998). Ja foi demonstrado que a GSNO protege o epitélio pulmonar contra a oxidagio
(Gutierrez et al., 1996), defendendo as células endoteliais contra os efeitos téxicos de oxidagio
de lipoproteinas de baixa densidade (Struck et al., 1995). De maneira geral, considera-se que os

RSNOs protegem as células contra a toxidade gerada nos processos de stress oxidativo (Rauhala
etal., 1996).

Propriedades fisico-quimicas do grupo C-S-N=0

O grupo C-S-N=0, presente em todos os RSNOs, assume uma geometria n#o linear ¢
possui um plano de simetria (Feur, 1969, Arulsamy ef al., 1999). Nesse grupo, h4 dois pares de
elétrons nfo ligantes no dtomo de oxigénio, um par de elétrons nfio ligantes no &tomo de
nitrogénio ¢ um par de elétrons ndo ligantes no 4tomo de enxofre. A ligag#o entre os dtomos de
nitrogénio e enxoffe ocorre através da formagiio de um orbital molecular sigma (o) entre o
elétron desemparelhado do orbital 7* do &tomo de nitrogénio ¢ um elétron desemparelhado do
orbital p do dtomo de enxofre. A rotacdo livre em tomo da ligagiio S-N resulta na existéncia de
dois isdmeros conformacionais, cis e trans, de acordo com a Fig. 3. A barreira de energia
necessaria para a interconversio desses isdmeros calculadas para os nitrosoalcanos é de
11-12 Keal mol™ (Bartberger, et al, 2000, Arulsamy e al., 1999) e esté de acordo com o valor
calculado-para o nitrosotiol S-nitroso-N-acetilcisteina (SNAC) que é de 13,7 Kcal mol” (Seabra

et al., 2001). Para a maioria dos RSNOs, o grupo C-S-N=0 adota 'a configuragio trans
prefericialménte em relagho a configuragio «¢is, e para o nitrosotiol



S-nitrosoacetil-D,L-penicilamina (SNAP), em sua forma cristalina, sbmente a conformagdo trans
¢ observada (Arulsamy et al., 1999). |
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¢ |
C

Figura 3. Estrutura plana dos isOmeros cis e trans do grupo C-S-N=0.

A sobreposi¢#o dos orbitais nfo ligantes dos dtomos de nitrogé:ﬁd e oxigénio ocasiona o
desdobramento dos orbitais n. A combinag#io antissimétrica dos orbitais fora de fase, resulta na
formagiio do orbital molecular de mais alta energia, n (2); enquanto que a combinagiio simétrica
dos orbitais em fase resulta no orbital de mais baixa energia, n (s). A atenglio & focada nos trés
orbitais moleculares preenchidos de mais alta energia (HOMO), dos quais dois sfio ¢, designados
por n e n* ¢ um n. O orbital molecular nfio preenchido de mais baixa energia (LUMO) ¢
denominado n* (Feuer, 1969). A Figura 4 mostra esquematicamente a representacio desse
orbitais moleculares e as possiveis transi¢des eletronicas envolvidas.

Pode-se considerar que na formagéo da ligagio o entre os dtomos de nitrogénio ¢ enxofre
dos RSNOs ocorra um deslocamento da densidade eletrdnica do &tomo de enxofre para o atomo
de oxigénio, estabelecendo-se uma estrutura de ressonfincia entre os stomos de enxofre,
nitrogénio e oxigénio. Esse deslocamento de densidade eletrbnica resulta no aparecimento de
cargas parciais positivas ao redor dos étomos de enxofie e nitrogénio e de uma carga parcial
negativa ao redor do atomo de oxigénio, como indicado na Fig. 5. Essa distribui¢io de cargas esta .
de acordo com os resultados de um estudo tedrico da GSNO em solucdo aquosa (Tab. 1).
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Figura 4. Diagrama qualitativo de niveis de energia do grupo GSNO (Feuer, 1969).

Figura 5. Estruturas de ressonincia no grupo S-N-O dos RSNOs.

A estrutura de ressonéincia entre os 4tomos de enxofre, nitrogénio e oxigénio, mostrada na
Fig. 5 resulta em uma forca atrativa adicional entre os 4tomos de enxofie e nitrogénio, além da
 ligagio o existente entre esse stomos, devido & deslocalizaglio dos elétrons nos orbitais
moleculares = (Roy et al., 1994).



Tabela 1. Propriedades eletrénicas obtidas por célculo tedrico da molécula de GSNO em solugio
aquosa (Seabra et al,, 2001)%

Centro  Densidade de carga
S +0,0466
N +0,1241
0 -0,1511

Em analogia ao grupo dos nitrosoalcanos, as possiveis transi¢Ges eletrdnicas dos RSNOs
s40 mostradas na Tabela 2. Atualmente, existe uma controvérsia em relagdo a atribuicdio da banda
de absorgio dos RSNOs em 333 nm. Essa banda no UV ja foi atribuida como uma transicio
eletronica no —n* (Williams, 1999) ¢ também como 7 — 1* (Bartberger et al, 2000).

Tabela 2. AtribuigSes das bandas de absorgiio dos RSNOs (Feuer, 1969; Barrett et al , 1965).

Posi¢dio do maximo da banda Atribuicio da transicdo eletrdnica
220 nm T —> n*
333 nm T — n* ounp —» x*
515 nm (ombro) on—> ¥ (cis)
545 nm Dns) —> T* (trans)

*Nesta metodologia de célculo otimizou-se a geometria da molécula de GSNO isolada e em dgua
utilizando-se o método semi-empirico AM1 (Dewar e Reynolds, 1986). Efetuou-se a construgio
de uma caixa de solvatagdo (3x3x3) a partir das estruturas otimizadas, nas quais o solvente
 central foi substituido pelo soluto. Finalmente, otimizou-se a estrutura obtida anteriormente no
modelo ONIOM (AM1:DREIDING) (Mayo e al., 1990), no qual o soluto é definido pelo método
AML1, e o solvente pelo campo de forca da mecanica molecular DREIDING.
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A Figura 6 mostra as bandas de absorcdo da GSNO com as respectivas atribuicBes das
transigdes eletrdnicas apresentadas na Tabela 2.
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Figura 6. Espectro de absorgfio da GSNO em solugdo aquosa, indicando as transi¢des eletronicas
das bandas de absorgdo.
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NOTA DE ESCLARECIMENTO

Este trabalho estd dividido em duas partes: na primeira parte, estudou-se o efeito da matiz
de poli(etileno glicol)/4gua na liberaglio térmica e fotoquimica de NO® da S-nitrosoghitationa.
Como a liberagfio de NO" a partir da S-nitrosoghutationa também é catalizada por ions Cu®, num
mecanismo de oxidagio-reduciio, na segunda parte, estudou-se a aglio catalitica dos ions Cu®* nas
cinéticas de oxida¢do da glutationa e da S-nitrosoglutationa.

OBJETIVOS DA PRIMEIRA PARTE:

Sintetizar a S-nitrosoglutationa a partir da S-nitrosagfio controlada da glutationa em solugiio
aquosa e em matriz de poli(etileno glicol)/agua (PEG/H,0);

Caracterizar o efeito da matriz de poli(etileno glicol)/agua nas cinéticas de liberacdo térmica e
fotoquimica de NO" a partir da S-nitrosoghutationa.

OBJETIVOS DA SEGUNDA PARTE:
Analisar o efeito da adigio de ions Cu®* nas cinéticas de oxidagio da glutationa e da
S-nitrosoglutationa;

Elaborar uma proposta de mecanismo para o efeito dos fons Cu®* nas reacdes de oxidagio da
~ glutationa e da S-nitrosoglutationa.
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PRIMEIRA PARTE

EFEITO DA MATRIZ DE POLIETILENO GLICOL)YAGUA NA
DECOMPOSICAO TERMICA E FOTOQUIMICA DA
S-NITROSOGLUTATIONA COM LIBERACAO DE OXIDO NITRICO

o)

1.Introduc#o

A decomposigio dos RSNOs, em especial da GSNO, pode ocorrer termicamente ou
fotoquimicamente com liberagiio de NO® e formagéio do dimero GS-SG, glutationa oxidada, de
acordo com a equaglio abaixo (Askew ef al., 1995).

KT/ hv
2 GSNO ——-p GSSG + 2NO° (1)

A reagfio de decomposicfio térmica e fotoquimica dos RSNOs, liberando NO® e formando
o dimero RSSR, j& foi caracterizada na literatura em vérios trabalhos (Roy ef al., 1994).
Atualmente, a melhor maneira de detectar o NO® ¢ através do eletrodo seletivo ao NO®. Este
eletrodo ja foi usado para caracterizar a liberagiio de NO® a partir da GSNO (Daren ef al., 1999),
mostrando que os piodutos da decomposiciio da GSNO sfo NO® e GSSG, de acordo com a Eq. 1.

A clivagem da ligagdo S-NO ocormre homoliticamente (Williams, 1999) embora j& tenha
sido sugerida a possibilidade da formagio das espécies NO* ¢ NO™ através da clivagem
heterolitica dos RSNOs (Arnelle ¢ Stamler, 1995). A fonhag:io destas espécies pode ser
responsavel por determinadas atividades biologicas que se mostraram independentes da presenga
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de NO*.

Devido a0 fato dos RSNOs serem importantes no armazenamento ¢ transporte de NO* em
sistemas biologicos, eles apresentam um grande potencial de uso como drogas carregadoras e
liberadoras de NO®. Portanto, existe um grande interesse no desenvolvimento de drogas que
atuem como carregadores de NO® in vivo para certas éreas especificas como os tumores, onde o
NO® possa atuar como agente citotoxico. O grande potencial fotoativo da GSNO como agente
citotdxico j4 foi demonstrado em outros trabalhos (Sexton ef al., 1994; Wood et al., 1996).
Drogas que liberam NO" fotoquimicamente causam inibigo da agregagio plaquetdria (Makings e
Tsien, 1994) e estfio relacionadas com o fendmeno de fotorelaxagio vascular das células
musculares lisas (Furchgott e Jothianadan, 1991; Matsunaga e Furchgott, 1989). A decomposi¢do
térmica da GSNO em solugio aquosa dificulta o uso desse composto como agente
fotoquimioterapéutico (Wood ef al, 1996). Um agente fotoquimioterapéutico deve possuir
decomposicéo térmica negligenciavel na liberagio de NO", assim, qualquer mecanismo capaz de
reduzir a decomposi¢dio térmica de um nitrosotiol fotoativo ¢ de grande interesse neste tipo de
aplicago.

Solugdes de matrizes viscosas podem ser usadas com a finalidade de estabilizar a
decomposicio térmica e fotoquimica de um determinado composto em relagio as solugdes
aquosas (Kochi, 1973). Sabe-se que a viscosidade do solvente desempenha um papel fundamental
nos processos de liberagdo controlada de determinadas moléculas (Jo e Park, 1999; Barichello ef
al.,1999; Jeon er al., 1999). A gaiola do solvente representa uma pega fundamental no processo
de recombinagiio de pares radicalares gerados na decomposiciio de um determinado composto
(efeito gaiola). Esse fendmeno foi constatado primeiramente por Frank e Rabinovich (1934) os
quais mostraram que o rendimento quéntico do processo de fotodissociagio em solugdo ¢
reduzido em comparagio 4 fase gasosa devido a0 aumento do mimero de colisdes entre o par de
radicais formados. Esse aumento do nimero de colisdes se deve a reducfio da probabilidade das
particulas do soluto escaparem da gaiola imposta pelo solvente. O papel mecanico do solvente
atuando como uma gaiola ¢ de fundamental importancia nos processos de recombinaco de pares

de radicais recém formados por processos térmicos ou fotoquimicos.
' O termo “efeito gaiola” j& ¢ freqiientemente usado na literatura, e foi sugerido
pnmelramente por Noyes (1955). O mecanismo proposto por Noyes para esse fenémeno
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reconhece que hi trés processos distintos para a formagdo do dimero (R-R) em solugdo
(Esquema 1). Estes processos 580 os seguintes: (1) a partir de pares primérios (Re  eR) que no
chegam a ser separados; (2) a partir de pares secundarios que foram separados em certa extensfio
¢ recombinaram;, (3) a partir dos radicais livres que atingiram sua separagfio estatistica em
solugfio. Os processos 1 € 2 resultam exclusivamente no produto formado pela combinagiio de
fragmentos da mesma molécula iniciadora, enquanto que o processo 3 leva a uma mistura ao
acaso de dimeros simétricos e assimétricos. Noyes sugeriv que a soma dos processos 1 e 2 fosse
designada como combinagbes geminadas, distinguindo-a dos eventos ao acaso, os quais levam a
formaco dos mesmo produtos. Atuaimente, ha vérios trabalhos que refletem a existéncia do
efeito gaiola, por exemplo, a reagdio de foto-oxidagio do nitroprussiato de sodio [Fe(CN)sNOJ*
com liberaciio de NO® livre, (Eq. 2) foi estudada por Stochel (Stochel, 1992 e 1997) que

evidenciou que o processo fotoquimico, ¢ significamente afetado pelas propriedades do solvente
¢ a viscosidade do meio.

Produtos geminados Iniciador Produtos formados ao acaso

1 : 2 03
l A
)

RR 4—— (Re oR) par primirio R-R + RR’ + R*-R’
4]

(Re | eR’) par secundrio -—-(i)—b (Re + R’e)

Radicais livres separados

Esquema 1. Mecanismo de recombinagio radicalar denominado “efeito gaiola” (Kochi, 1973).
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[FeCNBNOP> PV | [Fe(CN)s* + NO® @

Nesse caso, o rendimento quéntico da Eq. 2 diminue com o aumento da viscosidade do solvente.

A vitamina By, (cianocobalamina) sendo fotoliticamente instivel produz pares de radicais
sobaaciodaluz.Apresengad&ssavimminaemumsolveMedealtaviscosidade, comoe o
glicerol, estabiliza sua fotodecomposigo devido a uma maior recombinagio dos pares radicalares
presos na gaiola do solvente viscoso (Butler ef al., 1986).

Ja foi demostrado (Shishido e de Oliveira, 2000) que matriz de poli(etileno glicol)(PEG)
estabiliza a decomposi¢io do nitrosotiol S-rﬁtroso-NQacetilcisteina (SNAC) em relaggo & solugdo
aquosa, devido ao efeito gaiola. Dentre as solugBes viscosas que podem ser utilizadas para
estabilizar um nitrosotiol, a matriz de PEG apresenta um série de propriedades que tornam O seu
uso viavel em vérias aplicagSes farmacéuticas (Davidson, 1980). PEGs sdo polimeros sintéticos

- constituidos por unidades de 6xido de etileno com grupos hidroxilas nas extremidades (Fig. 7).

O C C OH

~ H H J

Figura 7. Estrutura do Poli(etileno glicol) (PEG).

Esses polimeros vio desde liquidos viscosos até sélidos a temperatura ambiente,
dependendo da massa molar. Os PEGs s#o soliveis em 4gua, atéxicos, ndo volateis e disponiveis
comercialmente em uma ampla faixa de massas molares (Davidson, 1980). Os PEGs j& sdo
usados em alimentos, pomadas, cremes cosméticos e logdes. Solugdes de PEGs estdo sendo
usadas como carregadoras de drogas e principios ativos em injegSes intramusculares (Sanchez-
Soto et al., 1990) e como veiculos de drogas em supositérios (Kodera ez al., 1998).
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Como a maioria dos nitrosotibis é termicamente instdvel, uma boa alternativa para
viabilizar o manuseio desses compostos ¢ a sua incorporagfio em matriz de PEG ((b) de Oliveira
et al., 2000). Dessa forma, a possibilidade de sintese de RSNOs diretamente em matriz de PEG e
em soluciio de PEG/H:O representa uma possibilidade de controle do armazenamento e liberagdo
de NO'. Portanto, ¢ de grande interesse o estudo do efeito dessa matriz no comportamento
térmico e fotoquimico de compostos doadores de NO®.

Nesta parte do trabalho, foi realizada a sintese da GSNO a partir da GSH em solugio
aquosa e em matriz de PEG-200/H;0 (1,00:0,086 m/m). A estabilidade fotoquimica e térmica da
GSNO em PEG-200/H;0 ¢ em soluciio aquosa foi investigada com o uso de técnicas
espectroscopicas e cinéticas.

2-Parte experimental

2.1-Materiais

SolugBes aquosas de glutationa (GSH) (L-y-glutamil-E-cisteinilglicina) (Glu-Cys-Glu)
(Sigma, St. Louis, MO, EUA) foram preparadas em tamp&o fosfato (PBS 10 mM; pH 7,4, Sigma)
e agua desionizada. As concentragBes iniciais das solugdes de GSH em 4gua e em PEG-200/H,0
foram de 46,5 mmol L™ Solugdes de GSH em PEG-200/H;O (Aldrich Chemical Co.,
Milwaukee, WI, EUA) foram preparadas apés a dissolugio prévia de GSH em dgua desionizada e
subseqﬁente dilui¢io em PEG-200 atingindo a fragdo em massa PEG-200:H,0 = 1,00:0,086 m/m.

2.2-Métodos
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2.2.1- Sintese da S-nitrosoglutationa em soluciio aquosa e em matriz de
poli(etileno glicol)/4gua

A S-nitrosagiio da GSH em solucéio aquosa e em solugdo de PEG-200/H,0 foi realizada
através do borbulhamento de uma mistura gasoss NO'/O; diretamente na soluggio de GSH
(46,5 mmol L™), de acordo com o sistema mostrado na Fig. 8. A reacdo de S-nitrosagio foi
considerada estequiométrica, produzindo portanto solugSes de GSNO de concentracio
46,5 mmol L. NO® puro proveniente de um cilindro de gés (White Martins S. A) foi misturado
com O: proveniente de um cilindro de ar sintético (N2/O;, 79:21 viv, H;0 < 2 ppm,
hidrocarbonetos totais, CO + CO; < 0.3 ppm), (Air Liquid Brasil S. A.) antes de ser borbulhado
na solugdo de GSH. Os cilindros utilizados possuiam vélvulas reguladoras e foram conectados a
fluxémetros (Aldrich) a fim de permitir uma mistura de proporgiio conhecida de NO%/0,. A
proporgio de NO":0; borbulbada nas solugdes de GSH foi de 1:1 vol/vol em fluxos de
5,6 . 5,6 mL/min. Os condutos usados foram de mangueiras de polietileno com conexdes de
Teflon. Os gases passaram por um misturador de vidro e foram liberados no frasco de reagfio
através de um sistema automatizado composto por uma valvula solenéide com dispositivo
eletrénico dosador/controlador, sendo possivel o controle do nimero de pulsos £as0s0s ¢ de sua
duragdo. Ao sistema de nitrosagio foi acoplado um espectrofotémetro (Hewlett Packard modelo
8453, Palo Alto, CA, EUA). As reagdes foram realizadas em uma cubeta de quartzo
termostatizada, coberta com uma tampa de Teflon, atravessada por um tubo de polipropileno, que
tem a funcdo de conduzir a mistura gasosa nitrosante ao interior da cubeta. A automacdo deste
sistema permitiu o controle da nitrosag3o de GSH em soluglio aquosa e em PEG-200/H,O sendo o
mesmo patenteado ((a) de Oliveira ef al, 2000). A reagéio de S-nitrosagiio foi monitorada
espectroscopicamente através da formagdo e crescimento da banda de absorgdio caracteristica dos
RSNOs em 545 nm (Williams, 1999, Wink ez al, 1994; Sexton et al., 1994; Wood et al., 1996).0
sistema mostrado na Fig. 8 foi previamente lavado com Na(g). O frasco de descarte contendo
- KMNO, tem a finalidade de oxidar o excesso de NO*.
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Figura 8, Desenho do sistema utilizado para a nitrosagio de GSH, com acompanhamento
espectrofotométrico, (Shishido, S.M., 1999) onde:

(1) Valvulas reguladoras dos cilindros;
(2) Controlador da vélvula solenédide;
(3) Frasco de descarte contendo KMNO,
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2.2.2- Sistema de irradiaciio ¢ monitoramento da liberaciio de NO"

A Figura 9 mostra o sistema de irradiagdio utilizado nos acompanhamentos
cinéticos das reagSes de fotélise da GSNO em 4gua e em PEG-200/H:O na regido do UVAvis.
Nesse sistema, foi usada uma ldmpada de vapor de mercirio (125 W Philips, S&o Paulo, Brasil)
acoplada a um monocromador prismético (Carl Zeiss M4-QIII, Oberkochen, Alemanha) para
irradiagBes com Amr = 333 nm. O monocromador foi substituido por um filtro éptico de vidro
(GG 475 - Schott Optical Glass Inc. - Duryea, PA, EUA) para irradiagdes com Agg > 480 nm. A
luz da lampada foi filtrada em uma cela de 4gua refrigerada (Oriel) e colimada na entrada de um
guia liquido de luz (Oriel). As solugdes foram irradiadas através do guia liquido de luz,
diretamente no interior do espectrofotémetro. O espectro de emissso da limpada foi obtido com o
uso de um radiémetro (Newport 1830-C Optical Power Meter, Irvine, CA, EUA), (Fig.10).
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Figura 9, Sistema de irradiagio utilizado nos experimentos de fotolise, (Shishido, S.M., 1999),-
onde:
1- Fonte de alimentagio da limpada
2- Banho temostastizado
3- Léampada de vapor de merciirio 125 W
4- Colimador de fiexe de saida da limpada
5-  Filtro de 4gua com camisa de 4gua termostatizada
6- Obturador eletromecéncico
7. Tris
8- Monocromador prismético
9- Controlador do obturador eletromecéncio
10- Colimador do feixe de entrada do guia de luz
11- Guia liquido de luz
~ 12- Suporte termostatizado por sistema Peltier
13- Espectrofotémetro
14- Controlador de temperatura do suporte de cubeta
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Figura 10. Espectro de emissfo da limpada a vapor de mercirio de 125 W utilizada nas
irradia¢Ges, na regidio de 300 a 650 nm, obtido com um radiémetro.

2.2.3- Célculo do rendimento quéintico

O rendimento quéntico da fotodecomposicio das solugBes de GSNO, irradiadas em
ARR = 333 nm, (selecionado através do monocromador), foi determinado por actnometria de
comparagio utilizando-se o anidrido (E)-a~(2,5-dimetil-3-furil-etilideno)(isopropilidenc)
Succinico_(AB) (Aberchromics, Ltd., Cardiff, UK) empregado como referéncia (Heller e Langan,
1981). A vantagem do uso da actimometria quimica, ao invés dos métodos fisicos, ¢ a irradiaggio
do actindmetro nas mesmas condigdes da reagfio fotoquimica estudada. Com isso, eliminam-se
corregdes devido a nio uniformidade da luz incidente. O Aberchrome é um actindmetro quimico
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de facil uso para reagSes fotoquimicas nas regides espectrais entre 310-370 nm e 435-545 nm
(Heller e Langan, 1981). Sob irradiagio em solugo de tolueno na regifio de 310-370 nm, este
mmpostofdocmm&ﬁmmﬁeumampmrammmatéﬁadoandformndoumamhﬁovmmelha
intensa de anidrido 7,7[a)-diidro-2,4,7,7, 7a-penta-metilbenzo[b]furano-5,6-dicarboxilico
(DHBF) (Fig. 11).

Me
(1) (2)

Figura 11. Efeito da irradiagio do Aberchrome em solucio de tolueno na regido de 310-370 nm,
mostrando a ruptura conrotatéria reversivel do anel.

Apos a irradiagdo (Amr = 333 nm) da solugBo de Aberchrome em tolueno ocorre a
converséo da forma (1) na forma (2) (Fig. 11) a qual é evidenciada pela formacio e crescimento
da banda de absorgdo em 494 nm. A Figura 12 mostra as variagdes espectrais em 494 nm obtidas
na irradiacio de uma solugio de Aberchrome em tolueno. A forma 2 mostrada na Fig. 11 é
termodinamicamente estavel, porém, o processo pode ser revertido fotoquimicamente por
irradiagdo da banda de absorgéio em 494 nm, '

O rendimento quintico de fotocoloragdo, do Aberchrome (dsp) ¢ de 0,20, na faixa de
313-366 nm, e o coeficiente de absorgio molar (spupr) € de 8.200 mol'Lem™ em 494 nm
(Matsunaga e Furchgott, 1989). Um volume conhecido (V) de solugio de Aberchrome em
tolueno na concentragio de 4,80 mmol L7, foi irradiado em 333 nm durante um tempo (t) e o
aumento de absorbdncia (AA) em 494 nm foi determinado. O fluxo de irradiag@io da lampada (I)
obtido, foi de 3,30 x 10" fotons s, a partir da Eq. 3, onde N é 0 mimero de Avogadro:
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Figura 12. Var_iaqﬁes espectrais em 494 obtidas durante a irradiagiio (Arr = 333 nm) de uma
solugiio de Aberchrome (5,0 mmol L) em tolueno. Intervalo entre os espectro =300 s.

O rendimento quéntico de fotodecomposicio da GSNO (¢asno) foi determinado de acordo com a
equacdo 4:

@
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2.2.4- Medidas cinéticas

O espectrofotdmetro UVAis, descrito anteriormente, acoplado a um controlador de
temperatura (HP 89090 A) foi usado no monitoramento das variagSes espectrais na regifo de
220-1100nmnomnoesobinadiac&o,MomsiMesecomomdecomposic&odassohwﬁesde
GSNO. As cinéticas de decomposi¢io foram monitoradas em 545 nm com intervalos de 10
minutos entre os espectros. Os espectros das solugdes de GSNO em agua e em PEG-200/H,0
foram obtidos em uma cubeta de quartzo de 1,0 ecm de caminho dptico, tomando-se como
referéncia o ar. Todos os experimentos foram feitos sob agitaciio magnética a 900 rpm. Todas as
curvas cinéticas foram obtidas a partir de uma concentragéio inicial de 46,5 mmol L de GSNO
em solugdes aquosas ou em matriz de PEG-200/H,0O 1,00:0,086 m/m. As velocidades iniciais da
decomposigo térmica e fotoquimica da GSNO (V;) foram obtidas através do coeficiente angular
das curvas de absor¢fio versus tempo linearizadas na parte inicial da reagio (menos de 10% de
reagéio), de acordo com a Eq.:

Vi =AA )
At

onde, AA e At s3o a variagdes de absorbincia e o correspondente intervalo de tempo,
respectivamente. A fim de eliminar pequenas diferencas nas concentragdes iniciais das solugdes,
ou s¢ja, nos valores de V;, as curvas de absorbincia versus tempo em 545 nm foram normallzadas
de acordo com a Eq. 6:

AN=:;:Z . ®

onde Ao, A; e Ar sdo as absorbincias no tempo t, inicial e final, respectivamente e Ay ¢ a
absorbincia normalizada. Cada ponto das curvas cinéticas representa a meédia de dois
experimentos, com as barras de erro nos valores de absorbancia correspondentes i estimativa do
desvio padrio. ‘
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2.2.5.- Extensdo de decomposi¢iio da S-nitrosoglutationa

A extenslio de decomposi¢io da GSNO em um periodo de aproximadamente 5 horas foi
calculada baseando-se na reducdo da intensidade da banda de absorgiio em 545nm, de acordo
com a equagio. 7:

Ext (%) =[1-(l/ )] x 100 M

Onde L ¢ 1o sdo as intensidades de absorbéncia em 545 nm no tempo t e no tempo zero,
respectivamente, medidas através do método da linha-base.

2.2.6- Obtencéo do espectro infravermelho

A mistura gasosa de NO* ¢ Q2 (1:1 V/V) foi caracterizada através de seu espectro
roto-vibtacional utilizando-se um espectrofotdmetro FTIR (Bomem, modelo B-100, Hartmann &
Braun, Baptiste, Quebec, CA). Para isso, a mistura gasosa de NO°/O,, na mesma proporgdo usada
nas reacdes de S-nitrosacio da GSH, foi passada para o interior de uma cela de gas com janelas
de fluoreto de célcio (Aldrich) e analisada no espectrofotdmetro.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAQ

3.1- Atribuiciio das bandas do espectro UV/vis da S-nitrosoglutationa

A formag3io da GSNO através dg S-nitrosagdo de solucdes de GSH foi caracterizada
espectroscopicamente, em  solugiio aquosa e em matriz de PEG-200/H,O, através do
aparecimento de bandas de absor¢dio caracteristicas da GSNO e outros RSNOs, descritos
anteriormente (Williams, 1999; Wink ez al., 1994; Sexton et al.,1994; Wood ez al., 1996). Essas
bandas de absorgdo apresentam um méximo de intensidade em 333 nm e em 545 nm, em solucdo
aquosa. Os valores de 53 = 837,6 mol” L em™ e £545 = 14,8 mol* L cm™ para as solugdes
aquosas de GSNO foram determinados experimentalmente e estio de acordo com os valores
encontrados na literatura (770 ¢ 15 mol! L em?, respectivamente) { Meyer et al., 1994). Valores
de £333 = 8154 mol™ L cm™ e £545 = 18,3 mol L e foram obtidos experimentalmente para as
solucSes de PEG-200/H,0. A Figura 13 mostra as variagdes espectrais observadas durante a
sintese da GSNO.

Para examinar a controvérsia existente em relagdo 4 banda da GSNO em 333 nm, foi feita
uma comparagio da posicio da banda em PEG-200/H,0 e em agua. Verificou-se que essa banda
apresenta um maximo de intensidade de absorgio em 333 nm tanto em agua quanto em
PEG-200/H-O (Fig. 14-A). Ou seja, apesar da mudanga de polaridade do solvente (de agua para
PEG-200/H;0) ndo houve deslocamento do maximo de absor¢io da banda, o que indica que esta
¢ uma transi¢io eletrénica ® — ©*. A Figura 14-B apresenta a banda de absorgdio da GSNO na
regido espectral do visivel. Neste caso, observa-se um deslocamento da banda de 549 para
545 nm, mudando-se de PEG-200/H,0 para agua, o que esta de acordo com o deslocamento para
o azul (*blue shift”) esperado para uma transicdo eletronica ny—n* (Brealey e Kasha, 1955;
Feuer, 1969).

Portanto, as transicSes eletronicas © —» 7* e nn—>n* correspondentes as bandas de
absorgdo no UV e no visivel, respectivamente, serdio adotadas no presente trabalho. As posictes
das bandas de absor¢do em 333 ¢ em 545 nm da GSNO em solugiio aquosa estiio de acordo com
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os valores das posi¢Ses esperadas na literatura (Williams, 1999; Wink ef al., 1994; Sexton et
al., 1994, Wood et al., 1996). A Figura 14-B mostra que também houve um deslocamento na
posi¢do do maximo de intensidade do ombro de 517 para 513 nm, mudando-se de PEG-200/H,0
para H:O, indicando que a transigfio eletrdnica correspondente a esse ombro é também do tipo
nn —> °t*, o que estd de acordo com a sua 5tribui9§o ao isomero cis da GSNO (Barrett ef al.,
1965).

0,6

=]
+
1

Absorbincia

¥

T T T T 4 k M
500 550 600 650 700
Comprimento de onda / nm

Figura 13. Variagdes espectrais observadas durante a sintese de GSNO a 25° C a partir do
borbuthamento de uma solugéio aquosa de GSH 46,5 mmol L™ com a mistura nitrosante NO%/O.,

mostrando o aumento das bandas de absorgio em 545 e 333 pm. Detalhe:
[GSNO] = 3,60 mmol L.
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Figura 14. Espectros de absorgiio da GSNO (46,5 mmol L) soluglio aquosa e em matriz de
PEG-200/H20, como indicado na Figura, a 25° C.

3.2- Caracterizaciio da reaciio de S-nitrosacio

A banda na regidio visivel (maximo em 545 nm) foi escothida para o monitoramento
cinético da formacéio ¢ quebra homolitica da ligagio S-N da GSNO em todos 0s experimentos. A
Figura 15 mostra as curvas cinéticas correspondentes ao aumento de intensidade da banda de
absorgdo em 545 nm, caracterizando a formagio da ligacdo GS-NO, apds sucessivos pulsos
gasosos da mistura de NO*/0O; na solugio de GSH.
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Figura 15. Monitoramento cinético da banda de absorgfio em 545 nm correspondente 4 formagio
da GSNO através da S-nitrosagio de GSH (46,5 mmol L7) em 4gua e em matriz de
PEG-200/H,0 (1,00:0,086 m/m).

Pode ser visto através da Fig. 15 que as velocidades de nitrosag@o sfio lentas somente nas
partes iniciais das curvas (até ca. 20 s em agua e 50 s em PEG-200/H;0) e.aumentam até o
maximo ser atingido. A baixa velocidade de nitrosagio nas partes iniciais das curvas de sintese se
deve ao tempo necessirio para se estabelecer um equilibrio nas concentracées dos gases
dissolvidos nas matrizes liquidas. Evidentemente, a velocidade inicial de nitrosagéio ¢ menor na
matriz de PEG-200/Hz0 do que em solugo aquosa, pois a matriz de PEG-200/H;0 apresenta
uma maior viscosidade e portanto limita a difusdo dos gases. O efeito da alta viscosidade da
matriz de PEG-200/H,0 também causa uma maior barra de erro nas curvas de sintese, em relagio
a solugdio aquosa, devido a0 maior espalhamento de luz causado pela presenca de bolhas
formadas dentro da cubeta, durante a aquisicio dos espectros.
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Sabe-se que os peptideos e as proteinas que contém o grupo sulfidrila s&o nitrosados em
solugdes 4cidas de nitrito de sédio (Hogg, 2000; Wink et al., 1994) ou sob incubagiio de células
endoteliais estimuladas a liberarem o EDRF (Ignarro et al,, 1987), ou diretamente com a
NO-sintase na presenga de substratos como L-arginina e cofatores (Williams, 1996; Pryor ef al.,
1982), |

O acido nitroso em solugo estd em equilibrio com um jon nitrosénio e um jon hidroxila.
Em solugdo aquosa é mais razoével considerar o ion nitrosénio em sua forma hidratada H,O-N'O
(Turney e Wright, 1959), (Eq. 8).

H.O
H' + NO; 5 HNO; & HO'»eeNO' 5 HoOese N'C + OH ®)

Dessa forma, solugdes dcidas de nitrito sdo capazes de doar um cition nitrosdnio (NO")
- ocorrendo a S-nitrosagiio de RSHs de acordo com a Eq. 9:

RSH + HO'eee N'=0 S RSNO + H20 (©)

Ja foi demostrado que em solugdes anaerébicas e neutras, 0 NO® néio reage com grupos
sulfidrilicos de RSHs (Kharitnov, 1995). A formagdo da ligag3o covalente entre os 4tomos de
enxoffe e nitrdgénio requer um receptor de elétron (Williams, 1996.) A S-nitrosagio de RSHs sé
ocorre na presenca do oxigénio (O2), sendo a reagiio de oxigénio com NO® o passo limitante da
reac3o (Eq. 10). SolugBes aquosas de GSH em 4gua e em PEG-200/H,O foram S-nitrosadas
utilizando-se o sistema de nitrosagio descrito anteriormente, A reagdo de S-nitrosagiio pode ser
representada pelas equagBes apresentadas abaixo (Kharitnov ef al., 1995). Na mistura gasosa de.
NO"/0;, o NO® ¢ oxidado pelo oxigénio a diéxido de nitrogénio ("NO;), um gas marrom
caracteristico (Guillory e Johnston, 1964) (Eq. 10).

2NO"(g) + O2(g) 5 2 “NO; (10)

Essa reaglio ¢ termodinamicamente favoravel & temperatura ambiente, com a energia livre de
Gibbs a favor da formagiio da espécie “NO, (Ford e al, 1993; Williams, 1996), e é
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visualmente observada apés a mistura de NO* com O, devido a formagio imediata deste gis
marrom. Di6xido de nitrogénio pode se associar formando tetréxido de nitrogénio, de acordo com
a Eq. 11: (Guillory e Johnston, 1964).

-1
2°NO, S N,0, Kyogx = 9,74 atm (11)

-1
AH® = .14,6 kcal. mol

A molécula de NO® também pode compartilhar o elétron com a de *NO., formando a molécula
planar de tribxido de dinitrogénio, N;0;: (Guillory e Johnston, 1964)

NO; (g) + 2NO'(g) 5 N;03(g) Kyopx = 0.47 act:n{l (12)

a1
AH® = -10.3 kcal. mol

O N;0; ¢ considerado uma das espécies nitrosantes em varias reacbes de S-nitrosacio
(Stamler et al., 1992; Wink ef al.,1994; Kharitnov ef al., 1995). A formac&o das espécies N;Oy ¢
N:0;s na mistura gasosa de NO/O; foi confirmada qualitativamente através do espectro
roto-vibracional da mistura gasosa coletada na cimara de mistura, Fig.16. Esse espectro mostra
que ha NO® puro em equilibrio com os outros éxidos presentes nas Eqs 10-12.

Quando & mistura gasosa é borbulhada em solugdio aquosa, a espécie N»O3 ¢ hidratada
formando 4cido nitroso (HONO) o qual est4 em equilibrio com sua base conjugada de mitrito
(NO;):

N,Os(aq) + H,0 5 2HNO,(ag) & 2NO, (aq) + 2H (13)

Acido nitroso também pode S-nitrosar a GSH, de acordo com a Eq. 9. Na auséncia de 4gua, a
reaciio de S-nitrosago pode ser escrita de acordo com a Eq. 14:

N,0; + GSH — GSNO + NO,” + H' (14)
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Figura 16. Espectro no Infravermetho das espécies nitrosantes foramadas a partir da mistura
NO*/0., mostrando as bandas caracteristicas das espécies NO®, N,O3, N;O, e *NO,.

Para as reagiio de S-nitrosagdo da GSH em matriz de PEG-200/H;0 pode-se considerar
que a reagdo apresentada na Eq. 14 ocorre em pararelo com a nitrosaggo por HNO,, uma vez que
a razﬁo em massa do PEG em relagdio  agua ¢ 1,00:0,086, ou seja, a quantidade de dgua presente
€ muito pequena em relagéo ao PEG.

A concentraciio da espécie N,O; ¢ dependente do pH da solugsio. Como o PH da solucdio
aquosa de GSNO ¢ baixo (pH = 3.4 em meio niio tamponado), o equilibrio da Eq. 13 ests
deslocado pata a esquerda, ou seja, no sentido de formagio de N2Os.
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3.3- Monitoramento da decomposiciio da S-nitresoglutationa

, Apés a sintese de GSNO em soluciio aquosa e em PEG-200/H,O, a estabilidade desse
nitrosotiol foi investigada sob trés condi¢des diferentes de irradiagio (Amr = 333 nm,
Agg > 480 nm e Arg de 200 a 700 nm) e no escuro. Todos esses estudos foram cineticamente
investigados pelo monitoramento das variagbes espectrais da banda de absorgio em 545 nm
devido & quebra homolitica da ligacio S-N, e consequente liberagio de NO® a partir da GSNO.

3.4 - Decompeosiciio térmica da S-nitrosoglutationa

~ Apos a sua formacdo, as solugdes de GSNO em agua e em PEG-200/H;0 apresentaram
decomposigiio térmica continua e proporcional a0 aumento de temperatura, formando o dimero
GS-SG e liberando NO°, o qual na presenca de oxigénio é oxidado a NO,:

GSNO I-cI GS® + NO° (13)
GS® + GSNO — GSSG + NO* (16)
2NO* + 0; — 2NO2 a7
A reagéo global é:

2 GSNb — GSSG + 2°NO (18)

A Figura 17 mostra as curvas cinéticas das variagSes espectrais em 545 nm para a
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decomposigio térmica da GSNO nas temperaturas de 25, 35 e 45° C em solugfio aquosa € em
solugiio de PEG-200/H20.
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Figuara 17. Curvas cinéticas das variagSes espectrais em 545 nm durante a decomposi¢éo térmica
da GSNO (46,5 mmol L) em solugiio aquosa e em solugio de PEG-200/H;0 a 25, 35 ¢ 45° C,
como indicado na figura. As barras de erro correspondem a duplicatas. Intervalo entre as
leituras = 10 min.

Pode-se observar que a decomposi¢iio da GSNO ocorre em ambas as solugdes sendo

35



proporcional ao aumento de temperatura. Esse resultado mostra que a temperatura pode ser usada
para modular a liberaglio de NO" a partir da GSNO. A 25°C a estabilidade da GSNO, em 4gua e em
- PEG-200/H;0, é muito maior que a 45° C. Em 35" C (proxima 3 temperstura fisiolégica) a
velocidade de decomposigio € relativamente alta, sendo que nesse caso a GSNO pode ser usada
como um doador espontineo de NO®. Pode-se observar que a GSNO ¢ muito mais estavel em
PEG-200/H20 do que em solug@o aquosa, para uma mesma temperatura. Em sintese, 0 aumento da
temperatura acelera a rea¢io de decomposigo tanto em agua quanto em PEG-200/H,0, porém esse
aumento de velocidade ¢ significativamente menor na matriz de PEG-200/H,0. Nio foi possivel
evidenciar claramente o decaimento exponencial das curvas na Fig. 17 devido ao curto tempo da
cinética observada.

A comparagdo da extensdo das reagbes de decomposigiio térmica da GSNO em agua e em
PEG-200/H;0 também ilustra o efeito estabilizador que a matriz de PEG-200/H;O confere a
GSNO. As figuras 18A e 18B mostram as variagdes espectrais da banda em 545 nm pum periodo
de S horas a 35° C. Apds 5 horas, a extensfio da reaciio de decomposigiio térmica de uma solucio
aquosa de GSNO (46,5 mmol L") foi de 54% enquanto que a extensio de decomposiciio de uma
solucdo de GSNO em PEG-200/H;0, de mesma concentragdo, em foi de apenas 24 %. Da mesma
forma, a velocidade inicial da decomposicdo térmica da GSNO em PEG-200/H;O a 35° C é
significativamente reduzida em relagso a solugio aquosa: de 1,45 + 0,03 x 10” em soluglio aquosa
para 6,69 + 0,47 x 10™* s em solugiio de PEG-200/H;0.

3.5- Decompesiciio fotoquimica da S-nitrosoglutationa

Compostos que liberam fotoquimicamente a molécula de NO® tém recebido consideravel
atencio ‘recentemente (Valentin et al., 1998). Ja foi demostrado (Singh er al, 1999) que a
irradiagio dos RSNOs nos seus picos de méxima absor¢iio (em 333 e 545 nm) promove a sua
fotodecomposi¢do originado os fragmentos GS® e NO® de acordo com a Eq. 19., (Roy ef al., 1994).
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hv
2 RSNO — RSSR + 2 °NO (19)

Dessa forma, tanto a irradiacio da GSNO em Agg = 333 nm (n — 1t*), obtida com o auxilio
de um monocromador prismatico, quanto a irradiagdo em Agg > 480 nm (ny — 7*) obtida com o
auxilio do filtro, sdo responsaveis pela dissociacdo da ligagdo S-NO, e consequente liberagdo de
NO’. A irradiagio da GSNO em 333 nm promove a retirada de um elétron do orbital molecular
ligante %, enfraquecendo a ligagdo S-N, tornando-a suceptivel & ruptura com liberagéio de radicais
GS® e NO* (Eq. 19). Além da ligac3o sigma entre os &tomos de nitrogénio e enxofre, existe uma
estrututa de ressonéncia entre os &tomos de enxofre, nitrogénio e oxigénio (Fig. 5) resultando em
uma forga atrativa adicional entre esses atomos. A irradiagio da GSNO em Ags > 480 nm €
responsavel pela transicio eletronica do par de elétrons do &tomo de nitrogénio ao orbital molecular
antiligante n, pode-se considerar que essa excitacio causa um deslocamento de densidade
eletrénica do dtomo de nitrogénio resultando num enfraquecimento da estrutura de ressonéncia, e
consequentemente, num enfraquecimeto da ligaciio S-N, causando a liberagiio de NO°.

A Figura 19 apresenta as curvas cinéticas monitoradas em 545 nm da fotodecomposi¢fio da
GSNO a 25° C em solugio aquosa e em matriz de PEG-200/H,O sob irradiacio com
Amr =333 nm, Azg > 480 nm e Agg de 200 a 700 nm, comparadas com a decomposigdo térmica, na
mesma temperatura. Essas curvas mostram que em solugiio aquosa, as trés condigdes de irradiacio
da GSNO promovem uma eficiente fotolise em comparacio & decomposicdo térmica. O efeito das
diferentes condi¢gdes de irradiacio da GSNO proporciona resultados bem distintos. Apesar da banda
de absorgdo da GSNO em 333 nm apresentar um coeficiente de absorgfio molar muito maior do que
em 545 nm, a sua fotdlise na regido do visivel, ou seja, com Arg > 480 nm, € mais eficiente que a
rradiagdio em 333 nm, pois 0 monocromador prismatico reduz sensivelmente a intensidade da luz
em Arz = 333 nm. Compostos que liberam NO® fotoliticamente, em especial sob acéio da luz na
regido do visivel sdo fortes candidatos a agentes fotoquimioterapéuticos (Sexton ef al, 1994).
Obviamente, a fotolise da GSNO em toda a regidio do UV/vis com luz nio filtrada (promogdo das
t*ansi:;c’ie_s ny — n* e T — 7*) causa uma fotodecomposi¢do mais eficiente. Essas diferencas de
estabilidade da GSNO sob virias condicdes de irradiagio indicam que tanto a intensidade quanto o
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tipodethodem_serusadosoomoferramauasnamodulagiodah'beraciofotoqm'micadeNO‘a
partir da GSNO.

_ As Figuras 18C e 18D mostram o efeito estabilizador que a matriz de PEG-200/H;0
confere na extensdo de fotodecomposigiio da GSNO, em relagdoa solugdo aquosa.
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Figura 18. Variages espectrais monitoradas na banda de absor¢io em 545 nm durante a reagio de
liberacdio de NO" a partir da GSNO (46,5 mmol L) em solugdes aquosas ¢ em PEG-200/H,0 no
escuro a 35 °C (A,B) e sob irradiaglio (Arg > 480 nm) a 25 °C (C,D). Intervalo de tempo entre os
espécﬁos de 10 minutos. EXT = extensdo média da reagdo de decomposi¢io

Irradiando a GSNO com Agg > 480 nm a 25° C, a sua extensdo de fotodecomposicdo, num
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periodo de 5 horas, em solugio aquosa é de 64% enquanto que em matriz de PEG-200/H;0 a
extenséo é reduzida a 24%.
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Figura 19. Curvas cinéticas monitoradas em 545 nm, correspondentes a decomposi¢iio da GSNO
associada com a quebra homolitica da ligagiio S-N. Quadro superior: 25°C em solugdo aquosa

(46,5 mmol L) e em solugio de PEG-200/H,O no escuro. Quadro inferior: sob irradiagio com
Amr =333 nm, Axg > 480 nm e Arr de 200 a 700 nm, conforme indicado na figura. As barras de
erro correspondem a duplicatas.
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A Figura 19 mostra ainda que em soluggo de PEG-200/H;O ndio ha diferenca significativa

entre a decomposicio térmica da GSNO e a decomposigio fotoquimica sob Agg = 333 nm. Uma

~maior eficiéncia na fotodecomposicio da GSNO em PEG-200/H:O ocorre somente sob

Ame > 480 nm e em irradiagiio com luz UV/vis ndo filtrada. Comparando-se a fotodecomposicao da

GSNO em 4gua e em PEG-200/H,0 na Fig. 19, percebe-se claramente o efeito estabilizador da
matriz de PEG-200/H0 na quebra homolitica da ligaciio S-NO.

Em sintese, as Figs 18 e 19 mostram que a irradiagiio acelera a decomposi¢io da GSNO,
tanto em agua quanto em PEG-200/H;0 e que a matriz de PEG-200/H,0 aumenta a estabilidade
fotoquimica da GSNO em relac8o a solug@o aquosa, nas trés condigbes distintas de irradiagéo.

‘Esse efeito estabilizador da matriz de PEG-200/H,0 também ¢ evidenciado no calculo das
velocidades iniciais de fotodecomposigio da GSNO em solug@io aquosa ¢ em PEG-200/H20, como
se pode ver no grifico de barras da Fig. 20. A velocidade inicial da reagfio de fotodecomposi¢ao
da GSNO na matriz de PEG-200/H;0 ¢é reduzia 2,6 e 1,9 vezes nas irradiagdes com
Amr = 333 nm e com Agr > 480 nm, respectivamente em relagéio as solugbes aquosas nas
mesmas condi¢des. Além de mostrar claramente o efeito estabilizador da matriz de PEG-200/H,0
nas velocidades iniciais de fotodecomposi¢io da GSNO em relagio as solugdes aquosas, a
Fig. 20 também mostra que, em ambas as solugdes, a irradiagfio aumenta a velocidade inicial de
decomposi¢do da GSNO em relagio a decomposi¢iio térmica. A Figura 20 também ilustra de
maneira clara o efeito do tipo de irradiag@o nas velocidades de decomposi¢do da GSNO para um
mesmo solvente. O efeito estabilizador que a matriz de PEG-200/H,0 confere & GSNO também ¢
evidente no calculo do rendimento quintico determinado para a fotélise da GSNO sob
Amr = 333 nm que apresentou o valor de ¢ = 0,80 + 0,01 em solugfio aquosa e ¢ = 0,30 £ 0,01 em
solugio de PEG-200/H,0, isto ¢, uma redugio de 2,7 vezes proporcionada pela matriz de
PEG-200/H,0 (Fig. 21). O valor obtido no redimento quéntico de fotodecomposicio da GSNO
em solugio aquosa esta de acordo com o valor proposto por Wood e? al. (1996).
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Figura 20. Velocidades iniciais de decomposigio térmica ¢ fotoquimica da GSNO

(46,5 mmol L) a 25° C em soluggo aquosa ¢ em solugdo de PEG-200/H:0, como indicado na
Figura.
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Figura 21. Rendimento quantico de fotolise da GSNO (46,5 mmol L™V sob irradiacio
com Arer = 333 nm 2 25° C, em solugiio aquosa e solugdo de PEG-200/H;0. Detathe:
ampliagfio da escala de dosno para visualizagio da barra.

Solugbes aquosas de GSNO tamponadas em pH 7,4 apresentaram o mesmo
comportamento térmico ¢ fotoquimico de liberagio de NO® que as solugdes aquosas ndo
tamponadas (pH = 3,4). A Figura 22 mostra as curvas cinéticas de decomposicio térmica e
fotoquimica da GSNO em solugdes aquosas tamponadas e nio tamponadas. Pode-se observar que
o pH nfo interfere significativamente nas velocidades de decomposigio térmica e fotoquimica da
GSNO. Portanto, os ions H' nfo influenciam as etapas determinantes do mecanismo reacional de
decomposicio da GSNO.
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Figura 22. Curvas cinéticas monitoradas em 545 nm correspondentes & decomposicio da GSNO
em solugio aquosa (45,5 mmol L™') a 25° C, nas seguintes condigBes: (2) decomposico térmica
em: solugo aquosa ndo tamponada; (b) decomposi¢@o térmica em soluglio aquosa tamponada;
(c) decomposigdo fotoquimica em soluqﬁb aquosa no tamponada; (d) decomposi¢io fotoquimica
em soluco aquosa tamponada. Intervalo entre as leituras 10 mim. Irradiacdes com
Arr > 480 nm. As barras de erro correspondem a duplicatas.
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4. Interpretacio do efeito de estabilizacio obtido na matriz de
poli(etileno glicol)-200/H,O

Uma possivel explicaciio para o efeito de estabilizaglio da matriz de PEG-200/H;O na
decomposigiio da GSNO seria o efeito de solvatagéio que os diferentes solventes proporcionam na
molécula de GSNO. A Figura 23 mostra a variagio das velocidades iniciais de decomposi¢io
térmica da GSNO em solugio aquosa e em matriz de PEG-200/H,0, em funcdo da temperatura.
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Figura 23. Variagdo das velocidades iniciais de decomposi¢io térmica da GSNO (46,5 mmol L)
em solu¢io aquosa e em matriz de PEG-200/H;0, em fungdo da temperatura. As barras de erro
correspondem a duplicatas. As retas correspondem a regressdo linear dos pontos.



Observa-se que a velocidade inicial da decomposi¢3o térmica da GSNO aumenta com a
temperatura em ambos os solventes. O valor do coeficiente angular da curva de velocidade inicial
~ versus temperatura para 2 solugdo aquosa € de 1,24 x 10™ + 1,21 x 10 —, e em matriz de
PEG-200/H;0 o valor é de 1,01 x 10* £ 2,06 x 10, Esses valores sdo préximos, como se pode
obsevar pelas curvas da Fig. 23. Apesar de nfio ter sido possivel a construgdio de um grafico de
Arrehenius com base nas constantes de velocidade de primeira ordem, esses resultados indicam
que as energias de ativagio para a reagio térmica de quebra homolitica da ligagio S-N nio
sofrem uma mudanga significativa em funcfio dos solventes utilizados. Dessa forma, a diferenca
de solvatacio entre H;O e PEG-200/H;0 ndio deve afetar de forma significativa a barreira de
energia de ativagéio para a decomposi¢io da GSNO.

O efeito de estabilizagdo pode ser interpretado considerando-se que a alta viscosidade da
matriz de PEG-200/H,0 ¢ responsavel pelo efeito gaiola, descrito anteriormente, causando a
reducdo da velocidade de dissociacdo da GSNO. Os radicais GS® e "NO, formados pela quebra
homolitica da ligagdo GS-NO, podem sofrer dois destinos distintos: a recombinagfio radicalar
regenerando GSNO ou podem escapar da gaiola do solvente havendo a decomposigio da GSNO.
A recombinagdo primaria dos radicais geminados formados pela dissociagiio de uma molécula no
estado eletrdnico excitado ocorre na escala de pico segundos (recombinagdo geminada) (Wayne,
1988), e reduz significativamente o rendimento quéntico do processo de dissociagio, como
mostrado na Fig. 21.

O esquema 2 apresenta as reagSes de sintese e decomposigio da GSNO em solugio
aquosa ¢ em matriz de PEG-200/H,0. Neste esquema, X) e K;’ sdo constantes de velocidade de
desativacdo nfio radiativa da GSNO, K e K;” séo constantes de formagio do par radicalar
GS---NO, preso na gaiola do solvente, nos estados eletronicamente excitado e no estado
fundamental, respectivamente. K3 é a constante de velocidade de recombinagfio dos pares
radicalares e conseqiiente regeneragio da molécula de GSNO. K, e K’ sdo as constantes de
velocidade de escape dos pares de radicais (GS* e NO") da gaiola do solvente. Nesse mecanismo,
a viscosidade do solvente ¢ fundamental no processo de recombinagio radicalar. De acordo com
esse processo, K deveria diminnir com o aumento da viscosidade. Em ambas as solu¢des, aquosa
¢ polimérica, ocorre a formagio de espécies radicalares dentro da gaiola do solvente. Devido &
maior viscosidade da solugiio de PEG-200/H,0O em relagdo & solugdio aquosa, a velocidade de
dissociagio das espécies radicalares (K, ¢ Ky’) é reduzida na matriz de PEG-200/H,0. Nesse
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caso, existe uma grande probabilidade de regeneragio do reagente (GSNO), através de
recombinagdio priméria dos radicais geminados, ao invés dos pares radicais escaparem da gaiola.
Por outro lado, em solugiio aquosa, os pares de radicais escapam da gaiola do solvente
preferencialmente 4 recombinagio radicalar, causando velocidades de reagiio maiores nesse meio,
de acordo com os resultados cinéticos apresentados.

NO’/ 0O
‘V w‘
N20; N:0+/H;0
GSH
Kz’
HNO, + GSNO ¢—— [GS—NO}] -
KT, K GAIOLA
hv 1 | K¢
{GS-NO}* GS' + NO’
K’
K>
Ky
[GS—NOT*

-Est;uei_na 2. Reagles de S-nitrosag@io da glutationa (GSH) em solugfio aquosa ¢ em
PEG-ZOQ/HzO e subsequente decomposigiio térmica e fotoquimica ilustrando o mecanismo de
recombinacéio radicalar na quebra homolitica da ligagiio S-NO (efeito gaiola).



5. Conclusdes

Nesse trabatho foi possivel sintetizar a GSNO a partir da S-nitrosagio controlada da GSH
em solug3io aquosa ¢ em matriz de PEG-200/H,0. A decomposigio da GSNO foi cineticamente
investigada pelo monitoramento das variagBes espectrais na regifio do UV/vis, associada & quebra
homolitica da ligagio S-N, e consequente liberacdio de NO°. Foi verificado que solugbes de
GSNO liberam espontaneamente NO® no escuro, e que a velocidade de decomposigéio térmica da
GSNO aumenta com o aumento da temperatura. A matriz de PEG-200/H;0 reduziu a velocidade
de decomposicdo térmica da GSNO em relagéio a solugho aquosa. A irradiagiio da GSNO nos
seus picos de méaxima absor¢@o (em 333 nm e em 545 nm corespondentes 3s transi¢des T — ©*
ny — 7*, respectivamente) levou a fotodecomposico da GSNO liberando NO® e formando a
GSSG. Também foi verificado que a irradiagio da GSNO em soluglio aquosa e em matriz de
PEG-200/H;0, com Amgr = 333 nm, Agr > 480 nm e em toda a regifio do UV/vis , acelerou a
velocidade de decomposigio da GSNO, em relagdo a decomposi¢io térmica, para uma mesma
temperatura. Além disso, a matriz de PEG-200/H;O levou a uma grande redugfio da velocidade
de liberagdo fotoquimica de NO* a partir da GSNO, correspondente a uma reducio de 2,7 vezes
no rendimento quéntico de fotodecomposigéo. O efeito estabilizador da matriz de PEG-200/H;0
pode ser atribuido & maior taxa de recombinacdio radicalar geminada dos fragmentos GS® ¢ NO*
na gaiola da matriz de PEG-200/H>O em relagio & matriz aquosa, sendo de grande importncia
para a modulagio da liberacio de NO® a partir da GSNO tanto termicamente quanto
fotoquimicamente. Esses resultados indicam que a fotogeragio de NO® a partir da GSNO
apresenta potencial de uso terapéutico, devido s propriedades biolégicas do NO®.
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SEGUNDA _PARTE: EFEITO DA ADICAO DE IONS COBRE NA
OXIDACAO DA GLUTATIONA E DA S-NITROSOGLUTATIONA

1. Introducfio

1.1- A importéncia biolégica da glutationa

O tripeptidio glutationa, (GSH) Fig. 24, € o tiol presente em maior quantidade no meio
intracelular, estando envolvido direta e indiretamente em vérios fendmenos biologicos de
importéncia fundamental. As multiplas fungdes da GSH se refletem no interesse crescente por
essa molécula em diversas dreas de estudo como por exemplo as que envolvem mecanismos
enzimaticos, biosintese de macromoléculas ¢ os sistemas imunoldgico ¢ endécrino, entre outras.

A glutationa atua como coenzima em varias reagdes, pois conjuga-se com cOmpostos
exogenos € com compostos gerados no metabolismo, como os estrogenos (Wood, 1970; Jakoby,
1980). Compostos com centros eletrofilicos podem se conjugar com a GSH, que é excretada com
diferentes espécies (Jakoby, 1980). Da mesma forma, a atividade de varias enzimas é
influenciada pela GSH e outros RSHs, o que reflete a importéncia fisiologica deste tiol.

Existe também uma estreita conexdo entre GSH e certas doengas, como o céncer (Meister
¢ Griffith, 1979; Cameron et al., 1978, Boyd et al., 1979; Novi, 1981). A administracio de certas
substéncias carcinogénicas aumenta os niveis de GSH e de y- glutamiltranspeptidase (Meister e
Griffith, 1979). Novi (1981) tratou tumores no figados de ratos com doses de GSH introduzida
via oral, e constatou uma regressio significativa dos tumores.

Varias doen¢as humanas sdo associadas & deficiéncia de enzimas especificas no
metabolismo da GSH. Deficiéncias significativas de GSH levam, por exemplo, a um aumento da
concentragdo sangiiinea de 5-oxoprolina, podendo levar a hemélise (Meister ¢ Anderson, 1983).
De maneira geral, as observagdes de doengas humanas associadas com a deficiéncia de GSH
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indicam que esse tiol é essencial para a safide normal.
A GSH é sintetizada no meio intracelular pela agfo consecutiva das enzimas
_y—glutamilcisteina—sintetase ¢ GSH-sintetase, ¢ é transportada para o exterior das membranas
celulares por interacio com a enzima 'y-glutanxil-transpeptidase, servindo como um dos
mecanismos de transporie de amino acidos (Meister ¢ Anderson, 1983). A concentragdo
intracelular de GSH nas células de mamiferos é da ordem de 0,5-10 mmol L”, enquanto que
concentragdes micromolares de GSH sdio encontradas no plasma sangiiineo (Meister Anderson,
1983). Foi revelado (Meister Anderson, 1983) que os RSHs sdo facilmente oxidados formando
dimeros com pontes de enxofre. Neste processo, a GSH intracelular ¢ convertida em glutationa
oxidada (GSSG) pela agfio da enzima GSH peroxidase, a qual catalisa a redugio da H:0; ¢ de
outros peroxidos. A GSH também ¢ convertida a GSSG por trans-hidrogenagdo mediada pela
enzima GSH transidrogenase, a qual apresenta fung3es relacionadas 4 sintese e degradagio de
proteinas. E sabido que tragos de metais e compostos que contém o grupo heme, como vérias
metaloproteinas, podem oxidar rapidamente os RSHs. A reagéo de jons Cu** com GSH também é
capaz de oxidar rapidamente a GSH em GSSG (Scrivens ez al., 1995). O interesse na reaglio entre
cobre e tiol reflete a importincia biologica das interagdes cobre-enxofre. Existe uma grande
participagdio de fons Cu®* na aggio biolégica da GSH, pois tomos de nitrogénio e enxofre sio
ligantes efetivos para o cobre em complexos covalentes, formados in vivo, com diferentes
estequiometrias, dependendo do pH da solugéio (Blumberg et al., 1968).

SH
QCY\MN\/GH
BN Y [

Figura 24. Formula estrutural da glutationa (y-Glu-Cys-Glu) (GSH).

Ji a redugio de GSSG a GSH ocorre no meio extracelular, requerendo oxigénio e
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formando H,0O,. Uma outra via de conversiio de GSSG a GSH é mediada pela enzima glutationa
peroxidase e GSSG redutase. A primeira, presente em um grande nimero de tecidos, catalisa a
~ reducio de H;0; nos eritrdcitos na presenga de GSH, envolvendo nesse processo a oxidago de
glucose-6-monofosfato e 6-fosfogluconato, os quais fornecem uma molécula de NADPH para a
reducio de GSSG pela GSSG redutase (Meister, 1975). Esse processo € um dos mais importantes
caminhos metabolicos do HzO: em muitas células, sendo um mecanismo de protegio das
membranas lipidicas contra oxidacfio. Intermediarios como O;" ¢ Hz0: sfio extensivamente
formados nos sistemas biologicos. O aumento da concentragdo de oxigénio causa uma aceleragio
na formacgho de espécies reativas resultando no aumento da formacio e liberagio de GSSG
(Chance ef al., 1978). Essas espécies reativas também podem causar outros efeitos prejudiciais no
sistema bioldgico, como a mutagénese.

Similarmente, a irradiagiio de tecidos biologicos com radiagdo ultravioleta produz uma
-diminuigdio da concentragéio celular de GSH levando a um aumento da concentragio de GSSG.
Verificou-se que a administragiio de vérios tidis protege as células contra os efeitos nocivos de
radiacbes ionizantes, e que a sensibilidade das células 3 radiagiio depende dos niveis
intracelulares de tidis (Meister, 1983). Esse efeito de protegio da GSH pode ser explicado
considerando-se a competi¢éio entre tiol € Oz pelos produtos de irradiagéo (Meister e Anderson,
1983). A radiagiio pode abstrair um hidrogénio da molécula em questfio, tornande-a um radical; a
molécula de tiol reage com o radical formado reduzindo-o e inativando-o0. Dessa forma, formam-
se os radicais tiolato, RS®, os quais reagem entre si formando o dimero RSSR, e
consequentemente, a reagdo de propagacio radicalar cessa. Entretanto, se os radicais RS® reagem
com oxigénio molecular, O, ocorre a formaggio de radicais superéxido, os quais oxidam outras
moléculas, formando outros radicais no meio celular. Dessa forma, a reagdo se propaga e existe
uma grande possibilidade de destruicdo de varias moléculas, incluindo o material genético.
Assim, as células produzem espécies reativas de oxigénios, que sfo constantemente destruidas
por reagio com GSH (Kosower et al., 1974). Consequentemente, nessas condi¢des de toxicidade
oun “stress” oxidativo, a taxa de GSSG intracelular aumenta substancialmente (Sies, 1974).
Atualmente, a relacdo GSH/GSSG ¢ usada para se avaliar o gran de “stress” oxidativo nas
células. '

Dessa forma, o estudo da oxidagdo de tidis é de grande importéncia para se entender os
mecanismos de defesa da GSH em sistemas biologicos.



1.2 - Efeito dos ions Cu’* na oxidaciio da glutationa

Uma maneira de se estudar o processo de oxida¢do da GSH in vitro, é através da adigio
de ions Cu®* em solugdes de GSH. Sabe-se que jons Cu®* reagem com GSH promovendo a sua
oxidag3o a GSSG a qual apresenta uma banda caracteristica em 294 nm (Gorren et al., 1996).

fons Cu?* sfio essenciais para o desenvolvimento dos organismos aerébicos, entretanto, o
seu excesso causa efeitos toxicos nas células (Ohta et al., 2000). Essa toxidade se deve, em parte,
i reagio de Cu” com peréxido de hidrogénio, HyO,, formando o radical hidroxila (OH"), que é
uma eéspécie reativa que pode causar danos a lipidios, proteinas, e dcidos nucléicos (Halliwell ¢
Gutteridge, 1990). A GSH também atua como antioxidante nos sistemas biologicos através da
complexacio com fons cobre, formando o complexo [GS-Cu'] e inibindo a auto oxidaglio do
- acido ascérbico, catalizada por cobre (Ohta ez al, 2000). J& foi demostrado que atomos de
nitrogénio e enxofre sdio ligantes importantes para cobre em vérios complexos covalentes de
estequiometrias variadas, dependendo do pH da solugio (Blumberg ef al., 1968).

Apesar da importéncia biologica da conversdio tiol-disulfeto, poucos trabalhos foram
realizados no estudo desta reacio. A fungio de ions cobre envolvidos neste mecanismo
bioquimico de reagdio redox com GSH, ainda ndo estd completamente entendida, justificando-se
que mais estudos sejam feitos

1.3 — Efeito de ions Cu”' na oxidagiio da S-nitrosoglutationa

J4 foi demostrado (Williams, 1999; Scrivens et al., 1995) que  temperatura ambiente ¢ na
auséncia de luz, a liberagfio de NO® a partir dos RSNOs ¢ catalisada pela presenca de ions Ccu®,
formando o dimero, RSSR, de acordo com a Eq. 20:

Cu**
2RSNO — 2NO° + RSSR (20)
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A adig3o de um agente complexante dos ions cobre, como o EDTA, causa a diminuiggo
da velocidade de iberagiio de NO® a partir de varios RSNOs (Scrivens ef al., 1995). Em outros
trabalhos, ndio foi verificado o efeito catalitico de outros metais, como ions Zn®*, Ca?*, Mg®",
Ni**, Co**, Mn™, C* ou Fe", na decomposigiio dos RSNOs, apesar de existir alguma indicagdio
de um pequeno efeito catalitico de ions Fe** (Askew ef al., 1995).

fons Cu®* participam de um processo redox com o RSNO, catalisando a liberagio de NO°*
e oxidando o nitrosotiol ao dimero. O mecanismo proposto para essa reacdio ainda ndo estd
totalmente esclarecido, embora haja evidéncias da formagio de complexos emtre [RS-Cu]
(Gorren et al., 1996) ¢ [RSSR-Cu"J** (Noble e7 al., 1999).

A presenga de ions Cu®* representa uma outra ferramenta importante para a modulagio da
liberagio de NO® a partir da GSNO. Nesse sentido, ja foi demostrado que Cu®* ligado a peptideos
¢ proteinas pode ser reduzido da mesma maneira que os fons Cu?* livres, possibilitando que a
~ liberag%io de NO® a partir dos RSNOs ocorra in vivo (Sean e Frei, 1997).

2. Parte experimental

2.1- Preparacio das solucies

Solugdes aquosas de cloreto ciprico (CuCl;) (Chimie Test, Indaiatuba, SP, Brasil),
neocuproina (118 pmol L) (Aldrich) e GSH foram preparadas diretamente em 4gua desionizada.
SolugBes estoque de CuCl; (na faixa de 107 a 10° mol L, dependendo das condigdes de cada
cinética) foram preparadas e diluidas antes dos experimentos. Primeiramente, foram realizadas
cinéticas nas quais a concentracdo das solugdes aquosas de GSH foi mantida constante em
300 pmol L e as concentragdes das solugdes aquosas de CuCl, varisram de 0,90 pmol L7 a
0,10 mmolL™" em incrementos de 20 pumol L. Nesses experimentos, 1,50 mL da solucdo de GSH
foi colocada na cubeta de quartzo, dentro do espectrofotdmetro, homogeneizada sob agitaciio
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magnética a 900 rpm e termostatizada a 30° C. Nessa solugéio de GSH foi adicionado 0,50 mL de
solug@io aquosa de CuCl, com o auxilio de uma pipeta automética e iniciado o acompanhamento
~ cinético. Em outro experimento, a concentracdo das solugdes de CuCl; manteve-se fixa em
5000 pmol L, enquanto que a concentraciio de GSH variou de 65 a 80 pmol L. A formagio do
complexo Cu’-neocuproina foi observada através do aparecimento e crescimento de sua banda de
absorglio caracteristica em 453 nm. Para tanto, em uma cubeta de quartzo foram adicionados
1,5 mL de uma solugéio aquosa de GSH, 0,25 mL de solugio aquosa de neocuproina e 0,25 mL de
solucdo aquosa de CuCl,, dessa forma as concentrages finais de cada reagente foram 300, 118 e
590 pmol L™, respectivamente. Esta solucio final foi homogeneizada a 900 rpm e termostatizada
a 30° C para o acompanhamento cinético.

As cinéticas de decomposigiio da GSNO na presenca de ions Cu** e um excesso de GSH
foram realizadas ap6s a reagdo de S-nitrosagfio controlada de 1,50 mL de uma solugio aquosa de
GSH (6,20 x10” mol L™),como descrito na Parte 1. Neste caso, imediatamente apés a sintese da
GSNO, foram adicionados na cubeta 0,25 mL de uma solugio aquosa de Cu®* e 0,25 mL de uma
solugiio aquosa de GSH de concentragSes finais 9,95 x 10° mol L e 7,71 x 107 mol L,
respectivamente. A solugfo final foi homogeneizada a 900 rpm e termostatizada a 25° C para o
acompanhamento cinético.

2.2- Acompanhamente cinético

A reagdo de oxidag@io da GSH por jons Cu** foi acompanhada espectrofotometricamente
imediatamente apés a mistura das solugdes aquosas de GSH e de Cu® em uma cubeta de quartzo
termostatizada a 30° C por um controlador de temperatura (HP 89090 A). Utilizou-se o
espectrofotdmetro de absorgdo HP- 8453, descrito na Parte 1. A oxidagéo da GSH a GSSG pelos
jons Cu?* foi monitorada através das variaghes espectrais na banda de absorc#o caracteristica da
GSSG em 294 nm. O intervalo de tempo entre os espectros foi de 10 segundos. Primeiramente, as
solugdes de GSH (1,50 mL) foram acondicionadas na cubeta de quartzo, termostatizadas a 25 ou
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30° C, dependendo do experimento, ¢ homogeneizadas sob agitagio magnética a 900 rpm.
Solugdes aquosas de CuClz (0,50 mL) formam adicionadas dentro da cubeta que contém a
solugdio de GSH com o auxilio de uma pipeta automatica, e a cinética foi imediatamente iniciada.
Um programa de acompanhamento cinético do espectrofotdmetro foi utilizados nos estudos
cinéticos. As velocidades iniciais da oxidag3o da GSH foram calculadas através do coeficiente
angular obtido da regresséio linear do trecho inicial da curva (menos de 10% de reacio) de
absorbancia versus tempo.

As reagtes de decomposi¢@o da GSNO pela agdo dos ions cobre foram monitoradas pelas
varia¢des espectrais da GSNO em 545 nm, com intervalo entre os espectros de 5 minutos, a
25° C.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1- Oxidaciio da glutationa por ions Cu”"

A Figura 25 mostra as variagles espectrais monitoradas em 294 nm, correspondentes a
formagdo da GSSG, obtidas na reacdo de oxidagdio de uma solugdo aquosa de GSH na presenca
de fons Cu*".

A Figura 26 mostra as curvas cinéticas acompanhadas em 294 nm nas reagdes de
oxidagdo da GSH por ions Cu** numa condigfio em que a concentragio de GSH foi mantida
constante enquanto que as concentragbes de Cu®* foram aumentadas em cada curva cinética,
mantendo-se um excesso de GSH em relagio aos ions Cu®". Pode-se observar que a uma
concentragio fixa de GSH a absorbincia maxima de GS-SG formada em 294 nm aumenta
conforme aumenta a concentragio de jons Cu®* adicionados.

A Figura 27 mostra as curvas cinéticas monitoradas em 294 nm obtidas mantendo-se a

concentragio de fons Cu®’ fixa em 5000 pumo! L™ enquanto que a concentracio de GSH foi
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aumentada de 65 umol L™ a 80 umol L. Pode-se verificar que a quantidade de GS-SG formada é
dependente da concentragdio de GSH presente.
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Figura 28, Variagdes espectrais em 294 nm observadas na reagdo de oxidagdo de uma solugio
aquosa de GSH (300 pumol L™) na presenga de jons Cu®* (79 pmol L?) em meio aquoso nao
tamponado. Intervalos entre os espectros = 10 s.
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Figura 26. Curvas cinéticas baseadas no aumento de absorgio em 294 nm (correspondente &
formagtio de to GS-SG) na rea¢do de oxidagdo de solugio aquosa ndo tamponada de GSH
(300 pmot L™') com vérias concentragdes de ions Cu®* adicionados: (a) [Cu?*] = 0,9 pmol L7
() [Cu®™] = 20 pmol L7 (¢) = [Cu®] 40 pmol L% (d) = [Cu*] 59 umol L7
() = [Cu™] 79 pmol L™; (f) = [Cu®] 100 pumol L. Todos os dados foram coletados a 30° C.
Intervalo de tempo entre as leituras = 10 s.
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Figura 27. Curvas cinéticas baseadas no aumento de absorgio em 294 nm (correspondente a
formagiio de GS-SG) na reacio de oxidagéio de solugio aquosa no tamponada de GSH por fons
Cu** (5000 pmol L) (a) [GSH] = 65 pmol L™, (b) [GSH] = 80 umol L. Temperatura = 30° C.

Intervalo entre os espectros = 10s.

Utilizando-se o método da velocidade inicial (Vi) (Cox, 1994), foi possivel estimar a
ordem da reag#io em relagfio aos fons Cu®* e em relagfio a GSH a partir dos coeficientes angulares
das curvas de log Vi x log[Cu*'] e log V; x log[GSH], respectivamente. Os valores dos
coeficientes angulares obtidos foram de 1,02 + 0,01 e 1,13, indicando que a reagfio ¢ de primeira
ordem em relagdio aos fons Cu®* e a GSH, respectivamente. Portanto, a equagfio de velocidade da
reagdo global de oxidagio da GSH por ions cobre pode ser escrita de acordo com a Eq. 21.

d[GSSGJ/dt = K [GSH][Cu®] 1
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No mecanismo de oxidaciio da GSH por jons Cu®*, Smith ef al. proposeram que a GSH ¢
oxidada pelos fons Cu? resuttando na redugdo do Cu** a Cu”. Usando-se a neocuproina, um
 quelante especifico para fons Cu” (Dicks et al., 1996; Dicks et al, 1997) (Fig. 28), foi possivel
detectar, no presente trabalho, que o cobre é reduzido 2o estado de oxidacdo (I) durante a reagdio
de oxidagéo da GSH.
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Figura 28. Estrutura do complexo Cu’-neocuproina. (Williams, 1996).

Quando uma solugiio de neocuprofna foi adicionada a uma solugéio de CuCl;, néio foram
observadas variagdes espectrais na regifo do UV/vis. Entretanto, quando uma solugio de CuCl:
foi adicionada a uma solugiio de GSH que contém neocuproina observou-se imediatamente o
aparecimento de uma coloragéio amarela na solugdo, correspondente a uma banda de absorgo em
453 nm devido & formagéio do complexo Cu(I)-neocuproina (Fig. 29).

Pode-se considerar portanto, que os jons Cu”" sio reduzidos ao estado de oxidaggio (T)
pelos ions glutationato, GS’, da GSH, confirmando-se a proposta de Smith et al..
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Figura 29. Detecgfio da formagio do complexo Cu’-neocuproina em 453 nm em uma solugiio
aquosa de GSH 300 pmol L e neocuproina 118 pmol L™ apés a adigiio de uma solugio de
CuClz 590 pmol L™, a 30° C. Intervalo entre os espectros = 10s.

O mecanismo proposto na literatura para a oxidagiio de GSH por ions Cu®* se
processa via complexos [GS-Cu"]", [GS-Cu'] (Gorren et al., 1996, Wood, et al, 1996, Smith et
al., 1994) e via complexo diglutationato-cobre [GS-Cu”-SG] (Cavallini et al., 1969, Birker e
Freeman, 1977), dependendo da proporgio GSH:Cu®* presente em solugio. Gormren et al.
estudaram a redugio de Cu®* por GSH espectrofotometricamente usando a técnica de “stopped
flow” e observaram, através da banda de absorgdo em 355 nm, que um complexo intermedidario
entre GSH e Cu™, [GS-Cu"]" ¢ formado em menos de 200 ms. Essa banda de absorgio é
atribuida i transicio eletronica de transferéncia de carga S —» Cu®* (McAninly ef al., 1993).

Dicks et al. (1997) propuseram que em condi¢Ges nas quais a concentragio de GSH em
solugio é igual ou superior ao dobro da concentragio dos ijons Cu’* (como nas
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concentra¢bes expressas na Fig. 27), ocorre a formagdo do complexo diglutationato-cobre. Esse
complexo ji foi identificado através de técnicas espectroscopicas e por ressonincia
paramagnética de elétrons (Cavallini et al., 1969; Davis et al., 1983) e apresenta a estrutura
mostrada na Fig. 30. Em sistemas vivos, este complexo desempenha um papel bioldgico de
importincia fundamental, pois a GSH ao se complexar com fons Cu®* evita a oxidagio da
oxihemoglobina por estes ions ( Smith e Reed, 2000).

A velocidade de formagiio do complexo [GS-Cu”-SG} é rapida sendo calculada em 70 ms
pela técnica do “stopped flow” (Cavalli et al., 1969). O complexo se dissocia liberando Cu” e
GS’, sendo que o Cu* ¢ oxidado a Cu®* e o radical GS® sofre dimerizagio. Nesse caso, a oxidagdio
da GSH niio ocorre através de ions Cu®" livres em solugfo, mas através de ions Cu®* ligados a
duas moléculas de GS, ilustrando que os ions Cu®" ligados & peptidios e proteinas podem ser
capazes de oxidar os tibis nos sistemas biolégicos.

COzH COZH
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Figura 30. Estrutura do complexo diglutationato-cobre (Cavallini ef al., 1969; Davis et al.,
1983).

M
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Numa condigio de excesso de GSH em relagio aos ions Cu®*, nfio ocorre a imediata
oxidagdo da GSH a GSSG e consequente redugdio dos ions Cu®* a Cu’, mas ocorre

60



primeiramente a formacéio do complexo diglutationato-cobre [GS-Cu™-SG]. Os ions Cu?* podem
ser diretamente reduzidos pela GSH, ou essa redugio pode ocorrer a partir do complexo
[GS-Cu"-8G], dependendo da proporgio GSH:Cu?*. Essas duas vias de reagdo sdo ilustradas na
Fig. 31 que mostra a formag3o do complexo Cu* - neocuproina nos dois casos.

0,8 - (b)3GSH: 1Cu*
,f\
L J
[ ]
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Figura 31. Curvas cinéticas monitoradas em 543 nm correspondentes 4 formaggo do conilplcxo
Cu'-neocuproina nas condigdes: (a) solugdes aquosas de: 1,0 x 10* mol L7 de GSH,
1, 0 x 10* mol L™ de Cu™ e 2,6 x 10* mol L™ de neocuproina; (b) solugdes aquosas de:
3,0x 10 mol L™ de GSH, 1, 0 x 10 mol L de Cu®* € 2,6 x 10~ mol L™ de neocuproina.

A Figura 31 mostra as curvas cinéticas de absorbancia em fungio do tempo
monitoradas em 453 nm, correspondentes 4 formagio do complexo Cu'-neocuproina, a partir de
solugbes de aquosas de GSH, jons Cu®* ¢ neocuproina, em duas condigbes distintas:
(@ 1GSH: 1 Cu™ e () 3 GSH: 1 Cu™. Na curva (a) da Fig. 31, observa-se claramente que
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houve a imediata reduggo dos fons Cu®** pelo GS" e conseqiiente complexagio com a neocuproina,
pois nessa condigdio os ions GS™ agem como agentes redutores do cobre. Entretanto, na curva (b)
da Fig. 31, devido ao excesso de ions GS™ em relaglio a jons Cu’*, ocorre primeiramente a
formacdo do complexo [GS-Cu-SG], o qual se dissocia liberando os ions Cu”. Os ions cobre sfo
reduzidos ao estado de oxidag#io I pelo GS a partir da dissociagiio do complexo [GS-Cu”-SG],
retardando a velocidade de reagiio de complexagiio Cu'-neocuproina, como mostrado na curva b
da Fig. 31. Dessa forma, tanto a velocidade inicial como a extensdo de reagidio de oxidagdo da
GSH por jons Cu®* depende diretamente da proporglio GSH: Cu?*,

Considera-se que os fons Cu®* atuam como reagente catalitico na oxidagiio da GSH, pois
sdo constantemente regenerados na presencga de O,. Entretanto, a Fig. 26 mostra que para uma
concentragio fixa em excesso de GSH (300 pmol L) e variando-se a concentragio de ions Cu®*
adicionados (de 0,90 a 100 pmol L), a extensiio da reagdio, ou seja, a quantidade de GSSG
formada, aumenta com o aumento da concentra¢iio de jons Cu®* adicionados na solugfio de GSH.
Se os jons Cu®" atuam como reagente catalitico, a extenséo da reacgfio de oxidagio da GSH ndo
deveria depender da concentragsio de fons Cu®* adicionados. A explicagio para esse resultado
aparentemente contraditorio, pode ser dada considerando-se a possibilidade de formacio de um
complexo entre o produto de oxidagdo (GSSG) e os ions Cu**. Complexos de GSSG e Cu®* na
proporcio 1:1 ja foram identificados (Noble ez al, 1999) e apresentam a estrutura mostrada na

w&ﬂ

2+

Figura 32. Estrutura do complexo [ GSSG - Cu")** (Noble et al., 1999).
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A formaglio do complexo [GSSG - Cu”J** explica os resultados obtidos na Fig. 26. O
produto de reagdo, GSSG, atua como complexante dos jons Cu?', reduzindo a concentraglio de
fons Cu®* livres em solugiio. Dessa forma, pequenas concentragdes de Cu®" adicionados na
solucBio de GSH resultam em uma menor extensdo de reégio, pois & medida que GSSG ¢
formada, ocorre a complexagio dos ions Cu®*, e dessa forma, a concentragio de ions Cu®* livre
em solugio é reduzida, e consequentemente, a reaglio de oxidagio da GSH atinge uma baixa
extensdo.

A adiclio de ions Cu’* em concentragdes maiores resulta numa maior extensio da reagio
apos o atingimento do equilibrio. Como a velocidade de reaclio de oxidaglio da GSH depende da
concentraggo de jons Cu’" presentes em solugéio (Eq. 21) a adigéio de fons Cu®* em concentragdes
maiores também aumentar a velocidade de oxidaciio da GSH.

A extensio de reaglio de oxidagdo de GSH por fons Cu** mostrada na Fig. 27 apresenta
valores diferentes em funciio da concentracio de GSH adicionada, para uma mesma concentragio

de ions Cu®" presentes. Nesse caso, € a concentracio de GSH (reagente limitante) que determina
a extensdo de formagfo da GSSG.

Com base nos dados obtidos no presente trabatho e nas informagdes da literatura, é
possivel propor que a oxidagio da GSH na presenga de jons Cu®* ocorre de acordo com o
mecanismo do esquema 3. Primeiramente os fons Cu®* reagem com a GSH e formam o complexo
[GS-Cu™]" (reagio 1). A partir deste complexo formado na reagfio 1, um elétron é transferido do
GS’ para os ions Cu® formando GS", e na presenca de outra molécula de GSH, o ion Cu** ¢
reduzido a Cu” formando o complexo [GSCu'] (reagio 2). Dois radicais GS® formam o dimero
GSSG (reagdo 3). O jon Cu* presente no complexo [GSCu] é oxidado pelo O; regenerando Cu**
no complexo [GSCu™] (reagdo 4).

Numa condiglio de excesso de GSH em relagio aos ions Cu™ (GSH/Cu®" > 2) ocorrerd a
formacdo do intermedirio [GS-Cu"-SG] (reagdio 5), o qual na presenga de GS* se dissocia
formando GSSG e [GSCu'] (reagio 6).

Em meio aerébico, 0s ions Cu” presentes no composto intermediario [GSCu'] do esquema
3 sdio oxidados pelo oxigénio dissolvido, formando o anion radical superéxido (O.™). A reagio
global desta etapa é:

[GSCu] + O, - [GSCu"] + O~ (22)
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1 ! 2
\* » GS* + | [GSCuf]

GSH + Cu* *: [GSCu*
H' H
2GS 3
5 Gs’
Gs'
v ( 6 ' \ 4
[GS-Cu"-SG] > GSSG + |[GSCu}

Esquema 3. Proposta de mecanismo para a reagdo de oxidagdo da GSH por ions Cu** e oxigénio,

Jafoidemosuadoqueasreagaesdeoﬁdag:aodeRSHsporCu’*pmduzemomdical
superdxido (Sean e Frei, 1997). Nos passos seguintes, a molécula de oxigénio é reduzida em
etapas sucessivas de transferéncia de elétron (Egs. 23-26) (Boveris, 1998; Michaelis, 1946).
Nessas etapas ocorre a formagdio de intermediérios como peréxido de hidrogénio e o radical
hidroxila, sendo este wltimo um dos mais reativos radicais quimicos. Apesar do perdxido de
hidrogénio ndio ser um radical livre e ser quimicamente estivel, em sistemas biologicos o Hy0, é
facilmente clivado homoliticamente por metais de transi¢3o produzindo o radical hidroxila.

0~ + GS + 2H' - H0, + GS' (23)



HO0, + G + H —» HO + HO" + GS (24)

Finalmente, o Gltimo produto de redugdo do oxigénio é a agua:

HO* + GS + H > H0 + G§ | (25)
Os radicais GS* se combinam formando o dimero:

4GS" > 2GSSG (26)

A reagfo global pode ser escrita como:

Cu2+
'2GSH + %0, —® GSSG + H,0 ] (27)

Em experimentos de oxida¢io de uma solugdio aquosa de GSH pelo oxigénio, através do
borbulhamento de ar diretamente na solugio de GSH, sem a adiiio de jons Cu?*, nso foi possivel
observar a formagio da GSSG. Da mesma forma, nfio foi possivel observar a oxidagiio da GSH
através da adicio de H,O; < elevagio da temperatura a 50° C por um periodo de
aproximadamente 4 horas, sem a adigio de ions Cu®*. Portanto, as reagdes mostradas no

esquema 3, envolvendo necessariamente a presenga de Cu®’, sio fundamentais na oxidaciio dos
RSHs.

3.2- Oxidagiio da S-nitrosoglutationa pela adicio de fons Cu®*

A Figura 33 mostra o efeito da adiglio de ions Cu®* em uma solugiio aquosa de GSNO a

25° C, através do monitoramento das variagdes espectrais da banda de absor¢io em 545 nm da
GSNO.
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Pode-~se observar que a adigio de ions Cu®" aumenta a velocidade inicial de decomposi¢do
térmica da GSNO. A agfio de fons Cu™* na estabilidade de RSNOs pode ser, portanto, usada para
modular a liberagio de NO® a partir da GSNO.
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Figura 33. Curvas cinéticas monitoradas em 545 nm correspondentes & decomposi¢iio de
solugBes aquosas de GSNO (46,5 mmol L™) a 25° C. (a) sem adigo de fons Cu®"; (b) adigiio de
solugdio aquosa nfo tamponada de Cu® 1,0 x 10™ mol L™, (c) adigio de solugio aquosa ndo

 tamponada de Cu®* 1,0 x 10° mol L™, Os tragos nas curvas correspondem 4 regressiio linear dos
pontos.

A Figura 34 mostra o gréfico de barras das velocidades iniciais de decomposicdo térmica



da GSNO na presenca e auséncia de ions Cu®*. Pode-se observar que 4 medida que se aumenta a
concentragdo de fons Cu®" adicionados & solugio de GSNO aumenta a velocidade inicial de
decomposi¢do térmica da mesma.
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Figura 34. Velocidades iniciais de decomposicio da GSNO (46,5 mmol L) a 25° C mas
seguintes condigSes: (a) sem adigio de jons cobre, (b) [Cu*] = 1,0 x 10 mol L7,
(©) [Cv*]=1,0x 10° mol L.

Com base nesses resultados, é possivel propor o mecanismo apresentado no esquema 4.
Neste mecanismo, os ions Cu® presemtes na solugio favorecem a via heterolitica de
decomposi¢io da GSNO. Askew et al. (1995) constataram que a reagio de decomposicio de
RSNOs pela adigiio de ions Cu®* é dependenté do pH da solugdo: 4 medida que o pH aumenta as
velocidades de decomposigio dos RSNOs aumentam significativamente, com um méximo na
regido de pH 7. Esse resultado esta de acordo com um mecanismo que envolve a oxidagfio do
dnions GS' presentes no equilibrio de dissociagfio heterolitica da ligagdo S-N (Eq.28).
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H,O

GSNO «4— GS + NO;y + 2H (28)

Esse mecanismo leva a liberaglio de NO® sem que ocorra a formagio de radicais GS®,
indicando que a homélise nio ¢ a via principal de liberagio de NO®, neste caso, como proposto
por Hogg (2000). No mecanismo proposto (esquema 4), além da dissociagio homolitica da
GSNO (reagiio 1), considera-se a sua dissociagfio heterolitica, formando os ions GS™ e NO*
(reagdio 2). Os ions NO" sofrem hidrélise em meio aquoso (reagiio 3), enquanto que o &nion GS°
forma um complexo com fons Cu**, [GS™-Cu"]" como j4 proposto anteriormente por Gorren et al
(reagdiod).

1. 2 H,O
-GS.+NO.(—GSNOSGS_+NO+? H + HNO;

+
Cu®*

4]

I GSNO
[GS-Cu ] ——» GSSG + NO* + v
5

Esquema 4. Mecanismo proposto para liberagiio de NO® a partir da GSNO em presenga de jons

Cu?*

Na presenga de outra molécula de GSNO, o complexo [GS-Cu"]* se dissocia liberando
NO", formando a GSSG ¢ reduzindo os ions Cu®** a Cu" (reagdo 5). Os fons Cu" sdo oxidados a
Cu® na presenca de O, formando O,~ (Eq. 22), o qual é reduzido em etapas sucessivas de
transferéncia de elétron (Eqgs. 23 a 25). A reacdo global pode ser escrita como:

. Cé*'104/H0
2 GSNO > GSSG + NO* + H' + HNO, (29)

Para verificar a hipotese da dissociagiio heterolitica da GSNO com reduggo dos ions Cu**
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pelos ions GS’, estudou-se a decomposigio da GSNO por jons Cu’* na presenga de um execesso
de GSH. A Figura 35 mostra as curvas cinéticas de decomposi¢io da GSNO, monitoradas em
545 nm, para uma solugio aquosa de GSNO na presenca de fons Cu®* (curva a) e para uma
solugdo aquosa de GSNO na qual foram adicionadas solugBes aquosas de GSH e de ions Cu®*
(curvab).
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Figura 35. Curvas cinéticas monitoradas em 545 nm para uma solugio aquosa de GSNO
(46,5 mmol L) a 25° C nas seguintes condigBes: (2) sem adigio de jons Cu®* e GSH,
(b) com adigio de solugdes aquosas ndo tamponadas de Cu® (995 x 10° mol L) e
GSH (7,71 mmol L™"). Intervalo entre os espectros = 10 min.

‘A curva b da Fig. 35 mostra que existe um periodo inicial de inducéio (até aproximadaente
ca. 10 000 s), a partir do qual ocorre a decomposicio da GSNO. Dicks ef al. (1997) mostraram
resultados semelhantes na decomposi¢do de cinco RSNOs, entre eles a GSNO, pela adigdo de
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Cu* eRSH.

Pode-se considerar que o periodo inicial de indugio na curva b da Fig. 35 ocorre devido a
formagio do complexo de diglutationato-cobre [GS-Cu-SG), fungiio do excesso de GSH
presente em solugdo, de acordo com a reagdio 5 do esquema 3. Esta complexagiio dos ions Cu®*
com os fons GS’, provenientes do excesso de GSH, torna os ions Cu®* menos disponiveis para a
oxidagdo dos ions GS™ provenientes da GSNO (reagdes 4 ¢ 5 do esquema 4) retardando a
decomposi¢do da GSNO, justificando o periodo inical de indugdo na curva b da Fig. 35.

Dessa forma, os ions GS™ em excesso (curva b) formam o complexo [GS-Cu”-SG], o qual
se dissocia formando a GSSG e liberando os jons Cu’, de acordo com as reagbes 5 e 6 do
esquema 3. Os fons Cu” assim formados s&o oxidados a Cu** pelo oxigénio dissolvido (Eq. 22), e
catalisam a decomposigdo da GSNO, de acordo com as reagBes 4 e 5 do esquema 4. Na curva (a)
da Fig. 35 ndio existe o periodo inical de induggo, pois nfio ha excesso de GSH presente em
solugdio, e nesse caso, ocomre a decomposi¢io da GSNO através da oxidagio dos ions GS'
provenientes da dissociagdo heterolitica da GSNO (reagdes 4 e 5 do esquema 4).

4. Conclusdes

Nesta parte do trabalho, foi possivel demostrar, através do método da velocidade inicial,
que a reago de oxidagdio da GSH por jons Cu** segue uma cinética de primeira ordem em
relagiio 3 GSH e aos fons Cu™. Através da adigdo de neocuproina, complexante especifico dos
ions Cu’, foi possivel verificar que os ions Cu*" s&o reduzidos a Cu' e consequentemente, a GSH
¢ oxidada ao seu dimero GSSG. Nesse processo de oxidag#io-redugdio, apesar dos ions Cu®*
atuarem como reagente catalitico, pois sdo constante regenerados pelo oxigénio dissolvido em
solugdo, a extensfio da reagdio de oxidagfio da GSH depende da concentragio de ions Cu* em
solugdo. Isso ocorre devido & formaggio do complexo [GSSG-Cul*, o qual sequestra os jons Cu®*
livres em solugdio, limitando a extensdo de reacdo de oxidagdo da GSH.

Foi demostrado, através da cinética de formagdo do complexo Cu’-neocuproina, que a
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- proporgio GSH:Cu® ¢ determinante da velocidade de redugio dos jons Cu®* a Cu', e
consequentemente da extengfio de oxidagio da GSH a GSSG. Em condigBes de excesso de ions
Cu™ em relagiio a GSH, ocorre a imediata reducfio dos jons Cu*" com consequente oxidagtio da
GSH. Em condigSes de excesso de GSH em relagiio aos jons Cu™, nfio h4 a imediata redugdio dos
ions Cu® a Cu". Nesse caso, acorre a formagio do complexo diglutationato-cobre [GS-Cul-SG],
como descrito na literatura.

Os ions Cu™ também se mostraram eficientes na decomposicdo térmica da GSNO com
liberacBio de NO®. Os resultados obtidos estio de acordo com um mecanismo que envolve a
quebra heterolitica da ligagio S-N. Nesse caso, a adigiio de um excesso de GSH causa um
penodo inicial de indug#o, a partir do qual ocorre a decomposigdo da GSNO catalisada pelos ions
Cu®™. Esse periodo inicial de indugdo ocorre devido i formag3o do complexo [GS-Cu"-SG],
formado pelos ions GS™ provenientes do excesso de GSH, retardando a decomposicio da GSNO.

Esses resultados possibilitaram a elabora¢io de um mecanismo para a reagdo de oxidagio
de GSH e GSNO mediada por ions Cu?*, ilustrando a importéncia das reagdes cobre-enxofre nos
sistemas biologicos.
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