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RESUMO

Titulo: “Caracteriza¢io das reacdes do nitroprussiato de sédio com tidis e
oxihemoglobina”

Autora: Lais Calixto Santos. Orientador: Prof. Marcelo G. de Oliveira

Palavras chave: 6xido nitrico, nitroprussiato de sédio, tidis, oxihemoglobina

O éxido nitrico (NO) é uma molécula mensageira sintetizada pelos mamiferos
¢ desempenha um grande nimero de fungdes bioldgicas, entre elas o controle da
pressdo arterial, a neurotransmissio e a imibigdo da agregagdo plaquetiria. O
nitroprussiato de sodio (Nay[Fe (CN)s(NO)], NPS) é um complexo metalico doador
de NO, utilizado clinicamente ha mais de 70 anos no controle de crises de
hipertensio. Apesar de seu uso amplo, 0 mecanismo de vasorelaxamento do NPS
ndo esta ainda elucidado e se considera que a etapa primaria do mesmo ¢ a redugéio
do ion central. O principal objetivo deste trabalho foi caracterizar as reagdes de
redugdo do NPS por peptideos que contem o grupo tiol (-SH) encontrados
endogenamente ¢ com a oxihemoglobina (HbQO,), para a obtengio de dados
cimeticos € espectroscopicos que possam contribuir para a elucidagdio de seu
mecanismo de agfo. Através da analise das variagdes espectrais em funcfio do
tempo nas regides do mnfravermelho e do UV/VIS, verificou-se que o NPS reage
com a L-cisteina (CiSH), a N-acetil-L-cisteina (NAC) e a glutationa (GSH) em
solugdo aquosa em pH 7,4. ReagBes conduzidas em pH 10, permitiram a detecgo
de um aduto intermediario [Fe(CN)sN(O)SR]™ nestas reagdes, com bandas de
absor¢io em 550 nm e 2073 cm’. A caracterizagio espectroscopica das reagbes
demonstrou gue os principais produtos da decomposi¢io do intermediario sdo as
espécies [Fe"(CN)s(NO)]> e [Fe™(CN)s(H20)]*, sendo que a formagdo da dGltima
implica na liberagdio do NO como NO livre ou como o nitrosotiol (RSNO)
correspondente. Além disso, o acompanhamento cinético das reagdes mostrou que
a velocidade de decomposigdo do intermediario depende da natureza quimica do
peptideo ¢ segue a ordem: CiSH>NAC>GSH. Verificou-se que o NPS também
reage rapidamente com a HbO,, oxidando-a a metahemoglobina e nitrato. Na
presenga de tidis livres, observou-se que a velocidade desta reacdio é aumentada, o
que indica um aumento na reatividade do NPS frente a HbO,. Testes irn vivo, na
administracdo simultidnea de NPS e dos tidis em um modelo animal, demonstraram
um efeito potencializador nos trés casos. Este conjunto de evidéncias indica que os
principais candidatos a reducio do NPS para a transferéncia de NO em mamiferos
sdo os tidis livres do plasma ou os tidis de membrana das células endoteliais.
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ABSTRACT

Title: “Characterization of the reactions of sodium nitroprusside with thiols
and oxyhemoglobin”

Author: Lais Calixto Santos. Adviser: Prof. Marcelo G. de Oliveira

Key words: nitric oxide, sodium nitroprusside, thiols and oxyhemoglobin

Nitric oxide (NO) is a messenger molecule synthesized by mammals and plays a
large number of biological roles, including the control of arterial pressure,
neurotransmission and the inhibition of platelet aggregation. Sodium nitroprusside
([NazfFe {CN)s(NO)], SNP) is an NO donor metal complex used clinically for over
70 years in the control of hypertension crisis. Although the use of SNP is widely
diffused, its vasodilation mechanism is not fully understood, the first step of it,
being considered to be the reduction of the central ion. The main aim of this work
was to characterize the reduction reactions of SNP by peptides containing the thiol
group (-SH) found endogenously and with oxyhemoglobin (HbO.), in order to
obtain kinetics and spectroscopic data which can contribute to the elucidation of its
mechanism of action. Through the analysis of spectral changes with time in the IR
and UV/VIS ranges, it was found that SNP reacts with L-cysteine (CySH), N-
acetyl-L-cysteine (NAC) and glutathione (GSH) in aqueous solution at pH 7.4.
Reactions at pH 10 allowed the detection of an intermediate adduct
([Fe(CN)sN(O)SR]>), with absorption bands at 521 nm and 2073 cm’. The
spectroscopic characterization of the reactions have show that the main products
resulting from the decomposition of the intermediate are [FeH(CN)s(NO)]" and
[Feﬂ(CN)s(Hzo)]3' species, the formation of the last implying in the release of NO,
as free NO or as the corresponding nitrosothiol (RSNO). In addition the kinetic
monitoring of the reactions showed that the rate of decomposition of the
intermediate adduct depends on the nature of the peptide and follows the order:
CySH > NAC > GSH. SNP was also found to react with HbQ, oxidating it to
methemoglobin and nitrate. In the presence of free thiols, the rate of the reaction
was found to be increased, indicating a high reactivity of SNP toward HbO,. /n
vivo tests in an animal model, were SNP and thiols were administered
simultaneously have shown a potentiating effect in the three cases. These evidences
mdicate that the main candidates for the in vivo reduction of SNP whit NO transfer

in mammals, are free thiols present in the plasma or in the membrane of endothelial
cells.
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1. INTRODUCAO

1.1. Oxido nitrico

O oxido nitrico (mondxido de nitrogénio, NO) ¢ uma das 10 menores
moléculas que sdo estdveis existentes na natureza. Embora seja uma molécula
potencialmente toxica, descobriu-se na ultima década, que ela esta envolvida em
uma seérie de fungdes bioldgicas importantes. O NO é uma molécula sinalizadora
que se difunde rapidamente através de membranas celulares, modulando uma série
de processos fisiologicos, dentre eles a regulagdo genética, a apoptose, citostase, a
fung¢do plaquetaria, a relaxa¢io de células vasculares musculares lisas, a
neurotransmissdo, a memdria e a estimulagio do sistema imunolégico'?. Por
apresentar um papel multifuncional no corpo humano, uma disfungio no
mecanismo de regulacdo do metabolismo de NO pode implicar em diversas
patologias, incluindo hipertensio, diabetes, artrite, inflamagdo, epilepsia e choque
séptico. As cinco ltimas disfungdes citadas sdo causadas pela produgio excessiva
de NO, uma vez que uma grande concentragdo desta espécie pode ser toxica ao
organismo 34

A fungdo de neurotransmissor desempenhada pelo NO foi descoberta em
1988. Os principais neurotransmissores no sistema nervoso periférico sio
acetilcolma (Ach) e a noradrenalina, que atuam como mensageiros nas jungdes
nervo/nervo e nervo/musculo. No entanto, existem alguns nervos periféricos que
ndo utilizam noradrenalma nem a Ach e sdo denominados nervos ndo
adrenérgicos/ndo colinérgicos (NANC). Esses nervos NANC sfio encontrados no

trato gastrointestinal, no sistema respiratério, no misculo cardiovascular e no



sistema urogenital, sendo que o neurotransmissor utilizado por esses nervos € o
NO*,

Um estudo sobre resposta imunologica (resposta do organismo em defesa a
um ataque de organismos desconhecidos como bactérias, virus e células tumorais)
levou a descoberta de mais um papel desempenhado pelc NO. Saba-se que a
eliminagdo de nitrito e nitrato (produtos finais da oxidagdo do NO) aumentava
durante crises de infec¢do. Foi demonstrado que o mecanismo pelo qual os
macrofagos (células que sfo encontradas em quase todos os 6rgdos e tecidos, que
tém como uma das suas finalidades realizar a fagocitose e eliminar microbios ¢
material ndo reconhecido pelo organismo) destruiam as células alvo através de
ferro intracelular. Esse efeito depende da presenca de L-arginina, mas podia ser
reproduzido pelo NO. Logo se concluiu que os macrofagos estavam usando NO
para matar as células alvo™”.

Durante a realizagdo de experimentos sobre as propriedades de
vasorelaxamento do NO, Mellion® er al. perceberam que o NO também inibia a
agregacdo plaquetaria. Quando uma veia sangiiinea é danificada, a agregacio
plaguetaria previne o sangramento excessivo, aderindo as paredes do vaso’. O
mecanismo pelo qual a agregacdo plaquetdria era imbida era idéntico ao que
produzia o vasorelaxamento: através da ac¢do do NO. Em 1986, Azuma’ et al.
descobriram que o EDRF (até entdo nfo se sabia que era o NO) também inibia a
agregacdo plaquetaria. O papel do NO nessa area parece ser um mecanismo de
“feedback”, compensando o efeito de substincias produzidas pelo organismo com a
finalidade de promover a agrega¢io plaquetaria, ap6és um ferimento. O NO
utilizado pelas plaquetas é derivado das células endotehais que estdo em contato
com as plaquetas, mas também existe um sistema de enzimas nas plaquetas que

atua na arginina para produzir NO°.



O NO pode atuar também como agente citotéxico contra células tumorais e
também como agente antiparasita, pois € toxico a bactérias € também a parasitas
ndo bacterianos’. Além das propriedades fisiolégicas ja citadas, o NO também é um
potente vasorelaxador e essa caracteristica sera discutida separadamente no
proximo item.

Estas descobertas revigoraram a pesquisa sobre as propriedades quimicas
fundamentais do NO e levaram a revista Science a eleger o NO como a molécula

do ano em 1992*% .

1.2. Propriedades fisico-quimicas do NO

A molécula de NO pode ser encontrada na forma do cation nitrosénio (NO™),
6xido nitrico (NO®) ou 4nion nitroxil (NO") sendo que essas trés espécies possuem
caracteristicas distintas. O NO® € um gas incolor 4 temperatura ambiente, possui
nimero de oxidagdo 2+, ¢ comprimento de ligagdo 1,15 A; sua freqiiéncia de
estiramento no infravermelho ¢ de 1875 cm™” e no UV/VIS apresenta bandas em
224, 213 e 203 nm. Sua solubilidade em agua é de 1,9 mmol. L™ atm™ a 25°C e
1,4 mmol.L" atm™ a 37°C °%,

A configuragio eletrénica do NO® é 6° 6*, ¢° ©* n* (Fig.1), com um elétron
desemparelhado no seu orbital molecular ocupado de maior energia (HOMO) =*, o
que confere a essa molécula o carater de radical. A ordem de ligagdo do NO € 2.5,
o que desfavorece a formagdo do dimero NO,, pois a dimerizagdo leva a um
abaixamento pequeno da energia de Gibbs e a ordem de ligagdo do dimero € 5, o
que corresponde a duas moléculas de NO separadas. A entalpia de dimerizagdo € de

~ 2,6 kcalmol” e esse pequeno valor é compensado pela diminui¢do no valor da
3



entropia, pois o dimero € mais organizado que dois mondmeros separados. A

300°C ¢ 1 atm, o valor de -TAS é + 4,3 kcal.mol sendo, assim, desfavoravel a

dimerizagio do NO !,

2s

.. o — 2S
Orbitais Orbitais
atdbmicos do atomicos do
nitrogénio oxigenio

Figura 1. Orbitais moleculares do NO®.

O momento de dipolo do NO ¢ pequeno e isso o torna soliivel em diferentes
tipos de solventes e permite sua rapida difus3o através de membranas celulares. Os
coeficientes de partigdo entre o solvente e a fase gasosa, para espécie, a 1 atm sfo :
metanol 0,36, benzeno 0,30, pentano 0,25 e agua 0,07. A difusfo do NO através de

, i : : 3,10
membranas celulares é favorecida assim como em meio aquoso ™ .



As reagGes do NO com O; e com o superdxido estdo representadas nas

equagdes (1) e (2):
NO+ 1% 0, - NO, (1)
NO+0O;*+H" —» OONO* (2)

Na presenga de O, 0 NO pode ser oxidado a NO,, que reage com outra
molécula de NO e forma N,Os;, que é um poderoso agente nitrosante, que reage
com tidis, que sdo espécies que possuem o grupo —SH, formando nitrosotidis

(RSNOs) (Eq. 3-6), que podem servir como carregadores de NO''.

2NO+ 0, > 2NO;, (3)
NO + NO, N-O3 4
N;O; + RSH — RSNO + HNO, (5)
HNO, NO, +H' (6)

A hemoglobina (Hb) ¢ um tetrdmero composto de duas subunidades a e duas
subunidades B. Na Hb humana, cada subunidade contém um grupo heme e nas
subunidades B existem tidis altamente reativos, entre eles a CiSH 93 que podem
ser mitrosados na presen¢a do NO, formando a nitrosohemoglobina (SNOHb). O
mecanismo de formag@o da SNOHbD in vivo ainda nio ¢ conhecido, mas sabe-se que
o NO ndo reage diretamente com o tiol formando RSNOs. Existe a hipotese de que
o NO ¢ oxidado pelo O dos pulmdes a N>Os3 que atuaria como agente nitrosante.
Alguns autores também propdem que o NO pode reagir com o Fe da Hb formando
a nitrosilhemoglobina {(NOHb) que numa transferéncia intramolecular desloca o

NO do Fe para o tiol'*"”.



Na reagdo do NO com a oxihemoglobina (Eq. 7) ocorre a formagio de
metahemoglobina (metHb) e nitrato. Essa reagfo € usada da detec¢io de NO hivre e

- L : , 12,13,18-24
também € uma das responsaveis pelo consumo de NO livre em mamiferos. .

Hb-Fe**-0, + NO — Hb-Fe**-00-NO — Hb-Fe** + NOy (7)

1.3. Oxido nitrico como ligante

A reagdo do NO com outros radicais ¢ rapida, mas ele ndo é um oxidante
nem um redutor forte. Em complexos com centros metilicos, o NO pode se ligar
como cétion nitrosil (NO”), formando um angulo M- N- O ~180° ou como &nion

nitroxil (NO") formando um 4ngulo de ~120° 2>,

O NO pode se ligar a metais de transigdo formando complexos das seguintes

maneiras:

» doando dois elétrons do NO neutro (complexos paramagnéticos M « N = Q),

» doando elétrons conforme citado acima, porém emparelhando os elétrons
desemparelhados do NO com elétrons desemparelhados d do metal formando
uma ligagio n. Pode-se considerar esse tipo de ligagdo como uma transferéncia

de um elétron do NO para o metal, seguido da doagdo de dois elétrons formando

’ +
oion NO'. Nesse caso tem-se as formas

MN=0M=N=0



s através da transferéncia de um elétron do metal para o NO e doagéo de dois
elétrons formando o ion NO',

& através de sua ligagio ao ion metalico em um 4ngulo M-N-O diferente de 180°,

* através da formagdo de pontes entre ions metalicos (a natureza dessa ligacdo ndo

esta bem estabelecida e os complexos estudados formam pontes com mais de

um grupo NO).

Complexos contendo NO podem apresentar estrutura linear, como na Fig. 2 e

~ . . ~ . 27
nesses casos, a coordenagéo do NO € analoga a coordenagio de metais com CO”'.

2=Z=0

Sp

Figura 2. Estruturas de ressonéincia de complexos metal-NO.

Outra reagio bastante conhecida ¢ a ligagdo do NO ao Fe do grupo heme da
Hb, formando a nitrosithemoglobina (NOHb) (Eq.8).

Hb- Fe** + NO — Hb — Fe?* - NO (8)



1.4. Papel do é6xido nitrico no controle da pressio arterial

Existem trés tipos de musculos que podem ser classificados de acordo com
sua estrutura fisiologica e suas propriedades e mecanismos de contragdo:
esquelético, liso e cardiaco. Camadas de miusculos lisos envolvem todas as
cavidades dos 6rgdos internos em especial as paredes internas dos vasos sangiiineos
(velas, artérias e arteriolas). A contragdo da musculatura lisa é um dos multiplos
fatores que controlam a resisténcia ao fluxo sangiiineo no sistema arterial. Na
auséncia de mecanismos de compensagdo, uma contragio prolongada pode levar a
uma pressio sangiiinea clevada (hipertensio)’.

O endotélio é uma monocamada de células que envolvem todos os vasos
sangiiineos de mamiferos. Em 1980 Furchgott e Zawadinski®® constataram que 0s
efeitos da Ach dependiam da presenga do endotélio integro € que havia uma
substancia responsavel pelo relaxamento da musculatura vascular. Como ndo
sabiam qual era essa substiincia, nomearam-na de Fator de Relaxagdo Derivado do
Endotélio (“endothelium-derived relaxing factor’, EDRF). Em um estudo
independente, em 1986, Ignarro"’g’30
NO. Em 1989 esta hipétese foi confirmada'*'%?!32,

et al. anunciaram que o EDRF poderia ser o

O mecanismo endégeno de vasorelaxagdo do NO inicia-se quando a Ach se
liga a um receptor na superficie da célula endotelial, que ira ativar o canal idnico de
Ca®*, aumentando a concentragio de Ca®’ no interior das células endoteliais. O
aumento da concentragio de Ca®* dentro das células endoteliais, ativa a enzima
NO-sintase (C-NOS) que ira promover a produgio de L-citrulina ¢ NO a partir de
L-argimina ¢ O,. O NO produzido se difunde rapidamente para as células
musculares, onde ativa a enzima guanilato ciclase (GC) que converte a guanosina

trifosfato (GTP) em guanosina monofosfato ciclica (¢cGMP). A ¢<GMP desencadeia
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uma série de processos que levam a relaxagdo das células musculares lisas e ao

vasorelaxamento conforme representado na Fig. 3*:

Células endoteliais Células musculares

Intericr do
vaso sangiiineo

Figura 3. Esquema simplificado de um corte transversal de um vaso sangiiineo,

ilustrando o processo de vasorelaxamento promovido pelo NO endogeno.

1.5. Nitrovasodilatadores no controle da pressdo arterial

Existem varias classes de nitrovasodilatadores que sdo usados para controlar
a pressdio arterial. Entre os classicos, podemos citar os complexos contendo o grupo
metal-NO, nitrito de sédio (NaNO»), nitrito de amila (Amil-NO,), ésteres de nitrito
e nitrato, dinitrato de isosorbida, 5-mononitrato de isosorbida e nicorandil, que sdo
utilizados ha muitos anos no controle de doencas cardiacas™. O mecanismo de

vasorelaxamento promovido pelo NO ex6geno esta representado na Fig. 4:
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Células endoteliais Células musculares

Nitroglicerina

Amil-NO,

NaNO,

Na,[Fe(CN)sNO]

Figura 4. Esquema simplificado de um corte transversal de vaso sangiineo

ilustrando o vasorelaxamento causado por fontes exoégenas de NO.

A trinitroglicerina (TNG) estd incluida na classe de nitrovasodilatadores
denominada ésteres de _m'trito. A TNG fot sintcﬁiada por Ascanio Sobrero e seu
efeito antianginal foi descoberto por volta de 1860, quando trabalhadores de uma
fabrica de dinamite reclamavam de dores de cabega na segunda-feira durante a
manhd, porém ela desaparecia durante os finais de semana. Empregados que
sofriam de angina relatavam o desaparecimento da dor no peito durante a seniana.
Esses efeitos foram atribuidos aos efeitos vasodilatadores da TNG, até entdo usada
somente na fabricagio de dinamite. Por volta de 1970-1980 descobriu-se que o
efeito vasodilatador da TNG era causado pelo NO. A desvantagem no uso da TNG

‘ Wi : . : 34
¢ a tolerincia desenvolvida apos o uso continuado™ .
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1.6. Nitroprussiato de sodio

Dentre os diferentes doadores de NO utilizados, o pentacianonitrosilferrato
de sédio (comumente chamado de nitroprussiato de sodio ((Nax[Fe(CN)s(NO)],
(NPS)), € o tnico complexo metal-nitrosila usado clinicamente em emergéncias
cardiacas. Comercialmente é conhecido como Nipride ® ou Nitropress ® "%,

Seu uso clinico como agente hipotensor é conhecido ha mais de 70 anos e
sua capacidade hipotensiva é conhecida desde 1929°°°. Desde 1945 ja foram
publicados mais de 7620 artigos cientificos sobre o uso do NPS em experimentos
médicos, fisiolégicos e quimicos (dados do ISI/Web of Science-Agosto/2003). Um
dos fatores que despertam interesse na pesquisa com o NPS € a sua alta eficiéncia
como agente hipotensor, porém com poucos efeitos colaterais™ .

O uso do NPS foi aprovado pela FDA (Food and Drug Administration-EUA)
em 1974, sendo indicada sua aplicagio para a indugfo de hipotensdo intraoperativa,
no tratamento de hipertensfio crénica, em cirurgias cardiacas e da aorta, em
emergéncias hipertensivas e no controle do infarto do miocardio entre outras
cardiopatias. Apesar das controvérsias envolvendo a toxicidade do NPS, seu uso
estd amplamente difundido e em 1993, movimentou mais de U$ 2 milhes,
somente nos EUA 4142,

O 4nion nitroprussiato ¢ composto de um ion central de Fe, contendo cinco
ligantes CN e um NO formando uma estrutura cristalina ortorrémbica com simetria
aproximadamente Cq, (Fig. 5).

O angulo das ligagdes Fe-N-O é de 180°, enquanto o 4ngulo entre as ligagdes
NovoyFe-Cequatorial € de 96°, um pouco maior que o esperado que seria 90° . Os
comprimentos das ligagGes entre os dtomos que compde o 4nion nitroprussiato

estdo histados na Tabela 1:
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Figura 5. Estrutura do ion nitroprussiato.

Tabela 1: Comprimentos de ligagdo (A) entre os atomos que compde o dnion

nitroprussiato .
Atomos da ligagio Distdncia entre 0s atomos
Fe-N 1,63
Fe-C 1,90
C-N 1.16 -
N-O 1,13

A pequena distdncia Fe-N ¢ caracteristica de complexos NO-metais de

transi¢do e indica que a estrutura eletronica da ligagdo Fe-N possui o carater de
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ligagdo tripla sendo composta de uma ligagio &, que usa um orbital d vazio do
metal e o par de elétrons ndo compartilhados do N, e de duas ligagdes 7t que usam o
orbital vazio n* do NO e os orbitais d preenchidos do metal; esse arranjo leva a um
angulo Fe-N-O de 180°, que é observado experimentalmente. O NO esta
fortemente ligado ao metal ¢ domina a estrutura eletrénica do ion nitroprussiato®>**.
A configuragio eletrdnica do Fe no nitroprussiato é 3d® e o NPS formalmente

r 2+ + . ~ ’ . e
contém Fe™ e NO', o que torna consistente a observagiio de carater diamagnético

apresentado pelo NPS*.

O espectro eletrénico de absorgdo do NPS no UV/VIS (Fig. 6) apresenta
duas bandas de baixa energia, relativas 4 transigfio do orbital d do metal para =* do
NO na regido do visivel, com méaximo em 498 nm (& ~ 8 mol” L cm™) e 394 nm (e
~25 mol”’ L cm‘l); trés ombros na parte de baixa energia em 330, 265 e 238 nm
atribuidos a transigdes d-d e uma banda intensa na regifio do ultravioleta, relativa a
transi¢do do orbital d do metal para o n* do CN, em 198 nm. Na Tabela 2 estio

apresentadas as atribui¢Ses das bandas na regido do UV/VIS™.

Absarbancia

100 500 600 700
Comprimento de onda / nm

Figura 6. Espectro eletrénico de absorgdo do nitroprussiato de sodio na regido do
UV/VIS.
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Tabela 2: Atribuicdo das bandas de absor¢io no UV/VIS do NPS no estado

solido™.

Comprimento de onda Emax (mol” L cm™) Atribuigio

(nm)

498 8 dy > T*(NO) 2bx— 7e
394 25 doy — THNO) 6 — Te
330 40 dy—di.y’  2by— 3b
265 900 dy — d; 2b; - Sa
238 700 dyyz = &y 6e - 3by
200 24000 dg = n*(CN)  2b, — 8e

No infravermelho (IV), a freqiiéncia de estiramento do grupo NO no NPS
aparece em 1937 cm’, ja que o NO ligado a um ion metalico sofre um abaixamento
no valor de freqiiéncia de estiramento quando comparado ao NO livre®®*.
Wilkinson™® er al. concluiram que se a freqiiéncia de estiramento N-O ligado ao Fe
estd entre 1650 e 2000 cm’”, entdo o NO pode ser comsiderado formalmente
coordenado como NO'. A freqiiéncia de estiramento CN também ocorre em uma
regido de alta energia sendo que sua vibracio de estiramento caracteristica ocorre

em 2142 cm” 9% As posigdes e atribuigdes das bandas de absor¢do do NPS sélido

no IV se encontram na Tabela 3.
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Tabela 3: Atribui¢Ses das bandas de absorcdo no IV do NPS no estado sélido™.

Numero de onda (cm™) Atribuigio
1937 vN-O
2142 v C-N

Solugbes de NPS sdo termicamente estiveis porém, podem liberar cianeto
sob irradiagdio com luz com A > 480 nm*® no entanto, a toxicidade do NPS devido
aos ligantes cianetos deve ser considerada em casos de uso prolongado e excessivo
(doses superiores a 30 - 120 pg kg min™) de solugdes de NPS*.

A liberagdo de CN in vivo ndo estd comprovada e ainda é uma controvérsia;
alguns autores defendem que a liberagiio de CN livre ndio é favorecida, uma vez
que a constante de formag3o de complexos cianoferrato é alta; varia entre de 10°° a
10* ¥, Um estudo em que se acompanhou a cinética de liberacio de CN
utilizando-se a técnica de RMN de *C ndo detectou a presenca de cianeto quando o
NPS foi colocado na presenga de sangue, no escuro, mesmo apds 14h de
incubac;ﬁo48. Alguns autores, no entanto, consideram que o metabolismo do NPS
envolve a eliminagdo dos ligantes cianeto e também da cianohemoglobina que é
formada na sua reagdo com a hemoglobina. A cianohemoglobina permanece em um
equilibrio dindmico com o cianeto livre e é considerada atoxica. Qs radicais CN°
restantes sdo convertidos, no figado, a tiocianatos pela enzima rodanase, na
presenca de tiosulfato (que atua como doador de enxofre); o tiocianato &, entéo,
metabolisado nos rins e eliminado através da urina>®*!#%47,

Sabe-se que o NPS induz uma resposta fisiolégica de vasodilatagio muito
rapida, que fica evidente apos alguns segundos da administragdo; sendo que o
efeito de vasorelaxagdo ¢ atribuido a liberagdio de NO do complexo. O NPS pode
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reagir com varios compostos presentes nas células de mamiferos, porém, muitos
desses processos sdo lentos demais. O vnico processo rapido o suficiente para ser
responsavel por uma agdo vasodilatadora tio rapida é a reagéio entre o complexo
[Fe(CN)sNOJ* e um Aanion tiolato que pode estar ligado 2 membrana da parede

: e 4951
celular ou estar livre no plasma sangiiineo

. Véarios componentes do meio celular
contém grupos tiois (RSH), sendo os mais importantes a L-cisteina (CiSH), a
homocisteina e a glutationa (GSH).

Apesar das reagdes entre o NPS e os tidis terem sido extensamente
estudadas, o mecanismo envolvido ainda nfo estd completamente elucidado™>. E
bem conhecido que o NPS, na presenga de um anion tiolato, é transformado em um
complexo S-nitrosotiolato através de um ataque nucleofilico do 4nion tiolato ao

NO, ja que € considerado que o NO coordenado ao complexo possui uma carga

parcial positiva **>%329 (Eq. 9).
[Fe'(CN)sNO'F +RS” == [Fe(CN)sN(O)SR]* (9)

Os complexos [Fe(CN)sN(O)SR]> sdo gerados em um periodo de tempo
inferior a 1,0 s, apds a mistura das solugdes de NPS e tiol. A reacéio é acompanhada
por uma mudanga de cor de incolor a rosa correspondente & banda de absor¢do do
complexo em Amax = 521-526 nm. Na maioria dos casos estudados, a decomposicio
¢ o proximo passo, acompanhada de uma mudanga de cor da solugdo rosa a
castanho claro e a formagéo de cianocomplexos de Fe e disulfeto™>*>.

As estruturas da CiSH e a GSH, tidis encontrados endogenamente ¢ a N-
acetilcisteina (NAC), um produto endégeno da CiSH, estio apresentadas na Figura

7. Estes tiois s3o os melhores candidatos a reagir com o NPS in vivo, podendo atuar

como transportadores de NO, aumentando assim sua meia vida e preservando sua
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atividade biologica. As diferentes estruturas desses tidis apresentam diferentes
reatividade frente ao NPS, afetando a cinética de liberagio de NO***°,

Além desses tidis, a presen¢a da oxihemoglobina (HbO,) também deve ser
considerada, pois essa espécie ¢ encontrada endogenamente em abundéncia e reage
com o NPS formando metahemoglobina (metHb) e nitrato portanto, a investigagio

do mecanismo desta reagdo é muito importante®”.

o
o) H o 0
HS/\‘)J\OH @ 1
N
HS OH N )k/
o \”/ HO | NWO}I
NH, 5 H

cisteina N- acetilcisteina glutationa

Figura 7. Estruturas dos tiéis empregados na investigagio das reacdes do NPS.
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2. OBJETIVOS

Os principais objetivos desse projeto foram:

- Caracterizar ¢ monitorar as reagdes de transferéncia de NO do NPS aos tidis
cisteina, N-acetilcisteina e glutationa e a oxihemoglobina, através de técnicas
espectroscopicas e cinéticas, para a elaboragio de um mecanismo de reagio.

- Analisar as diferengas de reatividade dos trés tidis utilizados, frente ao
nitroprussiato de soédio em pH fisioldgico € em pH 10.

- Estabelecer correlagles entre o comportamento cinético das reagdes e o efeito
fisiolégico, obtido na administragdo simultinea de NPS e tidis, em um modelo

animal.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Reagentes

Tampéo fosfato (PBS pH 7,4), nitroprussiato de sédio, L-cisteina, glutationa,
N-acetil-L-cisteina, hemoglobina, membrana de celulose e K;3Fe(CN)s foram
adquiridos da Sigma. Ditionito de sédio foi adquirido da QM, K Fe(CN)¢.3H;0,
H,S0O, foram adquiridos da VETEC, 4cido ascérbico e NaOH foram adquiridos da
Merck. Os reagentes sio de pureza analitica e foram utilizados sem purificaggo
prévia. Foi utilizada dgua desionizada Milli-Q com resistividade de 18,2 Mohm.cm

a 25° C, condutividade elétrica especifica menor que 0,1 mS/cm.

3.2. Preparacio das solugdes de ticis e NPS

As solugdes de NPS e dos tidis foram preparadas em 4gua desionizada ou
tampdo fosfato, com concentragdes variando de 2.10” a 0,2 mol L. As solugdes
foram preparadas separadamente em balbes volumétricos ¢ foram previamente
termostatizadas por 30 minutos antes da realizagdo das medidas. As solugdes em
meio basico foram preparadas em agua desionizada e posteriormente basificadas

adicionando-se uma solu¢do NaOH 3,0 mol L'
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3.3. Preparaciio das solugdes de K,;Fe(CN)s.3H,O e K;Fe(CN),

As solugdes de KyFe(CN)s.3H2O ¢ K3Fe(CN)g, foram preparadas em aguna

desionizada. As concentragdes variaram de 0,2 a 1,0 mol L™.

3.4. Preparacio e didlise da solucio de oxihemoglobina

A solugdio de HbO, foi preparada a partir de uma solugfio 1,1 mmol L™ de
hemoglobina (Hb), & qual foi adicionado um excesso molar de trés vezes de
ditionito de sodio. Nesta solugdo, foi borbulhado ar sintético (Air Liquid S.A., SP,
Br) por aproximadamente 15 minutos. Diluiu-se na proporgio 1:300 (v/v) essa
solu¢do e a partir do valor da absorbincia em 415 nm obtida para a solugfo diluida,
calculou-se a concentragdo da HbO, usando-se o seu coeficiente de absor¢fio molar

em 415 nm (84;5= 131 mmol™L ¢m™)*, conforme Eq. 10:

[HbOs] = Aqis x 300 (fator de diluicdo)/e4;5 (10)

em que Aq;s € a absorbéncia da solugfio em 415 nm, para um caminho 6ptico de 1,0
cm.

Para remover o excesso de ditionito de sédio adicionado & solugio de HbO»,
montou-se um sistema de dialise. Foi necessario tratar a membrana de celulose
utilizada na dialise; inicialmente removeu-se a glicerina dessa membrana através de
uma lavagem com agua corrente por 3 horas. Em seguida os componentes

sulfurosos foram removidos através do tratamento com uma solugfio de dissulfito

de sédio 0,3% (m/v) a 80°C por um minuto. Lavou-se a membrana com agua
20



quente (60°C) por dois minutos, € em seguida, a membrana foi tratada com uma
solugdo de acido sulfurico 0,2% (v/v). Finalmente, realizou-se uma nova lavagem
com agua quente para remogdo do acido. Apds o tratamento da membrana de
celulose, esta foi preenchida com a solugio de HbO, e acondicionada em um
recipiente escuro contendo solugéo tamp@o na proporgio oxihemoglobina:solugfio
tampdo 1:200 (v/v), a 4°C em um banho termostatizado. A solugdo tampio foi

trocada a cada 6 horas, durante 24 horas'®,

3.5. Acompanhamento cinético das reacdes — UV/Visivel

A caracterizagdo espectroscopica na regido do UV/VIS foi feita utilizando-se
um espectrofotdmetro com arranjo de diodos Hewlett Packard modelo 8453, com
agitagdo magnética ¢ suporte de cubeta termostatizado. As cinéticas de reagdio
foram caracterizadas através do monitoramento das variagdes espectrais na faixa de
200-9500 nm, durante as reagdes. Os intervalos de leitura variaram de 2 a 250 s.
Foram utilizadas cubetas de quartzo com caminho optico de 1,0 cm. Adicionou-se
1,0 mL. de NPS a 1,0 mL da solu¢fio de tiol previamente basificada ji na cubeta. A
concentracio das solugSes variou entre 2. 10° a 2.10° mol L?. A homogeneizagdo
foi feita manualmente através de duas inversdes rapidas na cubeta que foi entdo
posicionada imediatamente no espectrofotdmetro para iniciar as medidas.
Acompanharam-se as cinéticas das reagdes dos tidis com o NPS em meio basico,
pH~10, a 25° C. O alto valor do pH foi obtido usando uma solugfo de NaOH 3.0
mol L. O pH foi medido utilizando um pH-metro Orion 410 A. As reagdes em
meio tamponado foram realizadas a 37°C.
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3.6. Ajuste exponencial das curvas

Os ajustes de equagdes de decaimento (Eq. 11) e crescimento (Eq.12)
exponencial de primeira ordem aos dados experimentais foram feitos usando-se o

programa Origin 5.0.
[[Fe'(CN)sN(O)SRT*]; = [[Fe'(CN)sN(O)SR}*T; (6™ (11)
[[Fe" (CN)sH201* 7}, = [[Fe CN)sH,0T* ;. (1-¢™) (12)

em que [[Fe(CN)sN(O)SRI'T; e [[Fe(CN)sN(O)SRJ’]; sdo, respectivamente, a
concentragéo inicial e concentragdio em um tempo t, da espécie intermediaria com
banda em 521 nm; [[Fe’(CN)sH20T*}; e [[Fe™(CN)sH,0]> ] sdo, respectivamente, a
concentragdo no tempo t € a concentragio final do complexo com banda em 338

nm.

3.7. Acompanhamento cinético das reacdes — Infravermelho

As medidas na regido do IV foram realizadas em um espectrofotdmetro
FTIR Nicolet 502, com intervalos de leitura de 60 s. Misturou-se volumes 1guais
das solugdes equimolares (da ordem de 0,2 mol L") em um béquer e com o auxilio
de uma micropipeta colocou-se uma aliquota de 10 pL dessa mistura entre duas
janelas de CaF,, formando um filme. As janelas foram acondicionadas em um
suporte adaptado para esta finalidade e entdo se iniciou a tomada das medidas. A

coleta do primeiro espectro foi feita cerca de 20 s apés a mistura das solugdes.
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3.8 Testes in vivo da influéncia da administraciio simultinea de tiois

na capacidade vasodilatadora do NPS

Os experimentos in vivo foram realizados pelo grupo de pesquisa da Prof®
Marta Helena Krieger do Departamento de Fisiologia e Biofisica do Instituo de
Biologia da Unicamp, mais especificamente pela aluna de doutorado Kelly Fabiane
S. Ricardo.

Para os estudos in vivo foram utilizados ratos Wistar adultos (linhagem C57
BL6 x CBA) machos, pesando em média 250-300 g, sob criacdo no “Centro de
Broterismo” — CEMIB — UNICAMP.

O efeito hipotensor dos tidis e do NPS foi verificado através do
acompanhamento da pressio arterial pulsatii e média (PAM) registrada via
interface analdgico digital (CODAS) com freqiiéncia de 1500 Hz.

Os amimais foram cateterizados com 24 h de antecedéncia sob anestesia
Rompun -Kelatar (6 ¢ 40 mg/kg). Foram ministradas doses de 51,0.107 umol/kg
em ratos normotensos ¢ acordados. O NO endégeno foi drasticamente reduzido
através da administragdo aguda de L-NAME (3mgkg, iv.), o que induziu
hipertensio agudas nesses animais®.

Todos os procedimentos utilizados nos experimentos com animais foram
aprovados pelo "Institutional Animal Care and Use Committee” e conduzidos
conforme o "Guide for the Care and Use of Laboratory Animals" do "Institute of
Laboratory Animal Resources”, US National Academy of Sciences.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Anilises espectroscépicas das reacdes do NPS com tiéis em meio

tamponado (pH 7 4)

Os experimentos em meio tamponado foram realizados em tampio fosfato
(pH 74), e a 37°C, com a finalidade de mvestigar essas reagdes em condigdes
proximas as fisiologicas. As reagdes do NPS com a NAC e a GSH, em meio
tamponado, ndo apresentaram variagdes espectrais significativas no UV/VIS.
Conforme se nota na Fig 8, a reagfio da CiSH com o NPS apresentou uma variagio
espectral discreta. Observa-se somente o crescimento de uma banda na regiio de
340 nm, indicando que ha a formacdio de um produto a partir da reacio do NPS
com a CiSH em meio tamponado. A regifio de 340 nm é caracteristica de
cianocomplexos de Fe", assim, foi possivel propor uma reagio de formagio desse

produto a partir de NPS e tiol, conforme apresentado na Eq. 13:

[Fe"(CN)sNO'T" + RS+ H;0 — [Fe'(CN)sN(O)SRT> + Hz0 —> [Fe%(CN)sH,0
+NO+ % RSSR (13)

O acompanhamento espectral dos produtos da reagio em meio tamponado, no
IV, também sé apresentou variagdo espectral significativa quando o tiol utilizado

fora CiSH. As variag¢des estdo apresentadas na Fig. 9.
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Figura 8. Variagdes espectrais correspondentes a rea¢io da CiSH com o NPS em
meio tamponado, pH 7.4. Solugdes equimolares 2,0 mmol L”, tempo total da

andlise: 3 h; intervalo entre os espectros: 5 min.
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Figura 9. VariagGes espectrais na regido do IV, correspondentes a reacdio da CiSH

com o NPS em meio tamponado. Solugdes equimolares 0,2 mol L™; intervalo entre
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os espectros 60 s. O espectro foi obtido apos cerca de 15 s apds a mistura dos

reagentes.

Na Fig. 9 observa-se a diminuig&o da intensidade das bandas em 2142 e 1937
cm” atribuidas as vibragdes de estiramento C-N do cianeto ligado ao Fe ¢ N-O da
nitrosila ligada ao Fe, do NPS, respectivaxnente26’43’45.

Szacilowski™> e Ashby® atribuem a banda em 2089 cm’ & vibragio de
estiramento do C-N do NPS reduzido ([Fe(CN)sNOJ*), que pode ser oxidado de
volta a NPS pela presenca de oxigénio conforme afirmam Butler***® e Sieklucka’".

O NPS reduzido pode ser formado a partir da redugdo do NPS pelo ion

tiolato (que esta presente na solugdo tamponada, porém em baixa concentragdo),

conforme a equagio 14 *;
[Fe(CN)sNOJ* + RS™ — [Fe(CN)sN(O)SR]* —» [Fe(CN)sNOJ* + RS* (14)

Ashbye'4 atribui também uma banda em 1648 cm™ a vibragio de estiramento
N-O do NPS reduzido, porém, no espectro da Fig.8, nessa regido, ha uma banda
muita intensa ¢ larga resultante da vibragdo de estiramento O-H da agua (ndo
mostrada), ja que a medida foi realizada em solugdo aquosa. No entanto, nesse
mesmo espectro existe uma banda em 1905 cm’, que se encontra na regido de
vibragdo de estiramento de NO*® e por essa razdo foi atribuida a0 NO do NPS
reduzido.

O desaparecimento da banda em 1905 cm™ est associado 2 diminuig¢do de
intensidade da banda em 2089 cm” ¢ ao aparecimento da banda em 2038 cm’.
Sabe-se que a banda em 2038 cm™ corresponde a espécie aquapentacianoferrato

(II) (contendo Fe™) e esta associada ao produto formado a partir da reagdo do NPS

26



com um tiol, mais especificamente a CiSH, ou seja, a decomposi¢io do NPS
reduzido leva a formagdo do produto final com banda em 2038 ¢cm™.

De acordo McCleverty’, as reagdes de tidis com NPS apresentam evidéncias
visuais, como mudanga de cor da solugdo de tiol imediatamente apos a adigdo do
NPS, além de variagBes espectrais bastante significativas. No entanto, essas
evidéncias ndo foram notadas quando as reagdes foram realizadas em pH 7.4.

Considerando os valores de pK, dos tidis, listados na Tabela 4, nota-se que
em pH 7,4, os tidis estdo predominantemente na forma protonada, sendo quase
msignificante a concentragdo de ions tiolato livres no equilibrio. Em pH > 10, o
equilibrio de dissociagéio dos tidis (Eq. 15) esta deslocado para a direita, ou seja, ha

maior concentragio de ions tiolato livres.

RSH

RS +H" (15)

Tabela 4: Valores de pK, para os tidis utilizados™”,

Tiol pKa
CiSH 8,4
NAC 8.8
GSH 9,5

Por essa razdo decidiu-se realizar as reagdes nas mesmas condigbes que
aquelas em meio tamponado, no entanto, optou-se por basificar as solugdes de tiol

utilizando uma solugdo de NaOH, antes de iniciar as reagdes.
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4.2. Analises espectroscépicas das reacdes do NPS com tidis em meio

basico, no UV/Visivel

Nas reag¢des realizadas em pH 10,0, observou-se uma coloragfio rosa intensa
logo apés a adigdo do NPS a solugiio de tiolato, que corresponde ao aparecimento
de uma banda transiente em 521 nm (Fig. 10-11). Até o final do experimento {cerca

de 1h) a solugéo foi perdendo a cor até adquirir uma coloragdo castanha.
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Figura 10. Variagdes espectrais na regidio do UV/VIS, da reagio do NPS com a
CiSH em pH 10,0. Solugdes equimolares 2,0 mmol L™, tempo da analise 4000 s;

intervalo entre os espectros 250 s. Temperatura = 25° C.
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Figura 11. Variagdes espectrais na regido do UV/VIS, da reacdo do NPS com a
NAC em pH 10,0. Solugdes equimolares 2,0 mmol L, tempo da analise 4000 s;

intervalo entre os espectros 250 s. Temperatura = 25° C.
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Figura 12. Variagdes espectrais na regido do UV/VIS, da reagio do NPS com a
GSH em pH 10,0. Solugdes equimolares 2,0 mmol L, tempo da analise 4000 S;

intervalo entre os espectros 250 s. Temperatura = 25° C,
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Na Figura 13 est4 apresentado o acompanhamento dessa cinética através das
variagdes espectrais no UV/VIS para a reagfio com a CiSH, a NAC e a GSH. O
desaparecimento dessa banda estd associado ao aparecimento de uma banda em 338
nm. Estas variagOes espectrais sdo observadas principalmente nas reagées da CiSH
e da NAC (Fig. 10 e 11) com o NPS em meio basico, a GSH (Fig. 12) nio
apresentou variagdo espectral significativa.

A banda transiente em 521 nm pode ser associada a um aduto intermediario,
[FeH(CN)gN(O)SR]3', formado a partir do ataque nucleofilico do ion tiolato ao
ligante NO do édnion nitroprussiato, que possui uma carga parcial positiva ( Eq.
16)25:525456

Sabe-se que os nitrosotidis apresentam duas bandas de absorgdo
caracteristicas: em 336 e 550 nm®. A banda em 336 nm ¢ atribuida a uma transigdo
T — ©* ¢ a banda em 550 nm ¢ atribuida a uma transi¢do ny — 7*. A observagio
da banda do aduto em 521e no em 550 nm, é uma evidéncia de que o NO do grupo
RSNO estd ainda coordenado ao ferro do 4anmion nitroprussiato. Com esta
coordenagdo, espera-se uma alteragdo nos niveis de energia da transicio ny — T*
que, no caso, mostra um aumento no “gap” de energia, correspondente ao

deslocamento hipsocrémico observado.

0 0
- i y/\z_eSR . i Y

N® N—SR

NC... 1:I ~CN NC.,, F| ~CN
o P X

NC” | NCN NC” | SCN
NC NC

[ 4
I
\

(16)
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O produto com absorbancia em 338 nm pode ser atribuido a formacdo de um
aquacianocomplexo de Fe** em que o grupo RSNO foi substituido por uma

molécula de H,O, conforme a Eq.12 **%5¢

. Nota-se que sua formacgio esta
associada ao desaparecimento da banda em 521 nm e ao aparecimento da banda em
338 nm, como pode ser visto nas curvas cinéticas de acompanhamento dessas duas
bandas, na Fig. 13.

O ajuste das curvas cinéticas foi feito usando uma equagfio integrada de
primeira ordem (representado pelas curvas sobre os pontos experimentais), pois o
decaimento da banda em 521 nm corresponde & decomposigio da espécie
intermediaria, tratando-se de um processo unimolecular. A formagdo do produto
com banda em 338 nm depende da decomposigio do intermedirio sendo, também,
um processo unimolecular e, portanto, ajustavel 4 uma equacio de crescimento
exponencial de primeira ordem.

O excesso de hidroxila presente na solugdo pode reagir com o NPS. As
reagbes sdo bem conhecidas, ¢ formam um complexo contendo o grupo nitro
([Fe™(CN)s NO,1") (Eq. 17-18). Esse complexo pode liberar o nion nitrito (NO,)
¢ formar um complexo aquapentacianoferrato (III) (contendo Fe’™), de acordo com

o equilibrio da Eq. 19 3°-79:686°
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Figura 13. Curvas cinéticas correspondentes is variagdes espectrais das bandas em

338, 521 e 700 nm, para as reagdes do NPS com CiSH, NAC ¢ GSH, em pH 10.

Intervalo de tempo entre os espectros

250 s. NPS e tidis em concentragdes

equimolares de 2,0 mmol L”. Temperatura = 25°C. As curvas de ajuste de

crescimento e decaimento exponenciais estio apresentadas para mostrar a

qualidade do ajuste. As barras de erro correspondem as estimativas do desvio

padrdo de duplicatas.
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[Fe"(CN)sNO'1" + O =——— [Fe(CN)sNOHJ" —p [Fe" (CN)sNOJ* + OH" (17)
o 0
[Fe'(CN)s NO;J* + H,0  [Fe(CN)sH:0T" + NO (18)
H-0
[Fe™(CN)s H,O + NO; (19)

O complexo aquapentacianoferrato (III) pode reagir com um complexo
aquapentacianoferrato (II) formado de acordo com a Eq.19, formando complexos
de valéncia mista F e3+/Fe2+, como o azul da Prussia (Fem4[FeH(CN)6]3.6H20)70. A
banda com absorgéo na regido de 700 nm foi atribuida a essa espécie’ .

Em meio basico, o decaimento da banda em 521 nm segue uma cinética de
primeira ordem nas reagdes do NPS com CiSH e NAC. Os valores das constantes
de velocidade obtidos a partir das curvas cinéticas estdo apresentados na Fig. 14.
No caso da reagdo com a GSH, a variagdo espectral foi muito pequena e nio
permitiu ajuste de curva.

O crescimento da banda em 338 nm permitiu o ajuste de uma equagio de
crescimento exponencial, porém os valores de k encontrados para o crescimento
dessa banda sdo maiores que os valores de k de decaimento da banda em 521 nm.
Isso mdica que o crescimento da banda com absor¢do em 338 nm ndo estd
relacionado somente a decomposi¢do do complexo intermediario com absor¢fio em
521 nm. Deve haver outra espécie presente no meio que também absorve na regiio
do UV. Para verificar a contribuigéio da absor¢io de outros produtos nesta regido,

foi realizado um experimento de redugfo do NPS com hidroxila.
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Figura 14. Constantes de velocidade de decaimento de primeira ordem da banda do
intermediario (521 nm) e de crescimento da banda do complexo
aquapentacianoferrato (II) (338nm) para as reagdes do NPS com os tidis, solugdes
equimolares 2,0 mmol L'l, pH 10,0, Temperatura = 25°C. A curva relativa ao
decaimento da banda em 521 nm da GSH nfo permitiu ajuste. As barras de erro

correspondem as estimativas do desvio padrio de duplicatas.

4.3. Anilises espectroscépicas das reacdes do NPS com o Anion

hidroxila, no UV/Visivel

Na Fig.15, nota-se a formacdo de uma banda com A proximo a 420 nm,

referente a redugiio do NPS em meio basico. Esta banda foi atribuida ao produto
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formado a partir da reagdio do NPS com o NaOH, a espécie [Fe(CN)sNOg]S' (Eq.
17).
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Figura 15. Vanagdes espectrais na regido do UV/VIS na redugdo do NPS pela

hidroxila. Solugdes equimolares 2,0 mmol L™, tempo da analise = 1800 s, intervalo

30s. Temperatura = 25°C.

4.4. Anadlises espectroscopicas das reacdes do NPS com ditionito de

s0dio, no UV/Visivel
Para caracterizar outras espécies formadas na redugio do NPS, foi

acompanhada a reagio de redugio do NPS pelo ditionito de sodio (NayS20;), que é

um agente redutor classico, e que pode ser representada conforme a Eq.20;
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2[Fe"(CN)sNO™* + $,0,% + 2H,0
(20)

2[Fe(CN)sNO'T* + 280,* + 4H"

O objetivo de reagir o NPS com outros agentes redutores (além do ditionito
de sodio, a hidroxila e o acido ascorbico) é somente de cardter exploratorio, uma
vez que estes agentes redutores ndo existem em meio fisioldgico.

A Fig. 16 mostra o surgimento de trés bandas novas em 349, 430 e 618 nm
atribuidas a espécie [Fe'(CN)sNO'] (NPS reduzido)’*. Portanto, é possivel dizer
que os valores maiores das constantes de velocidade de decomposigdo do produto
com banda em 338 em relago a banda 521nm se devem ao aparecimento de duas
bandas sobrepostas, na regido de 300-400 nm, resultantes de processos diferentes ¢
que ocorrem paralelamente.

Isso indica que a decomposi¢do do intermediario pode gerar dois produtos.
Um deles é o complexo aquapentacianoferrato (II), com liberagio de NO, € o outro,

formado paralelamente, ¢ o NPS reduzido pelo tiolato, em que o NO se mantém
coordenado (Eq.21).

[Fe"(CN)sNO*]* + RS™ > [Fe™(CN)sN(O)SR]* — [Fe(CN)sNO'T + RS*

21
[Fe"(CN)sH,0]* + RSNO
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Figura 16. VariagGes espectrais na regido do UV/VIS na reagio do NPS com o
ditionito de sodio. Solugdes equimolares 4,0 mmol L™; intervalo entre os espectros

60 s; tempo de andlise 3600 s. Temperatura = 25°C.

4.5. Andlises espectroscépicas das reacdes do NPS com icido

ascorbico, no UV/Visivel

O acido ascorbico (CsHsOg)(HoA) também é um conhecido agente redutor e
pode ser encontrado em condigdes fisiologicas. A reagdo foi realizada em pH 10,0
(Fig. 17) garantindo, assim a presenga de uma alta concentra¢do de anions A” no
equilibrio (Eq.22) pois as rea¢des em pH 7,4 mais uma vez nio apresentaram

variagdes espectrais significativas.

H,A HA +H ~—— A* +2H" (22)

37



Absorbancia

0.0

s 400 40 s 850
Numero de onda / nm
Figura 17. VariagOes espectrais na regiio do UV/VIS na reagdo do NPS com o

acido ascorbico. Solugdes equimolares 2,0 mmol L™; intervalo entre os espectros

250 s; tempo de analise 3600 s. Temperatura = 25°C.

Smith™ er al. afirmam que nessa redugdo ha a liberagio de NO livre, no
entanto, em pH elevado, ha a formagio de [Fe(CN)s(NO,)]* que diminui a
liberagdo de NO livre. Nas analises feitas por esses autores, apos realizar as reagdes
em diferentes valores de pH, concluiu-se que as reagdes do NPS com a hidroxila
predominam em relagdo as reagdes do NPS com o ascorbato. Mulveys"rJ et al.
reagiram NPS com 4cido ascorbico em pH 10,0 e relataram o aparecimento da
banda na regido de 340-355 nm.

Dessa forma pode-se dizer que a variagdo espectral na regiio de 400 nm
pode ser atribuida a reagio do NPS com a hidroxila, porém, a variagdo espectral na
regido de 300 nm pode ser atribuida ao NPS reduzido, como também foi observada

na reagdo com o ditionito de sodio.
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4.6. Acompanhamentos cinéticos com diferentes propor¢des NPS :

tiol

4.6.1. Proporcao NPS : tiol 2 : 1

As Fig. 18-20 mostra mais uma vez que as variagdes espectrais mais

significativas ocorreram quando o tiol utilizado fo1 a CiSH.
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Figura 18. Variagdo espectral na regiio do UV/VIS, da reagio do NPS com a
CiSH em pH 10,0. Proporgéo NPS : tiol 2 :1. Intervalo de tempo entre os espectros
=250 s. Tempo total da andlise = 3750 s. Temperatura = 25°C.
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Figura 19. Vaniagéo espectral na regido do UV/VIS, da reagio do NPS com a NAC
em pH 10,0. Proporgédo NPS : tiol 2 :1. Intervalo de tempo entre os espectros = 250

s. Tempo total da analise = 3750 s. Temperatura = 25°C.
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Figura 20. Variacédo espectral na regido do UV/VIS, da reagio do NPS com a GSH
em pH 10,0. Proporgdo NPS : tiol 2 :1. Intervalo de tempo entre os espectros = 250

s. Tempo total da analise = 3750 s. Temperatura = 25°C.

40



E importante ressaltar que pela primeira vez foi observada a banda do aduto
intermediario na reagéio com a GSH (Fig. 20), na proporgdo 1:1 esta banda nio foi
observada. Isso confirma que a reagdo da GSH com o NPS também ocorre através
de um mecanismo que passa pela formagio do aduto intermediario.

A presenga da banda em 521 nm indica que a reagio também envolve a
espécie intermediaria [Fe(CN)sN(O)SR]™". E possivel notar que a reagdo ocorre em
duas etapas; na primeira, a formagdo do produto em 338 nm ¢ lenta e esta associada
com a decomposi¢do do intermedidrio (banda em 521 nm). Na segunda etapa,
quando praticamente ndo ha mais intermediario a ser decomposto, inicia-se o
crescimento da banda em 338nm. Esse comportamento ¢ facilmente observado nas
curvas de acompanhamento cinético das bandas (Fig.21).

Na primeira etapa, em que ha a decomposi¢io do intermediario, o processo
que ocorre € o mesmo descrito anteriormente, ou seja, a decomposigdo do
intermediario levando a formagio do complexo aquapentacianoferrato (II), que
absorve na regido de 338 nm. Assim, observa-se o desaparecimento da banda em
521 nm e um crescimento pequeno da banda em 338 nm.

Na segunda etapa, todo o tiolato presente na solugfo ja foi consumido e
ainda resta um excesso de NPS que foi adicionado & solugio; esse NPS excedente é
reduzido pela hidroxila que também estd presente na solu¢fo, formando o
complexo com ligante nitrito, que absorve na regido de 400 nm. No espectro, esse
comportamento ¢ refletido através de uma queda quase insignificante da banda em

521 nm ¢ um crescimento acentuado na regido de 300-400nm.
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Figura 21. Curvas cinéticas correspondentes as variagdes espectrais das bandas em

338 ¢ 521 nm, para a reagdo do NPS com a CiSH, em pH 10,0 e proporgdo NPS:

tiol = 2:1. Intervalo de tempo entre os espectros = 250 s. Temperatura = 25°C. As

barras de erro correspondem as estimativas do desvio padrio de duplicatas.

Comparando a velocidade de queda da banda correspondente ao

intermediario nas variagdes espectrais dos dois outros tidis (nio mostradas),

observa-se que o intermediario mais estivel é aquele formado pelo NPS ligado a

GSH, com velocidade de decomposi¢io bastante baixa quando comparada as outras

(Fig. 22).

42



1,0 - *
*x 5 * & &
— = * &
u -
=
0,8 4 -
» E :.:
.g n -
[ 0,6- *
@ —_ * NAC
0o | -
e - | ]
o -
8 04 Iy
< -~ 5
R .
0.2 - T o CiSH
1 = = -
=
0,01 , ;

T ’ T T T T T T T
1200 1800 2400 3000 3600 4200

Tempo/s

7 T
0 600

Figura 22. Comparagdo da velocidade de desaparecimento da banda do
intermediario nas reagdes NPS : tiol = 2 :1. As barras de erro correspondem as

estimativas do desvio padrdo de duplicatas.

4.6.2. Proporcio NPS : tiol 1 : 2

Na reagdo em que a proporgio NPS : tiol foi invertida para 1:2, a variagdo
espectral mais significativa foi obtida novamente na reagdo com a CiSH (Fig. 23).
Nas reagbes com a NAC (Fig. 24) e a GSH, observou-se apenas a banda do
intermediario que ficou constante durante o tempo em que a reagdo foi

acompanhada.
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Figura 23. Variagio espectral na regifio do UV/VIS, da reagdo do NPS com a
CiSH em pH 10,0. Proporgdo NPS : tiol 2 :1. Intervalo entre os espectros = 250 s.

Tempo total da analise = 3750 s. Temperatura = 25°C.
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Figura 24. Vartagdo espectral na regido do UV/VIS, da reagio do NPS com a NAC
em pH 10,0. Proporgdo NPS : tiol 2 :1. Intervalo entre os espectros = 250 s. Tempo

total da analise = 3750 s. Temperatura = 25°C.
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Observa-se que a analise da variagdo espectral da redugdo do NPS pela CiSH
também apresenta um mecanismo em duas etapas (Fig. 23 e 25). A primeira
consiste na queda da banda do intermediario e formacgfio da banda em 338 nm, ¢ a
segunda ocorre quando a banda do intermediario desapareceu completamente e s6 o

crescimento acentuado da banda na regifio de 340 nm é observado.
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Figura 25. Curvas cinéticas correspondentes as variagSes espectrais das bandas em

338 e 521 nm, para a reagdo do NPS com a CiSH, em pH 10 e propor¢do NPS: tiol

= 1:2. Intervalo de tempo entre os espectros = 250 s. Temperatura = 25° C. As

barras de erro correspondem as estimativas do desvio padréio de duplicatas.

Szacilowski*> et al. propde que quando um excesso de tiol é adicionado, a
reducdo do ferro é mais rapida e que ocorre através de um mecanismo auto-
catalitico. A reagio € iniciada por radicais sulfeto (RS") produzidos a partir da

decomposigio espontinea do [Fe(CN)sN(O)SR]* que sdo seqiiestrados pelo tiolato
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e transformados em RSSR™ (Eq. 23). Esses autores observam, também, que a

reacdo ocorre mais rapido para os radicais de CiSH quando comparados aos de
GSH.

RS'+RS™ == RSSR" (23)

Os radicais RSSR™ s@io redutores e nucleofilicos e podem reagir com o
intermediario, cuja reagdo € responsavel pela propagacdo da reagdo em cadeia e
com o NPS, sendo responsavel pela terminagio da reagdo em cadeia.

A reacdo com o intermediario formara uma espécie contendo dois ti6is e €
resultante do ataque nucleofilico do radical ao fragmento S-N-O do intermediario
(Eq.24).

[Fe(CN)sN(O)SR]* +RSSR” [Fe(CN)sN(O)SR),]* +RS" 24)

Esse intermediario contendo dois tidis pode se decompor, dando origem ao

NPS reduzido, com Fe' (Eq.25):

[Fe(CN)sN(O)(SR).}*

[Fe(CN)sNO'T* + RSSR* (25)

Essa seqiiéncia de reagdes gera quantidades adicionais de radicais RSSR"
que ¢ responsavel pela reagdo em cadeia da decomposi¢do do intermedidrio por

essa espécie.

A reagdo entre 0 NPS e o radical RSSR™ termina o mecanismo, consumindo

o radical e produzindo NPS reduzido (Eq. 26) :
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[Fe(CN)sNOJ* + RSSR” [Fe'(CN)sNO'T> + RSSR (26)

A recombinagdo dos radicais sulfeto (Eq. 27) e a decomposicdo heterolitica

do intermediario (Eq. 28) com dois tidis também contribuem para a finalizagio do

processo.
RS*+RS® =——— RSSR 27N
[Fe(CN)sN(O)SR),]* [Fe(CN)sN(O)SR]* + RS (28)

Comparando a velocidade de queda da banda correspondente  ao
intermediario (Fig. 26), observa-se novamente que o intermediario mais instavel é
aquele formado pelo NPS ligado 4 CiSH, com velocidade de decomposi¢do maior

quando comparada aos outros.
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Figura 26. Comparagdo da velocidade de desaparecimento da banda do
intermediario nas reagdes NPS : tiol = 1 :2. As barras de erro correspondem as

estimativas do desvio padrio de duplicatas.
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Na Fig. 27, comparam-se os valores das velocidades iniciais de
decomposigdo do intermediario para os trés tiois, nas proporgdes 2:1 (Vxps : tiol = 21)
e 1:2 (Vnps - tiol = 12) ©, também, as constantes de velocidade de desaparecimento da
banda em 521 nm, nas reagdes em pH 10,0, na proporgdo NPS : tiol = 1:1. Nos
casos em que ha excesso de NPS, para a CiSH e a NAC, os valores das velocidades

de decomposi¢io sio maiores quando comparados ao caso em que ha excesso de

tiol.

4,0x10‘2- $ K
. L] Vies:toi=21

3,00102 022 N ps 0= 12
2,0x10'2':
1,0x107 ;;Eﬁi: 2 m[:
3,0x10° : :
2,0x10° - ;i : : 7/ Z
1,0x10° - 5 % /%

0,0 % [ /A

CiSH NAC GSH

Figura 27. Valores das constantes de velocidade (s?) de decaimento da banda em
521 nm, nas reagdes em pH 10,0 e proporgdo NPS : tiol = 1:1. Velocidades iniciais

(s1) de decomposigdo do intermediario nas reagdes nas proporgdes NPS : tiol = 2:1
el:2.

Mais uma vez nota-se que a CiSH € o tiol mais reativo ¢ que forma o
. ey - .. , . & . .
intermediario mais instavel. Aravindakumar®® et al. reagiram em meio desaerado o

NPS com a CiSH e a GSH e concluiram que a CiSH também é mais reativa.
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Relacionaram a maior constante de velocidade da CiSH ao seu grau de ionizag@o.
A constante de velocidade da GSH ¢ bem menor que a da CiSH, em mesmo pH ¢
1sso também foi atribuido ao seu pK,; concluem, também, que, aparentemente, o

efeito estérico ndo afeta a reatividade da GSH.

4.7. Andlises espectroscopicas das reacdes do NPS, em meio basico,

no Infravermelho

A espectroscopia no mfravermelho foi outra técnica utilizada neste trabalho
para investigar a cinética das reagdes do NPS com os tidis em meio basico. Na Fig.
28 sdo observadas as variagles espectrais no IV da reagdo do NPS com a CiSH,
NAC e GSH na presenca de NaOH. Nos trés casos, observa-se a diminuigio de
intensidade das bandas associadas aos estiramentos do NPS em 1937 cm™ (vNO)e
2142 ¢cm™ (v CN) e o aparecimento de duas bandas transientes em 2048 ¢ 2073
cm”. A banda em 2048 cm” foi identificada experimentalmente (mostrada na Fig.
30) ¢ atribuida a espécie [Fe™(CN)sNO,]* formada na reagdo paralela do NPS com

53.54
8

o OH de acordo com as Eq. 17-1 . A banda em 2073 cm™ pode ser atribuida a

espécie [Fe(CN)sN(O)SR}”, formada a partir do ataque do tiolato ao NPS, como
mostra a Eq. 15 2

O desaparecimento destas bandas estd associado ao aparecimento de duas
bandas novas em 2089 cm™ e 2038 cm’. A banda em 2089 cm™, foi atribuida ao
NPS reduzido ([FeI(CN)5N0+]3') com base na variagdo espectral no IV obtida na
redugiio do NPS pelo ditionito (Fig. 31)°>. A banda em 2038 cm”, foi atribuida ao
anion aquapentacianoferrato (I) ([FeH(CN)sto]s')ss.
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Figura 28. Variagbes espectrais na regido do IV, para as reagdes do NPS com a
CiSH, NAC e GSH, respectivamente. Solu¢des equimolares de 0,2 mol L”, pH
10,0, espectros obtidos a cada 60 s. Tempo total da analise = 600s. Temperatura =

25° C. O primeiro espectro foi obtido cerca de 15 s apds a mistura dos reagentes.
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Na Fig. 29 € feita uma comparagio entre espectros de solugio de NPS em
agua, complexos pentacianoferrato (II) e (III) e uma variagio espectral da reagio do
NPS com tiol. A partir desta comparagido pode-se confirmar que a espécie que

aparece em 2038 cm™ & um complexo pentacianoferrato (ID).

g

| 2142} 2115 2038 ; 1937 |

T . ; . T -

S T T v T —
2150 2100 2050 2000 1950 1900

Figura 29. Espectros de absorgido do NPS, complexos pentacianoferrato (II) e (III)

¢ variagdo espectral correspondente a reagdo do NPS com a CiSH em pH 10.0.
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Solugdes equimolares 2.102 mol L. Intervalo entre os espectros = 60s. Tempo

total da analise = 600s. Temperatura =25° C.

A Fig. 30, em que se acompanhou a reducgio do NPS pelo dnion hidroxila no
IV, apresenta a banda relativa ao produto gerado a partir da decomposigdo do
intermediario: em 2089 cm™.Como estas bandas estdo em posicdes distintas, foi
possivel confirmar que ha a formagdo simultdnea dos dois produtos gerados
paralelamente na redugdo do NPS pelos tidis; o NPS reduzido ¢ o complexo
aquapentacianoferrato (II), ja que no UV/VIS ndo é possivel chegar a essa

conclusio, uma vez que as bandas estio sobrepostas na regido de 300-400 nm.

% Transmitancia

2049 S

™

1 ' 3

T T T T T T T T T T
2140 2120 2100 2080 2080 2040 2020 2000

Numero de onda / cm”
Figura 30, Variagdo espectral na regiio do IV para a redugdo do NPS pela
hidroxila, solugdes equimolares 0,2 mol L”. Espectros registrados a cada 60 s.
Tempo total da analise = 600s. Temperatura = 25° C.
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Os espectros dos produtos da reagdo do NPS com o ditionito no I'V (Fig. 31)
apresentam bandas novas em 2115, 2089 e 1800 cm™, sendo a ultima associada a
vibragiio de estiramento do NO livre®. Este resultado confirma que a redugio do
NPS pode levar a liberagdo de NO.

A queda na intensidade das bandas em 2142 e 1937 cm” corresponde ao
consumo do NPS, enquanto a banda em 2089 cm” est4 novamente associada ao
NPS reduzidoo A banda em 2115 cm’, caracteristica de complexos
aquapentacianoferratos (III), contendo Fe™, surge da seqiiéncia de reacdes
mostradas nas Eq. 17-19, uma vez que na presenga de ditionito de sdédio o meio

estara alcalino e levara a formagdo de complexos contendo Fe'™

40 -

1800

% Transmitancia

1837

— T I e E e B e L S A
2200 2150 2100 2050 2000 1950 1900 1850 1800 1750

Namero de onda / cm’™

Figura 31. Acompanhamento da variagdo espectral da redugio do NPS pelo
ditionito de sodio. Solugdes equimolares 0,2 mol L™; intervalo entre os espectros de

60 s. Tempo total da analise = 600s. Temperatura =25° C.
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Foi feito um acompanhamento das bandas em 2073 e 2038 cm™ da Fig. 28
(caso da CiSH) e as curvas cinéticas estdo representadas na Fig. 32. Percebe-se uma
queda mais acentuada da banda em 2073 cm”, associada ao intermedirio.
Simultaneamente, h4 um aumento na intensidade da banda em 2038 cm’, relativa
ao produto estavel. Estas curvas confirmam que a decomposi¢cdo do intermediario
leva 4 formag@o de dois produtos: o complexo aquapentacianoferrato (II), com

absorbancia em 338 nm e o NPS reduzido, com absorbéancia em 349 nm.

[ [ ] |
08~ , = ®= = " 2038
] L u
0,4 - -
[
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P
J 0.0
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£ 044
< °
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2073
- e [ ] @ ® [ ] @
-1.2 T T T T T ] T | T T
0 2 4 6 8 10
Tempo / min

Figura 32. Curvas cinéticas correspondentes as variagdes espectrais das bandas em
2038 ¢ 2073 cm’', para a reagdo do NPS com CiSH em pH 10. Intervalo de tempo
entre os espectros = 60 s. Tempo total da analise = 600s. NPS e tidis em

concentragdes equimolares de 0,2 mol L.
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Na Fig. 32, a velocidade de decomposi¢do do intermediario ¢ maior que a de
formagio do complexo aquapentacianoferrato (II), pois o intermediario decompde
formando além do complexo aquapentacianoferrato (II), o NPS reduzido.

Comparando os dados obtidos para as reagdes em meio tamponado com
aqueles das reagdes em pH 10,0, conclui-se que as reagdes tamponadas, embora
realizadas em temperatura mais alta, ocorrem de forma mais lenta que aquelas em
pH 10,0. Em pH 10,0, ha maior concentragio de ions tiolato proporcionada pelo
deslocamento do equilibrio da Eq. 14. Nesse caso, a velocidade de formacdo do
intermediario (V) é muito maior que a sua velocidade de decomposi¢do (Vg) (Fig.
33a) desse modo, hé um actmulo do aduto intermediario na solugdo, que possibilita
a visualizagdo de suas bandas de absorgdo no UV/VIS e no IV, em 521 nm e 2073
cm”, respectivamente.

A aproximagfio do estado estacionario assume que ap0s o periodo de
indugdo, em que a concentragio da espécie intermediaria passa a ser diferente de
zero, a variagdo da concentragdo da espécie intermediaria durante maior parte da
reagdo € tio pequena que pode ser considerada zero’*. No caso das reagdes em
meio tamponado, a concentragdo de ions tiolato é menor, tornando a velocidade de
formagéo do intermediario menor, Fig. 33b. A velocidade de decomposigdo é maior
ou 1gual a velocidade de formagdo e dessa forma a espécie intermediaria ndo pode
ser detectada pelo instrumento. Dessa forma nfio é possivel observar as bandas
caracteristicas do aduto intermediario quando as reacdes sdo feitas em meio

tamponado. No entanto, sabe-se que essa reagio ocorre, pois através dos espectros

de IV nota-se a formagdo dos mesmos produtos finais que sdo formados quando a

reagéo ¢ realizada em pH 10,0.
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(A) rs

NPS
Vi >> Vy

(B)

Vie=Vy

Figura 33. Representa¢do da velocidade de formagdo do aduto intermedirio a
partir da reagdo do NPS com os ions tiolato. (A) reagio realizada em pH ~10; (B)

reagdo realizada em solugdo tampdo, pH 7 4.

4.8. Proposta de mecanismo para reacio de reduciio do NPS pelos
tiois

Analisando os resuitados obtidos nas rea¢des em pH 10,0 e comparando os
mesmos com alguns dados da literatura’®*°%°%>>2%%  f4i possivel propor um
mecanismo de formagfo e decomposigido do aduto mtermediario (Esquema 1). Na
elaboragfo desse mecanismo, foi importante considerar a presenga de NO livre ja
que essa espécie fo1 detectada, apos a redugdo do NPS pelo tiol, em experimento

exploratorio no INCOR - SP, utillizando wuwm detector de NO por

quimniluminescéncia.
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No mecanismo proposto, inicialmente ocorre o ataque do tiolato ao NPS
formando o aduto intermediario, que perde um radical sulfeto gerando NPS
reduzido. Em seguida, o NO do aduto é substituido por uma molécula de agua,
gerando assim NO livre e o complexo aquapentacianoferrato (I1).

Stasicka™ e col. propuseram que o intermediario se decompde a NPS
reduzido, [FeI(CN)5N0+]3', perdendo um radical sulfeto que posteriormente
formara um disulfeto. No mecanismo proposto por esses autores, em nenhuma

etapa observa-se a hiberagfio de NO hvre.

O 2_ [s) o)

3- - -
o I I ’ Ho |’
N—SR N
H,O NC, T e
NC"'--.F| "“"CN RS I\ICH..I l mlCN —— NC""."IJ.‘E ------ ICN HHTZ_’ ;Fe;:
“Fe: —_ “Fe' ; \ N -
NC™ l ~NcN NG | NeN ‘1' NC”” | “~CN ; C CIL CN
- CN S
CN CN RS. NO
1800 cm*!
(1987, 2142 om'; 398 nm) (2073 cm™;521 nm) (2089 cm) ( o) (2038 om'; 338 nm)

4

RSNOC » 1/2RSSR+NO

Esquema 1. Proposta de mecanismo de formagdo e decomposigdo do intermediario

formado a partir do ataque nucleofilico do ion tiolato ao NPS.

Pode existir, ainda, uma etapa alternativa ao mecanismo de liberagdo do NO:
o intermediario pode sofrer uma quebra homolitica liberando um nitrosotiol que
apos sofrer uma quebra homolitica formara um radical sulfeto ¢ liberara um NO
livre.
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4.9. Andlises espectroscépicas das reacdes do NPS com

oxihemoglobina em meio tamponado (pH 7,4)

Ha um consenso sobre a origem e destino do NO no organismo: ele vem das
células endoteliais e tem como alvo as células musculares lisas, no entanto, os
caminhos percorridos e as formas quimicas que 0 NO assume para percorrer esse
trajeto ainda ndo estdo esclarecidas. Ja foi provado que o NO ndo se difunde
aleatoriamente através das células vermelhas, sua movimentagdo segue uma série
de eventos coordenados'®. A difusdo aleatéria do NO levaria a total transferéncia de
NO para o interior das hemdcias através da membrana celular que transforma a
HbO: em metahemoglobina (metHb) e nitrato, inativando o NO. Isso sugere que
todo o NO sera consumido pelo sangue, nfo restando nenhum para o controle da
pressdo arterial. Essa reagdio ¢ muito rapida e leva ao questionamento de como a
fun¢do do NO pode ser mantida na presenga de tanta oxihemoglobina contida no
sangue'*?*. Esse assunto cuja resposta ainda nio foi encontrada, desperta bastante
interesse e muita controvérsia. Muitos autores acreditam que na presen¢a de NO a
Hb ¢ transformada em nitrosithemoglobina (HbNO)”** em que o NO esta ligado
ao Fe do grupo heme.

Outro modelo alternativo proposto por alguns autores’>!’"">

sugere que o NO
¢ transportado na circulagio de mamiferos através da SNOHDb, que consiste na S-
nitrosago da cisteina residual na posigdo 93 da cadeia B da hemoglobina. A
proposta € que a SNOHb promove a vasorelaxagio através da transnitrosa¢cio com
tiéis de baixo peso molecular. Dessa forma evita-se que o NO seja nativado pela
HbO,'2. Ha ainda aqueles que defendem a captura do NO pelo Fe** da Hb

formando a NOHb (k ~ 10" L mol” s (estrutura tensa, T) seguido de um rearranjo
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intramolecular e o NO se liga a grupo tiol residual da cisteina, formando a SNOHb
(estrutura relaxada, R)M"1 376,
O espectro da HbO:, ¢ caracterizado por uma banda mtensa com maximo em

415 nm, conhecida como banda Soret (ou ¥), com € = 131 L mol” ¢cm™”, e duas
bandas com absorgdo mais fraca, em 542 ¢ 577 nm (bandas Pe ) (s = 14,4 e 15,4
L mmol * cm'l). A metHb (Fe3+) possui banda com maximo em 406 nm (¢ = 162 L
mmol * ¢m™) e as bandas B e o s6 sdo detectadas em meio alcalino e em 540 e 575
nm®>"’. Dados da literatura’® reportam para a hemoglobina (Fe**) (Hb) uma banda
com maximo em torno de 425 nm, no entanto, o espectro obtido experimentalmente

mostra uma banda em 409 nm (Fig. 34). A HbO: foi sintetizada varias vezes no

laboratério e algumas vezes observou-se um pequeno deslocamento do maximo de

absor¢do da banda Soret para 412 nm.

1,0 — 406 —— metHb
.:"‘ 5\‘ Hbo2
I‘I I‘\ T Hb
0,8 ~ g" |
i
< .‘J i&
2 06- [
3 273 i 415
s |
=] !
B o4 -// / / 409
< / /
\‘\/ 2N 542 577
024
0,0 T T T
300 400

Comprimento de onda / nm

Figura 34. Espectros na regiio do UV/VIS de solugdes de HbO,, metHb e Hb,

obtidos experimentalmente.
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A oxidagiio da HbO, a metHb esti bem caracterizada no UV/VIS, devido ao
deslocamento da banda Soret de 415 para 406 nm, conforme a Eq.6 18216264 Esse
deslocamento foi acompanhado, na oxidagio promovida pelo NPS, como pode ser

visto na Fig. 35.

0,36
HbO

metHb

0,35+

0,34 +

Absorbancia

0,33+

400 04 408 412 416
Comprimento de onda / nm
Figura 35. Variagdo espectral representativa na regido de 400 nm do UV/VIS,
obtida durante as reagdes do NPS com oxihemoglobina em meio tamponado.

Solugdes equimolares 2.10° mol L tempo de analise 3600 s; intervalo entre os

espectros 755, T=37° C.

A oxidagfio da HbO, envolve um mecanismo em que ha a formagio de um
intermedidrio Hb-Fe**-O0-NO, que se decompde originando a metHb e o

nitrato”'""® (Eq. 29).

Hb-Fe?*-0, + [Fe(CN)sNOJ* — Hb-Fe**-00-NO + [Fe(CN)sH,0]> — Hb-Fe’* +
NOs + [Fe(CN)sH.0* (29)
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A decomposi¢do do intermediario Hb-Fe-OO-NO poderia ser realizada
através do acompanhamento da banda em 407 nm, j4 que Herold™"” et al. afirmam
ser essa a regido de absorgdo de uma espécie intermediaria. No entanto, € bastante
complicado seguir essa banda, pois a decomposi¢do da espécie intermediaria gera a
metHb, que absorve em 406 nm, o que inviabiliza esse acompanhamento, ja que
ndo se observara um deslocamento significativo da banda e sim uma sobreposigdo
de bandas. Optou-se, entdo, por se acompanhar a decomposigdo da espécie Hb-
F ez+-OO-NO, através do desaparecimento da banda em 577 nm, referentes a HbO..
Acompanhar o deslocamento da banda em 415 ou 406 nm ¢ desfavoravel, ja que ha
sobreposi¢do de bandas nessa regido e a banda em 577 nm € a mais indicada para
realizar esse acompanhamento. As curvas cinéticas atribuidas ao desaparecimento
da banda em 577 nm para a reagdo da HbO, com o NPS na presenga de tiois (Fig.

36) puderam ser ajustadas a uma cinética de primeira ordem.

1,00
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Tempo /s

Figura 36. Curvas cinéticas correspondentes as variagdes espectrais da banda em

577 nm, para a reagdo do NPS com a HbO,, na presenga de tidis. Intervalo de
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tempo entre os espectros = 250 s. Temperatura = 37° C. As barras de erro

correspondem as estimativas do desvio padrio de duplicatas.

A oxidagdo da HbO, foi comprovada nio s pelo deslocamento da banda em
415 nm, mas, também, pelo desaparecimento de outras duas bandas caracteristicas:

542 e 577 nm (Fig. 37).

HRO_+ NO — metHb + NO,’

Absorbancia

1 ! 1 1 1 ' | v ] v 1 T \
530 540 550 560 570 580 590
Comprimento de onda / nm

Figura 37. Variagdo espectral representativa na regidio de 500 nm do UV/VIS,
obtida durante as reagdes do NPS com HbO; em meio tamponado. Solugdes
equimolares 2.10” mol L™'; tempo de anélise 3600 s; intervalo entre os espectros 75
s; T=37°C.

Foram realizados experimentos em que somente a HbO,, na mesma
concentragdo utilizada nas outras reagdes, foi exposta as condigdes de irradiago do
espectrofotémetro. A finalidade deste experimento era testar a fotodecomposi¢io
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da HbO, que poderia ser causada pela incidéncia de luz durante o monitoramento
das reagOes. Esses testes demonstraram que a fotodecomposigio sofrida pela HbO-,

causada pela luz do espectrofotdmetro é desprezivel e, portanto, pode ser

desconsiderada.

4.10. Anailises espectroscopicas das reacdes do NPS com a

oxihemoglobina na presenca de tidis, em meio tamponado (pH 7,4)

Nesta etapa utilizou-se solugdes equimolares de HbO., NPS e de um dos
ti6is. Fo1 possivel observar a oxidagdo da HbO, a metHb, no entanto a velocidade
de conversio foi menor.

A Fig. 38 mostra os valores das constantes de velocidade de desaparecimento
da banda em 577 nm da HbO, obtidos para as reagdes do NPS com a HbO, na
presenca de um dos tidis, comparados ao valor da constante de velocidade da
reagdo realizada somente com NPS, sem o tiol.

Na reagéio em que foi adicionado o tiol, a oxidagdo da HbO foi mais rapida
quando comparada & reagdo do NPS com a HbO, sem a adigio de tiol. Estes
resultados indicam que a reagdo do NPS com o tiol aumenta a sua reatividade
frente 2 HbO,. O NO que reage com a HbO, pode ser um NO livre, liberado a partir
da reagdio do NPS com o tiol, um RSNO, também proveniente da reagio do NPS
com o tiol ou ainda a espécie intermediaria.

Estes resultados indicam que os tidis endogenos podem ser os captadores
primarios de NO livre, ou NO transferido de doadores, no plasma. Novamente a

CiSH mostrou ser o tiol mais reativo.
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Figura 38. Constantes de velocidade (s') de decaimento de primeira ordem da
banda em 577 nm da HbO, para as reagdes do NPS com a HbO- na presenga de
tiois comparadas ao valor do NPS sozinho. Solugdes equimolares 2.10” mol L7,

Temperatura = 37° C.

4.11. Testes in vivo da influéncia da administracio simultinea de

tiéis na capacidade vasodilatadora do NPS

As Fig. 39 - 41 ilustram os efeitos hipotensores obtidos pela administra¢io

de NPS e NPS-tiol em ratos normotensos e hipertensos acordados.
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Figura 39. Efeito hipotensor do NPS e NPS-CiSH administrados, i.v. em ratos
acordados normotensos e hipertensos (agudos tratados com L-NAME). Cada
coluna representa uma média de 6 ratos ¢ o erro padrdo da média (SEM). Dose =

51,0.107 umol/kg.
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Figura 40. Efeito hipotensor do NPS e NPS-NAC administrados, i.v. em ratos
acordados normotensos e hipertensos (agudos tratados com L-NAME). Cada
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Figura 41. Efeito hipotensor do NPS ¢ NPS-GSH administrados, i.v. em ratos

acordados normotensos ¢ hipertensos (agudos tratados com L-NAME). Cada

dia de 6 ratos e o erro padrio da média (SEM). Dose
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Itinea de ti6is e NPS levou a uma

40 simu

Pode-se observar que a administrag

quando comparado ao efeito do NPS isolado,

>

potencializa¢do do efeito do NPS

para todos os tidis, nos animais normotensos. A potencializagdo foi cerca de 20, 30

e 40 % na adigio de CiSH, NAC e GSH, respectivamente.

Nos animais hipertensos a adigdo de CiSH e NAC também potencializou o

efeito do NPS enquanto na administragio de GSH, as redugdes nos valores de

APAM obtidas n.

uma diferenca estatisticamente significativa.
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Observa-se que o efeito potencializador na administragiio simultinea de tibis
obedece a seguinte ordem: GSH > NAC > CiSH; esta seqiiéncia € inversamente
proporcional aos valores das constantes de velocidade de decomposigdo do
intermedidrio observada nas reagdes em pH 10.0 (Fig. 42). Desta forma, pode-se

estabelecer uma comparagio do efeito hipotensor dos tiéis com a velocidade de

decomposi¢do do intermediario.
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Figura 42. Valores das constantes de velocidade de decomposicdo da banda em

521 nm nas reagdes em pH 10,0 comparados aos valores de APAM da
administragdo simultinea de NPS-tiol — efeito da administragdo de NPS.

Comparando os valores de velocidade inicial de decomposi¢do da banda em
521 nm (Vips : 6o = 21) com os valores de k do desaparecimento da banda em 521
nm e também o efeito potencializador promovido pelo tiol, quando administrado

simultaneamente com o NPS (Fig. 43), evidencia-se mais uma vez a instabilidade
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do intermedidrio formado pela CiSH e o maior efeito hipotensor proporcionado
pela GSH. Observa-se uma correlagfo inversa entre a estabilidade do intermediario
formado e o efeito hipotensor gerado pelo tiol.

A CisH ¢ o tiol mais reativo e deve formar um intermediario menos estavel,
pois decompde rapidamente, e seu efeito hipotensor é o menor observado entre os
trés ti0is. As causas desta correlagdo e suas implicagdes fisiologicas se encontram

ainda sob investigagdo e deverdo ser esclarecidas em trabalhos futuros.

Figura 43. Valores de velocidade de decomposi¢do (s') do intermedidrio na

propor¢do NPS : tiol = 2:1, constante de velocidade (s™) de decaimento da banda

do intermediario em 521 nm e efeito hipotensor observado na administragio

simultinea de NPS e um tiol.
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5. CONCLUSOES

A reducdo do NPS pelos tiois ocorre através da formacgio de um

intermediario com banda em 2089 cm’

e 521 nm A decomposigio desse
intermediario forma dois produtos: o NPS reduzido e um complexo
aquapentacianoferrato (II). Posteriormente, 0 NO do NPS reduzido ¢ substituido
por uma molécula de H,O levando a formag¢do do complexo aquapentacianoferrato
(11).

A velocidade de decomposi¢io do intermediario esta relacionada ao tiol que
reagiu com o NPS. Em meio basico, a velocidade de decomposi¢io segue a ordem:
CiSH > NAC > GSH. Em meio tamponado, o unico tiol que apresentou variagido
espectral significativa foi a CiSH.

O pH é um fator determinante nessa reagdo pois, em meio basico, a
velocidade de formacdo do aduto € muito maior que a de decomposigdo assim, €
possivel observar o intermedianio através das alteragdes espectrais no UV/VIS e no
IV.

A oxidagdo da HbO, pelo NO ocorre através de um mecanismo em que ha a
formagdo do intermediario Hb-Fe*-O0-NO que se decompde originando metHb e
nitrato. Na presen¢a de tiois livres, observou-se que a velocidade desta reagio €
aumentada, o que indica um aumento na reatividade do NPS frente a4 HbOs.

A adigdo simultinea de NPS e um tiol potencializa o efeito hipotensor do
NPS, principalmente no modelo anmimal de ratos normotensos. O efeito hipotensor

estd inversamente relacionado a reatividade do tiol, indicando que deve haver uma

correlagdo entre a estrutura do tiol e o efeito hipotensor gerado.
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