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A descoberta do oxido nitrico em biologia

https://bvsms.saude.gov.br/angina/

Angina de peito: fluxo sanguineo reduzido no
coracao, relacionado a atividades fisicas.

Efeitos terapéuticos da administracao de
nitroglicerina, que promove a dilatacao de artérias

aumentando o fluxo sanguineo no musculo cardiaco.

The Nobel Prize in Physiology or
Medicine 1998

43 3 - 3
Photo from the Nobel
Foundation archive.

Photo from the Nobel

Photo from the Nobel
Foundation archive.

Foundation archive.

Robert F. Furchgott Louis J. Ignarro Ferid Murad
Prize share: 1/3 Prize share: 1/3 Prize share: 1/3
Efeitos

nitroglicerina =
acao do NO* sobre
a guanilato ciclase

https://www.nobelprize.org/prizes/medicine/1998/press-release/



A descoberta do oxido nitrico em biologia
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Existéncia do FRDE FRDE = NO* Efeitos
| — NOe nitroglicerina =
NO* corresponde ao FRDE =NO agao do NO* sobre
liberado apés a estimulacio de a guanilato ciclase

artérias com acetilcolina.

https://www.nobelprize.org/prizes/medicine/1998/press-release/



Atuacao do oxido nitrico na vasculatura

 Faixa de concentracao: pM-nM.

GIR
Cyclase
Domain

« Atua na guanilato ciclase soluvel (sGC). Forma ferrosa
ativa e liga NO*. Forma férrica nao responde a NO°* e
esta associada a patologias cardiovasculares.

« Concentracoes de cGMP sobem 100x.
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Tejero et al, Physiol Rev, 2019; Toledo and Augusto, CRT, 2012.



Como o oxido nitrico e produzido in vivo?



Oxido nitrico sintases

« NOS, do inglés ‘nitric oxide synthase’. Familia
de enzimas que usa O, e NADPH para converter ,
L-arginina em citrulina com producao de NO-. &

Oxygenase
domain

< CaM binding

« NOS1 ou neuronal (NOS1 ou nNOS).

Reductase

« Constitutivamente expressa. domain

* NOS2 ou induzivel (NOS2 ou iNOS).
« Expressao induzivel. B - =

« NOS3 ou endotelial (NOS3 ou eNOS) -
« Constitutivamente expressa. “rap (P (“ﬁE‘j}

- Constituidas por trés dominios, oxigenasse, \
redutase, ligador de CaM, e formam dimeros - RE—
para catalisar a producgdo de NO-°. NN Laginine o,

EC)
S
« INOS liga CaM mesmo a baixas concentragoes @) | Fan
Alei i I I L-Arginine + O, o
de calcio e opera constitutivamente ativada. ot ek ST

Tejero et al, Physiol Rev, 2019



Outras fontes de o6xido nitrico? Nitrito da dieta.

Reacao de desproporcionamento em

pH baixo (estomago).

Reducao por globinas.

NO NOj3”

\_N

Fe*-O,

2NO; + 2H" —» 2HNO, i)
HNO, + HNO, — N,O, + H,O @)
N203 - NO + NO2 (3)

9NO; + 2H* - NO' + NO, + H,0 @)

DeoxyHb (Fe?*) + H* + NO,~ » MetHb(Fe®*) + NO
+ OH™ (%)

DeoxyHb(Fe2") + NO - Hb — NO (6)

2DeoxyHb(Fe?*) + H* + NO,~ — MetHb(Fe?*)
+ HbNO + OH™ (7)

Tejero et al, Physiol Rev, 2019



Consideracoes sobre as propriedades
do oxido nitrico



Propriedades do oxido nitrico

Propriedades do NO*® que causaram surpresa
quando este foi descoberto como
mensageiro celular: Radical livre, diatomico,
inorganico e gasoso, potencialmente reativo
mas extremamente simples quimicamente, o
que limita os tipos de interacoes como
ligante de proteinas que usualmente sao
utilizadas por outros agentes sinalizadores.

Relativamente soluvel em agua (1,9 mM) para
uma espécie nao carregada e pouco polar.
Aproximadamente 10x mais soluvel em
solventes organicos, desta maneira pode
atravessar membranas por difusao simples.
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centrado no atomo de nitrogénio



Propriedades do oxido nitrico

Em realidade, o NO* possui baixa
reatividade como oxidante e redutor.

NO® + e =>NO &%

NO"

= —0.76 V vs NHE (1 mol L' nitric oxide)

+ e = NOE”

= 41.2 Vvs NHE (1 mol I " nitric oxide)

Estados de oxidacao do oxigénio e nitrogénio
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Alvos biologicos do oxido nitrico

« O NO-e se liga principalmente a centros
metalicos; reacao de nitrosilacao.

« Seus alvos sao dependentes do local de sua —d[NO"]

= [NO*](k,,,[target ] + k,,[target ]
~ = ~ dt 1 2
producao e faixa de concentracao.
+ koq[target.] + ...) (9)
Fisiologico Patoldgico
GTP cGMP
Kon=7x 108 M1 51 u
NO® NO NO
NO'T  pM v M = AT —
nNOS e eNOS iINOS L] NO* HIE A3
Inactive k=15 Active
Ky O, (MM
Na vasculatura, a producao de NO° é m u 02 (W)
insensivel a [0,] (~150 pM); ST Z<
Ja no cérebro, esta é dependente da nNOS 300 Toledo and Augusto, CRT, 2012.

[O2] (~20 pM). iINOS 130



Alvos biologicos do oxido nitrico

O NO-° se liga principalmente a centros
metalicos; reacao de nitrosilacao.

Seus alvos sao dependentes do local de sua

producao e faixa de concentracao.

Fisiologico

[NO°] pM nM
NNOS e eNOS

Na vasculatura, a producao de NO° é
insensivel a [O,5] (~150 uM);
Ja no cérebro, esta é dependente da
[O2] (~20 pM).

Patologico

uM
INOS
| Enzima | Ky O, (uM)
eNOS 2-4
nNOS 300
iINOS 130

_d[:ljo ] = [NO"J(koy[target, ] + k,,,[target ]

o[ target [ 5. 9)

ku=3aciol M s _
> HbFe(III) + NO,

NO® + HbFe(I1)O,

(5)
. koay=20%10" M5!
NO™ + HbFe(II) = = HbFe(II)NO
kg =5.0x1075 57! (10)
A. g~207 B.
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parasite . :
HbFe(ll)NO i nltrated.mlce
Blood proteins

Footpad
[RS,Fe(NO),J

Camundongo infectado com parasita
Toledo and Augusto, CRT, 2012.



Alvos biologicos do oxido nitrico

- O NO- se liga principalmente a centros O, NO*

metalicos; reacio de nitrosilacio. m m

CcOx[hemeasFe(l1)O, Cug(l)] CcOx[hemeasFe(ll)Cug(l)] CcOx[hemeasFe(Il)NOCug(l)]

Kstatea= 3 571/Kstate3 = 30! koff=1.0x102s

Complexo IV da cadeia transportadora de e- 4H*+4e  2H,0 NO*
Complex | Complex Il Complex Il Complex IV Complex V
NADH: Ubiquinone Succinate Quinol: Cytochrome ¢ Cytochrome ¢ ATP synthase
reductase dehydrogenase reductase oxidase

H 07 H* 0 H

2 I

Intermembrane

A L

/S N N N N O S A

Mitochondrial
matrix

Tejero et al, Physiol Rev, 2019;
e ADP ATP Toledo and Augusto, CRT, 2012.

NADH NAD*

Succinate  Fumarate



Alvos biologicos do oxido nitrico

« O NO-e se liga principalmente a centros
metalicos.

Formacao de complexos ferro-dinitrosilo, a partir da
reacao do NO* com e ferro quelatavel ou proteinas

contendo centros de Fe-S
A' g~207 B

g~204 i i
nitrated parasite .10 mice

_JI* .
oo l HbFe(ll)NO oroteins et
.: I

Dinitrosyl lron Complex Roussin Red Ester (RRE)
(DNIC)
S=1/2

=
:>-A-<’

7.4» /

Reduced Roussin Red Ester (rRRE) Roussin Black Salt(RBS) Toledo and Augusto, CRT, 2012.
S=1/2

[RS,Fe(NO),]




Alvos biologicos do oxido nitrico

Proc. Natl. Acad. Sci. USA
Vol. 87, gp. 1620-1624, February 1990
Medical Sciences

Apparent hydroxyl radical production by peroxynitrite: Implications

for endothelial injury from nitric oxide and superoxide
(endothelium-derived relaxing factor /desferrioxamine /ischemia/superoxide Mnm)

JosePH S. BECKMAN*T, TANYA W. BECKMAN*, JUN CHEN*, PATRICIA A. MARSHALL¥,
AND BRUCE A. FREEMAN*#

Departments of *Anesthesiology and ¥Biochemistry, University of Alabama at Birmingham, Birmingham, AL 35233

Communicated by Irwin Fridovich, December 4, 1989 (received for review October 4, 1989)

O NO° pode reagir com O,°* formando o

potente oxidante peroxinitrito, ONOO-.

« Efeitos protetores da superoxido
dismutase contra dano no endotélio
vascular.

 Peroxinitrito decal para radicais

bastante reativos: OH®, CO;* e NO,".

k=43-19x100M1s1 PKa=6.8
.- H+

NO™ +0,"— <=0ONOOH—=0.3NO," + 0.3HO"

soo K=1.6x 109 M- s- +O.7H++O.7NO3
Thiol proteins
Hemeproteins

k=3x104M-1s1
[ONOOCO;]

t\ 0.65NO; + 0.65CO,

0.35NO,* +0.35CO; -

Toledo and Augusto, CRT, 2012.



Producao concomitante de oxido nitrico e

superoxido em fagocitos

Inducao de NOS2 e ativacao de NOX2 no
fagossomo gera um fluxo de peroxinitrito

NADPH Arginine
contra parasitas. s
- Citrulline NADPH NADP*
NADP* < * 2
‘NO
A. g~207 B.
g~2.04 nitrated i
parasite . :
l HbFe(ll)NO Shakeins mtrated.mlce
Blood proteins
ONOO" == ONOOH
CO;
Footpad ‘NO,+ CO;~

[RS,Fe(NO),J

Cytosol

Phagosome

Toledo and Augusto, CRT, 2012;
Prolo et al, Biogactors, 2014



As NOS podem funcionar desacopladas gerando

superoxido

NOS
monomer
Table 6. Relative effect of different factors on eNOS
superoxide and NO production
W o 15 Superoxide NO
NOS dimer \X/A U Production Pterin Substrate Other Synthesis
-CaM mem CCO]
FMN FAD +++ None L-arginine None
ool lGeal | @ N +++ None  ADMA None
.y \/\\ HEMEY ©: O e None None None
++ BH, L-arginine None
_ ++ BH, None None
i U i BH,  Largnine S1177p i
= BH, L-arginine E
Qo || &0 X 3 = BH,  Larginine  T495p -

FAD

Tejero et al, Physiol Rev, 2019




As NOS podem funcionar desacopladas gerando

superoxido

NOS a0

monomer J FAD ]

N
0, Coupled Uncoupled

NO synthesis

NOS dimer
-CaM

Superoxide output

NO output

Peroxynitrite output

NOS dimer o, 3 T BH
+CaM U £

monomer T monomerT
(Zn-S breakdown) (BH, deficiency)

Tejero et al, Physiol Rev, 2019



Alvos biologicos PCysSNO

do éxido nitrico ﬁcyssH ,T \No-
P-Me-NO N,O,  PCysS®
\
CyssH NO'B\\ /<-PCysSH
P-Me 1 N
CysSH Y2 02’1

NO-* NO-*

Toledo and Augusto, CRT, 2012.



Compartimentalizacao

na acao do oxido
nitrico?

A NOS possuem interacoes proteina-proteina e

modificacoes pds-traducionais que

induzem sua

localizagao em organelas e na membrana plasmatica.
Ocorrem em diferentes isoformas. Além disso, a
disponibilidade de substratos e alvos do NO* devem
ser tomados em consideracao (expressao de NOX,
geracao de O,* e presenca de SOD).

Common

Oxygenase Motifs Reductase

COOH

%PDZ L-Arg N Dimerizn?* } Heme/BH4|||—| OR-Hinge FMN}{ R-Hinge [ FADINADPH

A
4=

4 dd N

AID
(NOS 183)

PDZ | Acylation | Gene-specific | Regulated CaM
(NOS1)|| (NOS3) | Modifications |binding (NOS 183)

Akt site
(NOS 1&3)

- M y Exon (nNOS y)
Spllce-form Structure 1 Exon (nNOS ), 34aa

B Exon (nNOS B)

a Exon (nNOS a)

Gantner et al, Redox Biology, 2020.



 Reacao entre NO* e O,?

4NO* + O, +2H,0 — 4H™ +4NO,

2NO* + Oz — ZNOE
OUtraS rOtaS NO3 + NO* — N,Os(addition of two radicals)
envolvendo o oxido N,O; + H,O — 2NO; + 2H*

nitrico e seus
produtos?

 NO°* atuando na terminacao da
peroxidacao lipidica.

RO; + NO®* - ROONO  k>10°M's™

Nitrosolipidios




« Nitrito pode ser oxidado pela
mieloperoxidase a NO,* em condigoes
inflamatorias.

MPQO + H,0,.—— MPO-Composto | + H,O

Outras rotas MPO-Composto | + NO, —— MPO-Composto Il + NO,*

envolvendo o oxido MPO-Composto Il + NOy —> MPO + NO,-

nitrico e seus

prOd UtOS? * Nitrito na dieta pode levar a formacao de
cancerigenos no estomago.

RQNH+HNOQ = RQ—N—N = O+H20
nitrosamine




Questoes e Exercicios

Explique as possiveis rotas de producao de 6xido nitrico in vivo, mencionando
enzimas e outras proteinas associadas, substratos e distribuicao no organismo.

Descreva o principal mecanismo de sinalizacao mediado pelo 6xido nitrico.
Descreva outros alvos biolégicos do 6xido nitrico e justifique sua importancia
relativa em base a concentragoes das biomoléculas e velocidades de reacao

quimica.

Discorra sobre a inter-relacao entre espécies oxidantes derivadas do oxigénio e do
nitrogénio mostrando reacoes quimicas.

Mencione algumas condicoes em que a formacao de peroxinitrito pode ser
relevante. Justifique.

Qual mecanismo vocé encontra plausivel para a formacao de nitroso tidis? Por que?



Bibliografia

- Halliwell and Gutteridge, Free Radicals in Biology and Medicine,
5th Edition, 2015.
 Manuscritos citados.



