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NITRIC OXIDE: PROPERTIES AND THERAPEUTIC USE. Nitric oxide (‘NO) is a substance that acts as a second-messenger and
is associated with a number of important physiological functions such as regulation of the vascular tonus, immune modulation and
neurotransmission. As a physiological mediator, alteration of its concentration level may cause pathophysiological disfunctions
such as hypertension, septic shock and impotence. Possible therapeutic approaches are being developed to control NO levels in
vivo. We review herein the main physical and chemical properties of ‘NO, its biological functions and available chemical interventions

to reduce and increment its physiological concentration levels. Recent developments in the field are also highlighted.
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HISTORICO

A nitroglicerina, ou trinitrato de glicerina (TNG) foi descober-
ta em 1847 e ficou mundialmente conhecida pelas pesquisas de
Alfred Nobel, que descobriu em 1863 uma forma segura para deto-
na-la: a dinamite. Ironicamente, no final de sua vida, Nobel pade-
cia de angina pectoris, uma doenca cardiovascular relacionada a
deficiéncia na circulagdo coronariana, e teve prescrita TNG como
vasodilatador no tratamento. No entanto, Nobel ndo seguiu as re-
comendagdes médicas, pois sabia das terriveis dores de cabeca que
os operdrios de sua fébrica sofriam e que, acreditava ele, seriam
decorrentes do contato com TNG. Eis aqui suas palavras transcri-
tas literalmente: “Isn’t it the irony of fate that I have been prescribed
nitroglycerine to be taken internally!” !

Em realidade, até a década de 80, pouco se sabia sobre o meca-
nismo de agdo biolégica da TNG e outros nitratos organicos, o que
somente pdde ser elucidado depois da descoberta das diversas fun-
¢oes fisioldgicas e fisiopatoldgicas do 6xido nitrico (‘(NO) no orga-
nismo humano (a rigor, por se tratar de uma espécie radicalar, o
oxido nitrico deveria ser expresso como ‘NO, contudo, para sim-
plificar o texto, desse ponto em diante, ele serd escrito somente
como NO). Esta importante descoberta rendeu o prémio Nobel de
1998 a Furchgott?, Ignarro® e Murad*.

A partir dai, j4 apareceram na literatura cientifica mais de 20000
publicacdes sobre o assunto e este nimero tem crescido acentua-
damente a cada ano. O objetivo deste artigo € divulgar os aspectos
mais recentes sobre esta substancia tdo simples e a0 mesmo tempo
tdo importante: o NO. Serdo apresentadas suas propriedades e po-
tenciais usos terapéuticos, com enfoque especial sobre os inibidores
da NO sintase (NOS) e doadores de NO.

PROPRIEDADES FISICAS E QUIMICAS DO NO
As propriedades fisicas e quimicas do NO foram muito bem

discutidas por Gareth Thomas, que reservou um capitulo inteiro de
seu livro® somente para este tema. Desta forma, nos limitaremos a

*e-mail: roque @igm.unicamp.br

fazer aqui apenas um breve resumo dos aspectos mais relevantes.

Em seu estado puro, sob condi¢des normais de temperatura e
pressdo, o0 NO € um gds. Sua solubilidade € moderada em dgua (1,9
mM a 25°C), sendo muito mais soldvel em solventes apolares, tais
como hexano (0,13 M a 25° C)°. Desta forma, quando presente em
sistemas bioldgicos, o NO tende a se concentrar em ambientes
lipofilicos, como membranas e dominios hidrofébicos de proteinas’.

O NO ¢ uma molécula neutra com 11 elétrons na camada de
valéncia, que possui um elétron ndo-emparelhado. Seu carater radicalar
lIhe confere uma alta reatividade (meia-vida de 5 a 10 s in vitro)®,
especialmente frente a outras moléculas paramagnéticas, tais como
oxigénio molecular (O,) e &nion superéxido (O,7). O NO pode tam-
bém complexar-se com metais de transi¢io como o ferro,
deslocalizando o elétron desemparelhado para os orbitais d vazios do
metal.

Tanto na fase gasosa como na fase aquosa, o NO reage com O,
formando diéxido de nitrogénio (NO,). Este, por sua vez, pode
reagir com outra molécula de NO e produzir triéxido de dinitrogénio
(N,O,) ou com o préprio NO, (dimerizagio), gerando tetroxido de
dinitrogénio (N,O,) (Esquema 1; Equagdes 1 a 3). Estas espécies
reagem rapidamente com dgua, formando fons nitrito e nitrato (Es-
quema 1; Equagdes 4 e 5).

Tanto 0 N,O, como o N,O, sio considerados potenciais doado-
res de nitrosénio (NO*)°. Este intermedidrio hipotético pode ser
transferido para uma enorme variedade de nucledfilos presentes
em biomoléculas (hidroxilas, aminas ou ti6is), levando a formagao
de nitrito, N-nitrosaminas e S-nitrosotidis respectivamente (Esque-
ma 2; Equagdes 6 a 8)'°.

O ¢6xido nitrico pode também reagir com o anion superéxido
(0,7) e formar peroxinitrito (ONO,’), o qual, em pH neutro, €
protonado rapidamente, formando o 4dcido peroxinitroso (HONO,).
Este, por sua vez, € instdvel e se decompde rapidamente por duas
rotas distintas, produzindo diéxido de nitrogénio, radical hidroxila
e fons nitrato (Esquema 3; Equagdes 9 a 11).

Com base na quimica envolvida na reacdo do NO com
superoxido, fica evidente que a produg@o de peroxinitrito, dcido
peroxinitroso e seus produtos de decomposi¢do ("OH e NO,), que
sdo espécies altamente oxidantes, podem ser extremamente dano-
sas as biomoléculas de forma geral, haja visto que s@o capazes de
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2NO + 0 — 2NO, (1)

NO + NO, N2O3 (2)
NO, + NO, N2O4 @)
N,O3 Hz0 2NOy  +  2H' )
N2O4 0 NO, + NOg +  2H" )

Esquema 1. Possiveis reagoes do NO em solugdo aquosa

[NO] + "OH HNO, H' +  NOy ®)
[NO'T  +  RgNH —_— R,NNO  + H @)
[NO] + RSH  —— RSNO + H' 8)

Esquema 2. Possiveis reagoes do nitrosonio hipotético

~0-Oe + oNO — "0ONO —F— HOONO (@)

HOONO —— NO, + °*OH (10)

HOONO ——  NO;  + H* (1)

Esquema 3. Formagao do HONO, e sua decomposi¢do

oxidar tiGis"' e bases nitrogenadas do DNA'. Por outro lado, mui-
tas proteinas contém metais de transi¢do em sua estrutura (metalo-
proteinas) e podem reagir com NO, formando complexos nitrosil-
metdalicos'. Alguns exemplos sdo hemoglobina, mioglobina e
citocromo oxidase, as quais contém ferro no grupo heme. Portan-
to, a exposi¢do a concentracdes varidveis de NO pode causar a
inibicdo reversivel ou irreversivel destas metalo-proteinas.

Com todo este potencial toxicolégico, como poderia entdo o
NO exercer alguma fungio bioldgica?

Acao biolégica do NO

Sua importancia fisioldgica deve-se ao fato do NO poder atuar
como um importante segundo-mensageiro, ativando ou inibindo
diversas moléculas-alvo envolvidas em processos tdo diversos quan-
to regulacdo do tonus vascular, controle imunolégico da relacéo
patégeno-hospedeiro e neurotransmissdo. Diferentemente de ou-
tros mensageiros quimicos, o NO ndo depende de sua “topologia”
estrutural para se ligar a um receptor ou enzima, mas sim de sua
reatividade redox. Ademais, o NO ndo € armazenado in vivo como
outros neurotransmissores, mas sintetizado sobre demanda, difun-
dindo-se rapidamente até seu sitio de acio.

Na drea cardiovascular, por ex., o NO liberado pelas células
endoteliais € responsdvel pelo relaxamento do misculo liso adja-
cente, assim como pela inibi¢ao da adesdo e agregacdo plaquetdria,
através da ativacdo da enzima guanilato ciclase soltivel (sGC). Esta
enzima catalisa a conversdo de trifosfato de guanosina (GTP) em
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monofosfato ciclico de guanosina (GMPc), o qual atua ativando
diversas proteino-cinases (responsdveis por fosforilacdes de prote-
inas a partir de ATP)". A inativagdo do GMPc ocorre através de
sua hidrélise, catalisada por enzimas da familia das fosfodieste-
rases’® (Esquema 4).

H,0

atrp ¢ L
1 Fosfodiesterase 5-GMP
Proteina
NO ativador!
ATP
Ativacaode ___
proteino-cinases
ADP

Prote ina@

Esquema 4. Representacdo esquemdtica da sintese de GMPc, sua fun¢do
biolégica e metabolismo

Em 1978, quando esta hipétese foi levantada, Murad* e seus co-
laboradores ndo receberam o devido crédito da comunidade cientifi-
ca, pois ndo se concebia a possibilidade de uma molécula tao reativa
como o NO, um conhecido poluente e destruidor da camada de 0z6-
nio, ativar uma enzima e atuar como mediador biolégico. Entretan-
to, diversos estudos posteriores demonstraram justamente o contra-
rio... Murad estava certo! Em 1986, de forma independente, Furchgott
e Ignarro® propuseram que o ja conhecido fator de relaxamento deri-
vado do endotélio (EDRF)'¢ era realmente o 6xido nitrico.

Por outro lado, no sistema imunoldgico, o 6xido nitrico € pro-
duzido em quantidades significativas durante a resposta inflamat6-
ria por macréfagos e outras células do sistema imune, que expres-
sam a isoforma induzivel (ou tipo II) da NO sintase (NOS). O NO
gerado nestas circunstancias ocasiona “danos oxidativos” letais as
células-alvo, tais como células cancerosas ou bactérias. O NO “ata-
ca” as metalo-proteinas contendo cobre e ferro, liberando seus fons
metdlicos e ocasionando a formacdo de radicais hidroxila e oxigé-
nio molecular, que possuem elevado potencial oxidante (Esquema
5). Vdrias observagdes corroboram esta proposi¢do, dentre elas
pode-se citar um dos trabalhos pioneiros de Hibbs', que atesta a
dependéncia de L-arginina (L-Arg) por parte de macréfagos ativados
citotéxicos (CAMs) para exercerem sua atividade.

No sistema nervoso central (SNC) e periférico, a funcdo do
6xido nitrico ainda ndo estd muito bem elucidada. Além do NO
atuar como neurotransmissor, ele media a “plasticidade” sindptica'®
(capacidade de modulagdo e adaptacdo das sinapses para transmis-
sdo do impulso nervoso) e facilita a liberacdo de outros
neurotransmissores e hormonios'. Até o presente momento, as
evidéncias sugerem que o NO tem sua a¢@o iniciada pelo glutamato,
uma outra substancia neurotransmissora liberada quando da trans-
missdo do impulso nervoso no terminal pré-sindptico. O glutamato
difunde-se na fenda sindptica, ligando-se aos receptores do tipo

Da célua imune:
NO + 0-O-

Cu'-Proteina Cu?* + Proteina
Fe!-Proteina Fe?* + Proteina

*OH + «0-0O-
Danificam as células-alvo

Céluma Imune

Esquema 5. Representagdo esquemdtica da ag¢do do oxido nitrico no sistema

imune
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NMDA (N-metil-D-aspartato) no terminal pds-sindptico. Estes re-
ceptores estdo acoplados a canais de fons cdlcio e sua ativagdo
permite o fluxo de Ca®* para o interior do terminal pés-sindptico,
onde o Ca* se associa a calmodolina e ativa a enzima NO sintase
neuronal (ou NOS-I), promovendo a formacdo de NO. A partir daf,
existem diferentes proposicdes de como o NO pode exercer sua
fun¢@o neurotransmissora. Uma delas sugere que o NO se difunde
até o terminal pré-sindptico e estimula a formagao de GMPc a par-
tir de GTP pela enzima sGC. O GMPc desencadeia entdo o proces-
so de fosforilacdo pelas proteino-cinases (Esquema 6).

e NO - ~ Difunde até as
H ) células-alvo

Fenda
Sinéptica

Neu
P ico

Receptores NMDA
ativam canais de Ca?*

Vesicula de glutamato

Glutamato difunde
até os receptores NMDA
Esquema 6. Representagdo esquemdtica do mecanismo de agdo do NO como

neurotransmissor

Nao obstante, assim como acontece com qualquer outra molé-
cula mensageira, uma alteracdo nos niveis de concentracdo do NO
enddgeno (deficiéncia ou excesso), pode ser a causa de vérios pro-
cessos fisiopatolégicos. Em alguns casos, a deficiéncia na produgio
de NO pode resultar em hipertensdo, angina e impoténcia, em ou-
tros, sua superproducdio pode ocasionar respostas inflamatdrias se-
veras, sepse, choque circulatério ou até mesmo infarto. Nesse senti-
do, emergem duas abordagens terapéuticas distintas para o trata-
mento destas doengas. No caso da superproducdo de NO, a utiliza-
¢do de inibidores da NO sintase (NOS), enzima responsével pela sua
biossintese, pode diminuir sua biodisponibilidade, enquanto que, na
sua falta, o uso de doadores de NO pode elevar sua biodisponibilidade.

Inibidores da NO Sintase

Esta satisfatoriamente comprovado que diversas doencas estdo
relacionadas a superproduc@o de NO, tais como inflamagoes® e
choque circulatério®. Uma das possiveis abordagens terapéuticas,
com o intuito de se diminuir o nivel de NO enddgeno, consiste na
utilizacdo de inibidores seletivos das isoformas da NO sintase
(NOS). Desta forma, o entendimento do mecanismo de agédo
enzimadtico e a elucidagdo estrutural da NOS (cristalografia de rai-
0s X) sd0 extremamente importantes para desenvolvimento de no-
vos inibidores mais potentes e seletivos, que possam vir a ser utili-
zados como futuros agentes terapéuticos.

NO Sintase (NOS)

A familia de enzimas NO sintases (NOS) € responsavel pela oxi-
dacdo da L-arginina (L-Arg) a L-citrulina (L-Cit) com geracdo de NO.
Esta reacdo provavelmente ocorre em duas etapas?, ambas envolven-
do heme-oxidagdes com a participagdo de cinco elétrons ao todo. Pri-
meiramente, a L-Arg € hidroxilada ao intermedidrio L-N°-hidroxi-
arginina (NOH-L-Arg; a nomenclatura N¢ significa que o grupo
hidroxila estd ligado ao nitrogénio do grupo guanidina), através de
uma oxidagdo andloga aquelas catalisadas por citocromo P450. Em
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seguida, 0 NOH-L-Arg € convertido em L-Cit e NO por um mecanis-
mo ndo usual, envolvendo oxidacdo pela perda de um tnico elétron
(Esquema 7).

HoN HoN HN
=NH =NoOH =0

[¢7 H,0 HN 0, H0 HN

% :
HoN NADPH  NADP® W N 0.5NADPH 0,5 NADP*H,N

o o o

HO HO HO

L-Arg NOH-L-Arg L-Cit

Esquema 7. Oxidagdo da L-Arg a L-Cit catalisada pela NOS

Ambos 0s passos requerem oxigénio molecular (O,) e fosfato
de nicotinamida-adenina dinucleotideo (NADPH) como co-
substratos, além de tetraidrobiopterina (BH,), flavina-adenina
dinucleotideo (FAD), flavina mononucleotideo (FMN) e ferro-
protoporfirina IX (heme) como cofatores?.

Em termos estruturais e funcionais, a familia da NOS (EC
1.14.13.39, catdlogo enzimdtico) compreende trés isoenzimas dis-
tintas: as isoformas endotelial (eNOS ou NOS-III) e neuronal (nNOS
ou NOS-I), ambas constitutivas e dependentes de Ca*-calmodulina
(CaM), e uma isoforma induzivel (iNOS ou NOS-II). Estas trés
isoenzimas apresentam grande homologia estrutural, podendo ser
divididas em dois dominios: um redutor, na parte C-terminal, e ou-
tro oxidante, na parte N-terminal. No dominio redutor estdo os sitio
de ligagdo para o NADPH e os cofatores FAD e FMN, os quais trans-
ferem elétrons para o grupo heme, localizado no dominio oxidante,
onde também se ligam o BH, e o substrato L-Arg (Figura 1).

Parte
N-terminal

C-terminal
cam
BHy  heme -9 T FAD  NappH FIIN

COH

N AN J

Doml’nafRedutor

Dominio Oxidante

Figura 1. Representagdo pictorica da enzima NOS

Todas as trés isoformas da NOS s@o funcionais somente como
estruturas diméricas, através da interacio entre seus dominios. E
importante observar que, entre os dominios N-terminal e C-termi-
nal, fica situado o sitio de ligacdo do Ca** a calmodulina (CaM), o
qual serve num mecanismo alostérico (em que a intera¢do de um
ligante num sitio especifico € influenciada pela interacdo de um
outro ligante em sitio distinto), responséavel pelo alinhamento do
dominio redutor com o dominio oxidante, o que permite a transfe-
réncia de elétrons das flavinas para o grupo heme*.

A estrutura tridimensional da NOS complexada com L-Arg foi
obtida pela primeira vez a partir da iNOS de ratos, através de
cristalografia de raios x em 1998 por Crane e colaboradores®, logo
seguida das estruturas da iNOS? e eNOS? humanas. Entre vdrias ou-
tras coisas, foi revelado que o substrato se liga ao sitio ativo da enzima
pelos grupos guanidino e carboxilato da L-Arg, através de uma com-
plexa rede de ligacoes de H. Além disso, hd fortes evidéncias de que
existem diferencas significativas entre as isoformas da NOS, o que
sugere, pelo menos em principio, que € possivel a inibicdo seletiva de
uma determinada isoforma em detrimento das outras.

Inibidores seletivos da NOS

Do ponto de vista terapéutico, a inibicdo seletiva de uma das
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isoformas da NOS € extremamente desejavel. Nesse sentido, a abor-
dagem mais promissora tem sido a obtenc@o de andlogos estrutu-
rais do substrato natural (L-Arg), que atuam como inibidores re-
versiveis da NOS.

Em 2001, Kikelj e colaboradores® publicaram uma excelente
revisdo sobre substancias miméticas da L-Arg, suas sinteses e apli-
cacdes clinicas. Os primeiros protdtipos (Figura 2) comecaram a
surgir em meados da década de 90, entretanto, apesar de apresen-
tarem boa atividade bioldgica, ndo se mostraram muito seletivos
perante as isoenzimas da NOS¥.

HoN

=

N

s
NR
HN>: HN>:NH H
()n
HoN HoN HeN
o o o
HO HO HO

R = Me, L-NC-Metilarginina (\MA) 1 =1, L-Iminoetilornitina (NIO)
= 2, L-Iminoetillisina (NIL

R = NOy, L-NC-Nitroarginina (NNA) " minoetillisina (NIL)

R = NHy, L-N®-Aminoarginina (NAA)

HaN H3CH,C

L-Tiocitrulina

Figura 2. Primeiros exemplos de andlogos estruturais da L-Arg

Entre estes primeiros andlogos da L-Arg, os melhores resulta-
dos foram obtidos com o L-N¢-Nitro-Arginina (NNA), que teve
uma preferéncia 300 vezes maior pela nNOS em relagéo a iNOS¥,
e com o L-Imino-etil-Lisina (NIL), cuja seletividade foi 28 vezes
maior pela iNOS em relagdo a nNOS?".

Contudo, a possibilidade de inibicao seletiva das isoformas da
NOS 56 se tornou vidvel a partir de 1997 com a sintese do 1400W??,
apresentando uma inibicdo 5000 vezes maior da iNOS em relacdo
a eNOS, e da N°-propil-L-arginina®, que apresenta uma preferén-
cia 3000 vezes maior pela nNOS sobre a iNOS (Figura 3).

Mais recentemente, tém surgido outros inibidores com
seletividades distintas a do 1400W. Entre eles, vale a pena citar o
dipeptideo L-Argh°*-L-Dbu-NH, (Figura 3) preparado por
Silverman e colaboradores*, que apresentou uma 6tima seletividade
pela nNOS (1500 vezes com relagdo a eNOS e 190 vezes se com-
parado a iNOS). Nessa mesma linha, Wang e colaboradores® rela-
taram a N-ciclopropil-N-hidroxiguanidina com preferéncia de 140
vezes pela nNOS quando comparada a iNOS. Por outro lado, pes-
quisadores da AstraZeneca® relataram uma nova classe de inibidores
seletivos da iNOS frente a eNOS (3700 vezes), todos derivados da
quinazolinamina (Figura 3), os quais foram testados com sucesso
em modelos in vivo de artrite inflamatdria.

Apesar da sintese de compostos com elevadas seletividades, os
estudos de cristalografia de raios x*?’ das isoformas da NOS reve-
laram que as estruturas tridimensionais de seus sitios ativos sio
muito semelhantes, com diferencas sutis, tais como a troca de um
aminodcido. Desta forma, a medida que um inibidor se aproxima
das cadeias laterais dos residuos de aminodcidos, a mudanca de
uma carga negativa por um grupo neutro, por ex., pode ser respon-
sdvel pela seletividade observada.

No caso do dipeptideo L-Arg"°*-L-Dbu-NH_*, por ex., propds-
se um modelo hipotético de liga¢do do inibidor ao sitio ativo da
nNOS, em que trés importantes interacdes (duas idnicas e uma
ligacdo de hidrogénio entre os grupos amino do dipeptideo e os
residuos carboxilato da enzima) sdo fundamentais para a atividade
inibitéria (Figura 4).

Sintese de analogos estruturais da L-Arg

Em termos sintéticos, os andlogos estruturais da L-Arg podem
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e SNH NHNO,
J=NH
HN HN NH
b0
NH
N
A ﬂNHZ N g
H2N N (0] 3
o H \
HO NH,
N*-propil-L-arginina 1400W L-Arg"**-L-Dbu-NH,

HN” N
2R

o
NOH d NJK@\
A0 A @QNQ o

FNH,

N-ciclopropil-N-hidroxiguanidina derivado da quinazolinamina

Figura 3. Exemplos de inibidores da NOS com certa seletividade.

Sitio de Ligacao /_7\
heme 70_ C
W
o)

NHNO, o W Q>(>)
N T
HNA\N&/\)L G e
Sitio de Ligagé H *NH%I\/ :
itio de Ligacao N
/ NH;

Guanidina

Figura 4. Modelo hipotético de interagdo do dipeptideo L-Arg"?*-L-Dbu-
NH, com o sitio ativo da nNOS

ser obtidos, na sua grande maioria, através de transformacdes qui-
micas usuais a partir do aminodcido.

Um exemplo € a sintese de um derivado tetrazélico do NILY, o
qual se mostrou muito promissor em estudos pré-clinicos e clini-
cos de processos inflamatérios, atuando como uma pré-droga (com-
posto inativo que, ao ser metabolizado, € convertido na droga ati-
va) do NIL e inibindo seletivamente a iNOS.

Este composto foi obtido com rendimento global de 55% para
quatro etapas, a partir da L-lisina (L-Lis) protegida, a qual foi inicial-
mente acoplada com o 5-amino-tetrazol, utilizando-se BOP como agen-
te de acoplamento. A seguir, o grupo protetor Cbz foi removido
quantitativamente, através de uma reacdo de hidrogendlise e a forma-
¢do do grupo amidina deu-se pela reacdo com hidrocloreto de metil-
acetimidato. Por fim, o grupo protetor Boc foi removido em condi-
¢Oes dcidas, levando a amida tetrazdlica de interesse (Esquema 8).

Analogos estruturais da L-Arg com restricoes conformacionais

Uma outra linha de pesquisas muito explorada para conheci-
mento da relagdo estrutura-atividade (SAR) da NOS € o uso de
andlogos estruturais da L-Arg com restri¢des conformacionais, o
que proporciona uma abordagem alternativa para definicdo das ori-
entacdes Otimas de ligacao do substrato ao sitio ativo da enzima,
além de levar a um favorecimento entrdpico.

Os primeiros resultados destes estudos, com inibidores deriva-
dos o-substituidos da fenilalanina® (Figura 5), sugerem que o
inibidor se liga a enzima preferencialmente em uma conformacao
torcida, em que os grupos guanidina e 4cido carboxilico ndo estdo
completamente estendidos.
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COoH
Quant. Pé/C COZH 2 COQH
EtOH, HOAC
’ NH
- o . NHz 2 NHBoc
NH, o C'NHg py  H )LNHz NHBpg H L-Fenilalanina
& H N 1-TEA, DMF N .
/\N/\/\/\[(N\« ‘N HZN/\/\/\W \( N Ha, Pd/C
H L 2 - HCI, dioxano 0o N—-N
O N-N HOAc or NH; NBoc
. - 91 % (2 etapas) 1
Derivado Tetrazolico do NIL H2N “NNH BocHN NH JV\LBcc NH2
Esquema 8. Sintese do derivado tetrazolico do NIL HGI (4 M) BocHN :}
NH HaN OH Dioxano 03 9%
N 0 CO-H 98% COpH (2 etapas) CO-H
HoN”~ NH o} or
Jﬂ* Q = +NHs NHBoc NHBoc
OH Wk
NH, HaN H OH N Derivado p-substituido
NH, /gNH da Fenilalanina

Derivado da Fenilalanina

Ciclopropil-Arginina
o-Substituido prop 9

Amidino-Pirrolinilalanina
Figura 5. Exemplos de andlogos estruturais da L-Arg conformacionalmente

restringidos

Algumas outras substancias também foram obtidas nessa abor-
dagem (Figura 5), dentre as quais destacam-se a ciclopropil-
arginina® e a amidino-pirrolinilalanina®, sendo a dltima também
descrita como um potente inibidor da trombina.

Estes compostos s@o preparados a partir dos respectivos
aminodcidos naturais, como, por ex., o derivado p-substituido da
fenilalanina*' (Esquema 9), cuja sintese se iniciou pela nitragio e
protecdo da L-fenilalanina. Em seguida, uma redugdo catalitica do
grupo nitro levou a amina correspondente, a qual foi condensada
com N,N-bis(Boc-1-guanil)pirazol, produzindo a guanidina prote-
gida. A simples remocdo do grupo protetor Boc proporcionou o
derivado da L-Arg de interesse com 99% de excesso enantiomérico
e rendimento global de 44% para 5 etapas.

Doadores de NO

Conforme descrito anteriormente, 0s nitratos organicos, tais como
aTNG, ja vinham sendo utilizados clinicamente como vasodilatadores
ha mais de um século. Contudo, seu mecanismo de acdo bioldgica
s6 veio a ser elucidado hd pouco mais de 20 anos.

Sabe-se hoje que estes compostos t€m potencial liberador de
NO in vivo, o qual estimula a formagdo de GMPc, promovendo o
relaxamento da musculatura vascular lisa. Mas a questdo crucial
na época era desvendar como o NO era liberado.

Este processo podia ser facilmente compreendido para compos-
tos nitrosilados, tais como os nitroprussiatos, mas os nitritos e nitra-
tos organicos sd3o quimicamente estdveis e deveriam sofrer algum
tipo de reacdio quimica ou enzimdtica para poderem liberar NO.

Isto foi constatado por Ignarro®, que descobriu a importéncia do
grupo tiol, proveniente da cisteina ou do ditiotreitol, o qual reage
com nitritos ou nitratos organicos formando S-nitrosotidis, que se
decompdem liberando NO (Esquema 10). E importante frisar que,
provavelmente, estes precursores devem liberar nitrosonio [NO*] no
meio’, o qual deve reagir rapidamente com bons nucleéfilos como,
por ex., o tiol (Esquema 2, Equacao 8)'°.

Como resultado da intensa pesquisa nesta drea, tem havido nos
ultimos anos um grande impeto na descoberta de novos doadores
de NO. Devido a grande diversidade de estruturas quimicas capa-
zes de gerar NO, estas podem ser divididas em classes, de acordo
com os caminhos bioquimicos tomados para sua geragio

Esquema 9. Sintese do derivado p-substituido da fenilalanina

(enziméatico ou ndo-enzimatico, redutivo ou oxidativo).

Existem diversas classes de compostos que tém potencial de se
decompor e produzir espécies reativas de nitrogénio. Entre elas, pode-
se citar os nitritos e nitratos organicos, complexos NO-metdlicos, N-
nitrosaminas, S-nitrosotiéis e N-hidroxiguanidinas (Tabela 1).

Recentemente, Wang e colaboradores* publicaram uma exten-
sa revisdo sobre o assunto, destacando os aspectos mais importan-
tes das classes conhecidas de doadores de NO. Neste trabalho, des-
tacaremos a classe dos nitratos orgdnicos, cuja aplicagdo clinica ja
foi estudada extensivamente. As estratégias sintéticas para obten-
¢a0 destes compostos e as tendéncias no desenvolvimento de no-
vas drogas hibridas serdo também abordadas.

Nitratos organicos
Os nitratos organicos (RONO,) s@o ésteres do dcido nitrico de

dlcoois mono ou poliidroxilados. Na grande maioria sd3o pouco
soliveis em agua e apresentam boa estabilidade em condicdes neu-

Meio Extracelular Meio Intracelular

NO NO. GTP
\:;A”» GC

[Fe(CN)sNOJ* NO~ GMPc

l

Relaxacao!

+‘ AN + +
RONO-H> NO,~H= Hono<H=NO

Na*NO, NO,"

N

RONO
[BsH_ pno+ ROH
RSSR + NO
RSN RSH
RONO, RONO, NO, + ROH
RSH RSSR

Esquema 10. Mecanismos pelos quais os compostos nitrosilados, nitritos e
nitratos orgdnicos ou inorgdnicos liberam NO e relaxam a musculatura lisa
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tras ou fracamente dcidas®. Entretanto, sob condigdes fortemente
bésicas eles podem sofrer hidrélise*, levando ao nitrato e ao élco-
ol correspondente, ou entdo sofrer uma o ou B-eliminagdo, forne-
cendo o aldeido ou nitrito, respectivamente®.

Alguns exemplos representativos de nitratos organicos doado-
res de NO (Figura 6) incluem o nicorandil, o dinitrato de isosorbida
(DNIS), o ja mencionado trinitrato de gligerina (TNG) e o
tetranitrato de pentaeritritila (TNPE).

O:NO  H
EN\ H ~Z0
A NrNono, Vo
o) H oNO,
Nicorandil DNIS
ONO; O,NO._ ONO,
ON02 OZNO ONOg
TNG TNPE

Figura 6. Exemplos de nitratos orgdnicos doadores de NO

Usos clinicos de nitratos orgénicos

Além do conhecido uso da TNG como vasodilatador no trata-
mento de angina pectoris, existem vdrias outras aplicagdes clini-
cas dos nitratos organicos.

Ainda como relaxante arterial, a TNG tem sido usada para o trata-
mento de infarto agudo do miocardio*, falha cardiaca congestiva’ e
controle de hipertensdo. A TNG, se administrada na forma de ungiien-
to*, pode ainda ser usada em criangas para tratamento de fissuras
anais e também como alternativa ao sildenafil (Viagra®), através de
uso tépico (via “spray”) diretamente no pénis®.

Recentemente, foram ainda relatados outros usos dos nitratos
organicos. O DNIS, por ex., foi sugerido na terapia transdérmica
de longa duracdo em mulheres gravidas, para se evitar hipertensao
e sofrimento do feto™. Foi verificado também que os nitratos orgé-

Tabela 1. Algumas classes de doadores de NO
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nicos podem inibir a proliferacdo celular da musculatura lisa, as-
sociada a patogénese e progressdo da aterosclerose’'.

Metabolismo de nitratos organicos

A liberagiio de NO in vivo por nitratos organicos pode se dar
tanto por via enzimdtica quanto ndo-enzimadtica®?. Apesar do pro-
cesso bioquimico ndo ter sido ainda totalmente elucidado, existem
fortes evidéncias de que pode envolver diversas vias intra e
extracelulares®.

Seguindo-se a via enzimdtica’, podem estar envolvidas as
enzimas glutationa S-transferase (GST) e xantina oxidase (XO),
ou o complexo citocromo P450. Enquanto que, pela via ndo-
enzimdtica®, a reducéo se dd via espécies do tipo tidis, que se
recombinam formando dissulfetos (Esquema 11).

R'SH R'SSR'
NI

GSH GSSG
\ A

GST \
e

Citocromo P450 ou XO

R-ONO,

Esquema 11. Vias metabdlicas que liberam NO a partir de nitratos orgdnicos

Sintese de nitratos organicos

Em geral, estes compostos podem ser obtidos pela reagido de
esterificacdo dos dlcoois correspondentes com dcido nitrico ou pela
substituicdo do haleto de alquila com nitrato de prata (Esquema
12, Equagdes 12 e 13)*.

Como exemplos de aplica¢do destas duas metodologias para
obtencdo de nitratos organicos, destacam-se os trabalhos de
Thatcher e colaboradores®, que utilizam um diol derivado da
glicerina em condicGes dcidas, e de Goulart e colaboradores®, que
reagem uma bromoquinona com nitrato de prata (Esquema 13).

Nome Composto representativo Caminho para geracdo de NO
ndo-enzimdtico enzimdtico
- ol Me S . o . N .
Nitritos orgnicos Me ONO Hidrdlise e nitrosagdo, tidis, Enzimas citossélicas, enzimas
Me luz e aquecimento microssOmicas e xantina oxidase
. ~s ONO, .. . .
Nitratos organicos EONO Tidis Cit-P450, GST e enzimas
2 . N
ONO, ligadas & membrana

Complexos ‘NO-metdlicos Na,[Fe(CN)sNO].2H,0

HO
NO
. . N
N-nitrosaminas :
Me
OH
Me Me
) . AcHN _NO
S-nitrosotidis S
CO,H
NH

Ho. JL COLH
_hi i idi N N
N-hidroxiguanidinas N HN\‘/

NH,

Tidis, luz, redutores e nucleodfilos

Espontaneo, tidis, luz e fons metalicos

Enzimas ligadas a membrana

‘OH e luz Cit-P450

Enzima desconhecida

Oxidantes NOS, Cit-P450
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R-OH + HNO, —25% R-ONO, + H,0 (12
R—X +  AgNO; R-ONO, + AgX (13)
X =ClouBr

Esquema 12. Métodos sintéticos para obtengdo de nitratos orgdnicos

Br H280, /"NO3 Br
EOH CH,Cl, / H0 EONO2
OH Re75% ONO;

(0]
AgNO3
O‘ Br Acetona ONO»
Me R=80% Me
(0]

Esquema 13. Exemplos de aplicagdo das metodologias para obtengdo de
nitratos orgdnicos

Drogas hibridas: NO-aspirinas

Uma inovacido recente no desenvolvimento deste tipo de com-
postos € a hibridacdo de porgdes liberadoras de NO em drogas ja
disponiveis comercialmente®, o que pode reduzir a toxidade, além
de potencializar a atividade bioldgica.

Nesse sentido, jd foram desenvolvidas algumas drogas hibri-
das com porg¢des doadoras de NO na forma de seus nitratos (Figura
7), entre as quais podem-se destacar alguns hibridos do acido acetil
salicilico (AAS). Dentre eles, vale mencionar o NCX-4016 ¢ o NCX-
4215%, ambos desenvolvidos pela Nicox (companhia farmacéutica
especializada em drogas doadoras de NO) e o derivado do DNIS,
produzido pela CAL International®'.

Estas NO-aspirinas®?, como sdo conhecidas, além de nao apre-
sentarem gastrotoxicidade também possuem potencializada sua
propriedade antitrombdtica® de inibigdo da agregagdo plaquetdria,
devido ao efeito sinergético do NO liberado e a inibi¢do da sintese
de tromboxana.

Devido a essas qualidades, estas substancias sdo altamente re-
comendaveis para o uso terapéutico de longa durag@o na prevencio
de infarto do miocédrdio e no caso de pacientes que devem fazer
uso cronico de antiinflamatdrios ndo esteroidais como, por ex.,
portadores de artrite reumatdide.

O
©/”\ ONO, @Aj\
NCX-4016 NCX-4215
O O

)]\O 0]

o o o
07" " 0No, 0"\ __LwH
R ONO,
o}

3-nitroxipropil-2-acetoxibenzoato derivado do nitrato de isosorbida

Figura 7. Exemplos de hibridos do AAS.

Quim. Nova
Sintese de NO-aspirinas
As NO-aspirinas sdo obtidas com relativa facilidade, conforme

se pode constatar pela sintese do composto de referéncia 3-
nitroxipropil-2-acetoxibenzoato® (Esquema 14).

i (coc) o 2
2
0™"B
o O CH,Clp )ko o Piridina ' ).LO 0]
oH DMF cat. Tolueno RN
R=65% © r=esu ° Br
AAS

AO o}

@)&O/\/\ON%

3-nitroxipropil-2-acetoxibenzoato

Esquema 14. Sintese da NO-Aspirina 3-nitroxipropil-2-acetoxibenzoato.

O AAS foi transformado inicialmente no respectivo cloreto
de 4cido, segundo protocolo desenvolvido por Pelegata e colabo-
radores®. Este, por sua vez, foi acoplado ao 3-bromopropanol,
fornecendo o 3-bromopropil-2-acetoxibenzoato, o qual foi leva-
do ao nitrato organico correspondente pela reacdo com nitrato de
prata, obtendo-se um rendimento global de 34% para 3 etapas
(Esquema 14).

PERSPECTIVAS DO NO

O “Mesilla Workshop”, considerado um dos mais importantes
encontros de quimica dos EUA, teve em 2004 como tema as novas
dire¢des no que se refere a quimica do NO e espécies correlatas
(nitrito, peroxinitrito, nitrosotidis etc.), além de suas interagdes
com enzimas e metais.

O grande destaque do congresso foi uma molécula ainda pouco
conhecida: a nitroxila (HNO). O HNO foi apelidado de “a espécie
de NO esquecida”, isto por que ainda ndo existiam evidéncias soli-
das sobre sua formacao enddgena, até que sua existéncia foi com-
provada por Farmer e colaboradores, que conseguiram captura-la
com a desoximioglobina®.

Apesar da grande semelhanga com o NO, o comportamento
quimico e bioquimico do HNO € bem diferente. Sabe-se que
uma das principais ac¢des biolégicas do NO € elevar a producio
de um importante mensageiro bioquimico: o GMPc. Ja o HNO
parece ativar a produgdo de um outro mensageiro: o monofosfato
ciclico de adenosina (AMPc). O resultado disso € que estas
moléculas acabam tendo efeitos contrdrios no sistema
cardiovascular.

Por ex., no caso de um infarto do musculo cardiaco € sabido
que o NO ajuda a controlar os danos causados pela isquemia (uma
resposta adaptativa ao stresse oxidativo), enquanto que o HNO,
nesta situacio, acentua esses danos. Com base nesta observagdo,
o grupo de David Kass explorou uma hipétese ousada, funda-
mentando-se no fendémeno de pré-condicionamento. Segundo ele,
paradoxalmente, a indugdo de pequenas isquemias poderia tornar
0 coracdo mais resistente a uma isquemia de maiores proporgdes.
De fato, ele comprovou esta hipétese através de modelos in vivo,
aplicando uma substincia doadora de HNO (sal de Angeli, Figu-
ra 8) e constatou uma resisténcia muito maior ao infarto por paci-
entes cardfacos®.
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Q o ?
N=N, @&NHOH
+ 7O I

O

Sal de Angeli Acido de Piloty

Figura 8. Exemplos de doadores de HNO

A possibilidade dos doadores de HNO serem um novo tipo de
droga para tratamento de faléncias cardiovasculares, substituin-
do a TNG e outros doadores de NO, abre um novo horizonte de
investigacdo e tem causado grande agitagdo na comunidade cien-
tifica. Tamanho impeto foi muito bem expresso pela profa. K.
Miranda durante o “Mesilla Workshop™: “We’re at the same level
now with HNO as at the beginning of the NO field 15 years ago”.

CONSIDERACOES FINAIS

Passados mais de 20 anos, a reputagdo do 6xido nitrico passou
de um gés toxico e poluente a uma molécula de vital importancia,
envolvida na fisiologia e fisiopatologia de microorganismos, plantas
e organismos superiores. A cada dia, sdo descobertos novos papéis
fisioldgicos para o NO e j4 existem indicios de sua participacdo em
distdrbios de ansiedade, tais como a depressdo e o panico®.

Vidrias drogas jd foram desenvolvidas e aprovadas para trata-
mento de diversas doencas relacionadas ao descontrole dos niveis
de NO, sendo a grande maioria delas inibidoras seletivas da enzima
NO sintase ou doadoras de NO. Contudo, a descoberta de novas
drogas, mais potentes e seletivas, ¢ um aspecto altamente desejd-
vel na quimica medicinal do NO e as expectativas de que estas
estejam disponiveis num futuro bem préximo sdo grandes.
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ABREVIATURAS

AAS - Acido Acetil-Salicilico; AMPc — Monofosfato ciclico de
Adenosina; L-Arg — L-Arginina; ATP — trifosfato de Adenosina BH,
— Tetraidrobiopterina; Boc — -Butoxi-Carbonil; BOP — Benzotriazol-
1-il-oxi-tris-(dimetilamino)fosfonio hexafluorfosfato; CaM — Ca*-
Calmodulina; CAMs — Macréfagos Ativados Citotéxixos; Cbz —
Carbobenziloxi; L-Cit — L-Citrulina; DNIS — Dinitrato de Isosorbida;
EDREF - Fator de Relaxamento Derivado do Endotélio; FAD — Flavina-
Adenina Dinucleotideo; FMN — Flavina Mononucleotideo; sGC —
Guanilato Ciclase solivel; GMPc¢ — Monofosfato ciclico de Guanosina;
GST - Glutationa S-Transferase; GTP — Trifosfato de Guanosina;
heme — ferroprotoporfirina IX; NADPH - Fosfato de Nicotinamida-
Adenina Dinucleotideo; NIL — L-Imino-etil-Lisina; NMDA — N-Metil-
D-Aspartato; NNA — L-N-Nitro-Arginina; NO — Oxido Nitrico; NOS
— NO Sintase; eNOS — NO Sintase endotelial; iNOS — NO Sintase
induzivel; nNOS —NO Sintase neuronal; NOH-L-Arg — L-N¢-Hidroxi-
Arginina; SAR — Relacdo Estrutura-Atividade; SNC — Sistema Ner-
voso Central; TNG — Trinitrato de Glicerina; TNPE — Tetranitrato de
Pentaeritritila; XO — Xantina Oxidase; 1400W — N-[3-(amino-
metil)benzil]Acetamidina.
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