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Objetivos

O oxido nitrico (NO) é uma molécula radicalar
diatbmica gerada endogenamente e que
participa de varios processos fisioldgicos e
patoldgicos. A reacdo entre NO, ferro ndo heme
e moléculas de tiol (RSH), como glutationa
(GSH) e cisteina (Cys), da origem aos
abundantes metabdlitos celulares de NO:
dinitrosilos complexos de ferro (DNICs). DNICs
contendo tidis de baixo peso molecular exibem
um equilibrio quimico entre suas formas
estruturais mononucleares (M-DNIC-RS) e
binucleares (B-DNIC-RS), reacdo 1. Esse
equilibrio depende da concentracdo de tiol e do
pH. Para experimentos in vitro, esses complexos
podem ser produzidos por meio de duas rotas
sintéticas diferentes, uma usando solucéo
saturada de NO(g) (método 1) e outra usando o
fon nitrito (NO2") como fonte de NO (método
2).12 Considerando as diferencas entre esses
métodos, decidimos avaliar sua solucao final em
termos do valor da constante de equilibrio para
as formas binuclear e mononuclear, estabilidade
e subprodutos. Essas caracteristicas podem ser
relevantes para determinar o método mais
adequado para estudos in vitro especificos.

[Fe*,(u-GS),(NO), + 2RSH
B-DNIC-GS

2[Fe"(RS)(NOYI +H" (1)
M-DNIC-GS

Materiais e Métodos

No método 1, o DNIC ¢ formado pela mistura
da solucéo saturada de NO(g) com tiol e ferro(ll)
a pH 7,4 sob uma atmosfera inerte. No método
2,2 RSH, ferro(ll) e NO2 sdo misturados sob
condicdes &cidas e o DNIC é formado apds um
salto de pH para 7,4. Para determinar o valor da
constante de equilibrio, o DNIC contendo GSH
(DNIC-GS) foi analisado por Ressonéancia
Paramagnética de Elétrons (EPR) e UV-Vis em
funcédo da concentracdo de GSH em pH 7,4.
Também foi estudado o decaimento de M-DNIC
e B-DNIC ao longo do tempo. E, além disso, o
contetido de DNIC-GS, GSH, GSSG e GSNO foi
quantificado por HPLC usando um detector de
espectrofotdbmetro de arranjo de diodos.

Resultados

Os resultados mostraram valores bastante
semelhantes de 0,70 + 0,01M1e 0,77 £ 0,07M™*
para

KM/B-DNIC _ [M-DNIC-GS]?

GSH  ~igoncesiesi? )

para o método 1Pl e 2, respectivamente. A
andlise por HPLC mostrou que a solucéo final
obtida pelo método 1 é consideravelmente mais
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Figura 1 — (a) Espectros de EPR e (b) UV-vis para DNIC-GS sintetizados a partir de NO adquirido em diferentes
concentragbes de GSH. Inserte: Grafico de (a) concentragdo M-DNIC-GS e (b) absorbancia a 310 nm versus

logaritmo da concentragdo de GSH.
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Figura 2 - (a) Cromatogramas para DNIC-GS sintetizados com NO ou NO>, a 210 e 336 nm, usando um método
de separacdo com metanol. (b) Chomatogramas para DNIC-GS sintetizados com NO ou NO;™ a 254nm usando

um método de separagdo com acetonitrila.

redutora (0,65+0,06 GSSG e 6,29+0,37 GSH por
mol de B-DNIC) do que o obtido pelo método 2
(2,97+0,01GSSG e 2,38+0,004GSH por mol de
B-DNIC-GS). A concentracdo de B-DNIC,
analisada por UV-vis, ndo mostrou decaimento
relevante por 20 dias. A concentracdo de M-
DNIC, analisada por EPR, apresentou um

decaimento paralelo & oxidagdo de GSH em
ambas as sinteses.

Conclusodes

A sintese utilizando NO2 apresentou maior
relacdo GSSG/GSH quando comparada com a
sintese utilizando NO. Apds serem sintetizadas,
as espécies B-DNIC mostraram-se estaveis por
20 dias, enquanto o M-DNIC decai
paralelamente & oxidacdo de GSH em ambas as
sinteses. A identificacdo e quantificacdo do

GSNO fortalecem o mecanismo proposto na
referéncia 1.
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