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BIOLOGICAL FUNCTIONS OF NITRIC OXIDE. Nitric Oxide has been shown to be involved in
many important biological functions. It serves as a vasodilator and a neurotransmitter in the brain
and peripheral nervous system. It is also involved in the bacteria-killing process by macrophages. In
this review we will discuss progress in nitric oxide chemistry and we will also attempt to explain its
action in the cardiovascular, nervous and immune systems.
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INTRODUCAQ

Nos dltimos dez anos a comunidade cientifica vem assistin-
do a um crescimento surpeendente no campo das pesquisas
que tomam o 6xido nitrico como objeto de estudo. A descober-
ta em 1986/1987 de que células vasculares endoteliais eram
capazes de sintetizar NO a partir da L-arginina foi recebida
inicialmente com ceticismo por uma grande maioria dos cien-
tistas'™. Porém, atualmente o fato de que o 6xido nitrico se
formar a partir do aminodcido arginina pela agfo catalisadora
da enzima NO sintetase jd foi comprovado de forma irrefutdvel
e é correntemente aceito®. Esta constatagio conduziu a um
desenvolvimento febril de pesquisas nesta drea, o que € evi-
denciado pelo quantidade de publica¢gdes que passou de um
niimero pequeno em 1986 para 5000 em 1996°. Como fruto
destas investigagdes fez-se possivel perceber que, embora uma
das mais simples moléculas biolégicas na natureza, o 6xido
nitrico estd envolvido em muitos processos fisioldgicos no
homem, que incluem neurotransmissdo, controle da pressfo
sanguinea, coagulagio do sangue e participagdo na capacidade
do sistema imunolégico de destruir células tumorais e parasitas
intracelulares®. Assim, uma grande variedade de estados pato-
I6gicos, como por exemplo, problemas cardiovasculares e ce-
rebrais, doengas inflamatdrias e infecciosas, pode estar relaci-
onada com um baixo ou alto nivel de 6xido nftrico no organis-
mo’. Neste artigo pretende-se divulgar alguns relevantes as-
pectos da quimica biolégica desta molécula que, em tributo a
sua potencial importincia na biologia, foi escolhida como a
Molécula do Ano em 1992 pelos editores da revista Science® e
considerada, no ano seguinte, a nova estrela surpreendente da
bioguimica pela revista Chemical and Enginnering News®,

2. ALGUMAS PROPRIEDADES DO OXIDO NiTRICO

Algumas propriedades fisicas e quimicas do 6xido nitrico
serdo inicialmente consideradas, uma vez que o conhecimento
das mesmas é capaz de proporcionar uma melhor compreensio
da sua agdo fisiolégica.

O o6xido nitrico é um gds incolor 4 temperatura ambiente,
pouco solivel em dgua, com uma concentragiio em uma solu-
¢do saturada (I atm de NO) de 1,9 mM (25°C), sendo muito
mais solidvel em solventes apolares, tal como o n-hexano, onde
apresenta uma concentragio na saturagio de 0,13 M. Assim,
esta molécula tende a dissolver-se seletivamente na membrana
e fases lipidicas das células®!®, A constante de difusio (D) do
6xido nitrico em 4gua estd na faixa de (2-4) x 10 cm¥s e
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usando-se microsensores, sob condigdes fisiolégicas, D pode
ser calculado como 3,3 x 10" cm¥s. Tomando este valor de D,
simulagdes da difusio do 6xido nitrico revelam que esta molé-
cula percorre distancias surpreendentes a partir da célula que a
produz, antes da sua inativagio'!"'2,

O éxido nitrico é uma molécula neutra com configuragio ele-
tronica (92s)? (025")? (02pz)® (n2p)* (n2p")!, que apresenta um
elétron desemparelhado e &, portanto, paramagnética. Esta propri-
edade € de grande relevincia, uma vez que a maioria das intera-
¢oes quimicas do 6xido nitrico em sistemas biolGgicos sdo carac-
terizadas como estabiliza¢Ses do elétron desemparelhado. Em geral
isto acontece através da reagfio do 6xido nitrico com outra espécie
paramagnética ou pela sua complexagfio a um metal. No primeiro
caso, o resultado eventual € a formagdo de espécies diamagnéticas
estabilizadas e no segundo caso, o elétron desemparelhado é divi-
dido entre o éxido nitrico ¢ o metal'?,

Sendo uma espécie radicalar, o 6xido nitrico é capaz de reagir
rapidamente com outros radicais importantes do ponto de vista
biolégico, tais como oxigénio molecular e superéxido (0;3). O
significado quimico e biolégico da oxidagio do 6xido nitrico
pela molécula do oxigénio € objeto de numerosas investigagdes,
e é certo que tais reagdes sfio importantes para a sua toxicologia
e fisiologia. Uma das mais significantes reagdes do éxido nitrico
é com o Oy, sendo o peroxinitrito, “'OONO, o produto desta
reacio', Tais espécies sdo potentes oxidantes, capazes de oxi-
dar ti6is e bases do DNA. Sob condigdes fisiolégicas, o 4cido
conjugado do peroxinitrito, o dcido peroxinitroso (ONOOH,
pKa = 6,8 a 25°C), possui a reatividade do radical hidroxila'®. A
meia-vida do ~ OONO, sob condi¢des fisioldgicas, é aproxima-
damente 1 segundo, decompondo-se espontaneamente para pro-
duzir nitrato (NO3)", conforme ilustra a equacdo abaixo:

NO + O, = "OONO — NOy n

A possivel importancia bioldgica desta reagﬁo foi primeira-
mente apontada por Beckman e colaboradores'?, que observaram
que o peroxinitrito podia ser formado sob condi¢des fisiopatolGgi-
cas (onde o NO e Oy séo produzidos por células fagociticas, tais
como macréfagos) e que o "OONO é um forte oxidante com po-
tencial para destruir componentes celulares criticos.

Uma reagido do 6xido nitrico também muito conhecida, e
talvez a mais exaustivamente investigada, é a sua oxidagfio para
diéxido de nitrogénio que pode, naturalmente, ocorrer in vivo®.
Nesta reagfio, na fase gasosa, duas moléculas de NO reagem
com uma molécula de O, para produzir duas moléculas de um
outro radical paramagnético, diéxido de nitrogénio (NOy)'%:
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2NO + O, — 2NO, ()

Esta oxidagdo foi também estudada em soluc@o aquosa € a
reagdo ocorre de acordo com a equagio:

4NO + O; — 4NOy + 4H* 3)

Um intermedidrio é formado (N,O3 ou uma espécie relaci-
onada) que pode eficientemente nitrosar tiéis e aminas celula-
res. Isto pode, em principio, representar um importante passo
na citotoxicidade do NO. Porém, a reagdio é de segunda ordem
com relagiio ao NO e portanto, extremamente lenta em concen-
tragdes fisiologicas submicromolares de NO'617-18,

A BIOSSINTESE DO OXIDO NiTRICO

A biossintese do NO no organismo ocorre via oxidagio da
L-arginina e é catalisada pela enzima NO sintetase (NOS) com
a participagio da forma reduzida do fosfato de nicotinamida
adenina dinucleotidio (NADPH), como um doador de elétron’.
Esta enzima, responsdvel pela sfntese do NO in vivo, tem sido
objeto de considerdvel escrutinio'®?* e algumas isoformas da
mesma sio conhecidas; duas delas sdo constitutivas e uma outra
¢ induzida pelo estimulo imunolégico. As enzimas constitutivas
estio normalmente presentes na célula, enquanto as outras sio
induzidas por algum mecanismo externo, que no caso da NO
sintetase é o estimulo imunolégico. A enzima NO sintetase
constitutiva (¢cNOS), que foi inicialmente descoberta no endo-
télio vascular, é conhecida como eNOS (NOS endotelial), ao
passc que aquela que se encontra presente no cérebro e no
sistema nervoso periférico é chamada de nNOS (NOS neuro-
nal). A forma da enzima NO sintetase induzida pelo estimulo
imunolégico ou inflamatério é designada como iNOS (NOS
induzida). Uma comparagdo entre estas trés isoformas da
enzima NO sintetase (NOS endotelial, NOS neuronal e NOS
induzida) é mostrada na Tabela 2% Cada unidade monomérica
da enzima NO sintetase apresenta uma unidade dos grupos
prostéticos tetra-hidrobiopterina (BHy), flavina adenina dinu-
cleotfdio (FAD), flavina mononucleotidio (FMN) e ferro
protoporfirina IX (heme). A Figura 1 ilustra estes cofatores
presentes na enzima NO sintetase’"

Tabela 1. Algumas propriedades fisicas do 6xido nitrico®

Ponto de Fusdo -163,6°C
Ponto de Ebuligio -151,8°C
AHf 90,2kJ/mol
Comprimento de Ligacdo N-O 115pm

Um esquema geral da reagdo da NO sintetase € ilustrada na
Figura 2°, onde observa-se que a conversio da L-arginina para
L-citrulina e NO, catalisada pela NO sintetase, ¢ uma oxidagdo
de cinco elétrons de um dos nitrogénios guanidinicos da L-
arginina. O primeiro passo a oxidagdo de dois elétrons, € uma
hidroxilagio que forma NY-hidroxi-L-arginina como um pro-
duto intermedidrio ligado 2 enzima. O segundo passo, uma
oxidagdo de trés elétrons envolve remogio de elétron, insergéio
de oxigénio e quebra da ligagdo carbono-nitrogénio para for-
mar L-citrulina e NO. O mesmo doador de elétrons, a forma
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Figura 1. Grupos prostéticos presentes na enzima NO sintetase.
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Figura 2. Representagdo esquemdtica du biossintese do dxido nitrico,
a partir da L-arginina, catalisada pela enzima NO sintetase.

reduzida do fosfato de nicotinamida adenina dinucleotidio
(NADPH), € requerido em ambas as etapas. Os dtomos de
oxigénio que sdo incorporados ao NO e & L-citrulina derivam-
se de moléculas distintas de oxigénio®.

Néo se encontra ilustrado no esquema da reacfio da sintese do
NO (Figura 2), porém pode-se observar através da Tabela 2, a
dependéncia de algumas isoformas da NOS com relagdo a um
cofator adicional, a calmodulina . Na presenga de elevada con-
centragdo de cdlcio, a calmodulina liga-se a certas NOS e as
ativa. Este processo estd relacionado com as enzimas ditas
constitutivas ou seja, as eNOS e nNOS. No entanto, a situagﬁo

¢ diferente para as iNOS, onde a atividade das mesmas ¢ inde-
pendente da presenga de Ca®* e da calmodulina®®. A forma
indutiva e as formas constitutivas da enzima NO sintetase dife-
rem nio apenas na maneira através das quais elas sdo ativadas.
A forma indutiva produz quantidades muito maiores de 6xido
nitrico do que as formas constitutivas___ um fator chave que
diferencia as suas fungdes no corpo, como veremos a seguir 8,

Tabela 2. Algumas semelhangas e diferengas entre as isoformas da enzima NO sintetase?*,

NOS endotelial

NOS neuronal NOS induzida

(eNOS) (nNOS) (iNOS)
Controle Primirio Ca**/calmodulina Ca**/calmodulina Expressdo Génica
Localizacido na Célula Membrana 2citossol Citossol Citossol 2 membrana

Liberagdo de NO Baixa (pmolar)

Baixa (pmolar) Alta (mmolar)
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FUNCOES DESEMPENHADAS PELO OXIDO NITRICO
NA FISIOLOGIA HUMANA

Tendo-se conhecimento da existéncia das trés isoformas da
enzima NO sintetase, de como estio distribuidas e das suas
maneiras de ativagfio, ndo é dificil imaginar que uma diversi-
dade de fungdes fisiolégicas sdo desempenhadas pelo 6xido
nitrico gerado a partir da ag#io catalisadora das mesmas. Algu-
mas destas funcdes serfio discutidas nos tépicos posteriores.

O 6xido nitrico como neurotransmissor

O sistema nervoso, coordenador de todas as atividades or-
génicas, integra sensagGes e idéias, conjuga fendmenos da cons-
ciéncia e adapta o organismo s condigdes do momento. E for-
mado por células nervosas ou neurdnios, elementos altamente
diferenciados em excitabilidade e condutibilidade. As células
nervosas sdo alongadas e apresentam 3 partes fundamentais: o
corpo celular, os dendritos e os axonios. Os estfmulos nervo-
sos sio recebidos pelos dendritos, seguem pelo corpo celular,
percorrem o axdnio e, da extremidade deste, sio passados a
célula seguinte. A transmissdo do impulso nervoso €, portanto,
sempre no sentido dendrito —» corpo celular — ax6nio. Ao
atingir a extremidade do axdnio, o impulso nervoso passa para
a célula seguinte. Isto se dd por meio de um sitio especifico,
denominado sinapse?” 2,

As células nervosas sdo, em sua maioria, eletricamente iso-
ladas umas das outras; os axdnios de um neurdnio estdo sepa-
rados dos dendritos do neurbnio seguinte por um espago de-
nominado espago sindptico. Quando o impulso nervoso atinge
a extremidade do axdnio na regifio da sinapse, a alteragio
elétrica da membrana do axdnio leva a liberacio de substan-
cias quimicas denominadas neurotransmissores, que sio me-
diadores quimicos. Estas substincias difundem-se pelo espa-
¢o sindptico e provocam alteragdes elétricas na membrana da
célula seguinte, gerando, portanto, um novo impulso nervoso
nesta célula?’28,

Os neurotransmissores enquadram-se em diferentes classes
quimicas. Os primeiros neurotransmissores conhecidos, desco-
bertos entre 1930 e 1960, eram todos aminas, moléculas orga-
nicas derivadas da amdnia (NH3), e que t€ém no grupo do nitro-
génio seu principal mecanismo de sinalizagdo. Na década de
1960, os pesquisadores comegaram a perceber que também
aminodcidos eram neurotransmissores. A terceira classe de
neurotransmissores abrange os peptideos. Nos iltimos anos, o
trabalho em diversos laboratérios de pesquisa levou ao reco-
nhecimento de uma quarta e extraordindria classe de neurotrans-
missores, que inclui o 6xido nitrico e o mondxido de carbo-
no®3 De fato, observou-se que o NO muitas vezes funciona
como um neurotransmissor porém, ndio se assemelha ou age
como qualquer outro neurotransmissor conhecido. Conforme
mencionou-se anteriormente, quando um neurdnio ¢ ativado,
libera neurotransmissores, que se encontravam armazenados em
vesiculas especiais, em uma regiio de contato entre os
neurdnios, chamada sinapse. A célula receptora capta o neuro-
transmissor e ¢ ativada. O NO, no entanto, ndo € armazenado
em vesiculas e ndo apresenta mecanismos especiais de libera-
¢do, sendo produzido onde e quando se faz necessdrio. Além
disso, enquanto a maioria dos neurotransmissores acopla-se
precisamente a um receptor especifico na superficie da célula,
o NO ndo necessita de receptores especificos para penetrar na
mesma e € capaz de difundir-se liviemente do ponto onde foi
sintetizado até sitios intracelulares em células vizinhas®'.

Os dois neurotransmissores principais no sistema nervoso
periférico sdo acetilcolina e noradrenalina, que atuam como
mensageiros na jungdo nervo/nervo e nervo/miisculo. Alguns
nervos periféricos ndo usam nem a noradrenalina nem a ace-
tilcolina como neurotransmissores, sendo classificados como
nervos NANC (ndo-adrenérgicos-nio-colinérgicos). Estudos
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desenvolvidos por M. Rand, no principio desta década, sugeriram
o NO como sendo um mediador na neurotransmissio NANC!**,

Nervos NANC sio encontrados no trato gastrointestinal, trato
respiratério, musculatura cardiovascular e sistema urogenital. A
erecdo peniana, por exemplo, € mediada por nervos NANC, os
quais liberam um neurotransmissor que provoca a relaxacio dos
miusculos dos corpos cavernosos (dois cilindros flexiveis de 1
centimetro de didmetro, de tecido esponjoso, por onde circula o
sangue) que, consequentemente, sio invadidos por sangue. E a
tumescéncia, que culmina na ere¢io peniana. Muitos estudos
apontavam o NO como sendo o neurotransmissor envolvido neste
processo € em 1992 conseguiu-se provar definitivamente que no
sexo masculino, o NO traduz a excitagdo sexual em poténcia,
causando a eregio do pénis®, Em vista da importancia do sexo
na vida do homem, mengdes a presenga do 6xido nitrico na
cascata bioquimica envolvida no processo de eregdo ja podem
ser lidas em revistas de circulagio popular®® e formas nio
invasivas de aplica¢do de substincias liberadoras de NO para o
pénis estdo sendo sugeridas como uma nova maneira de trata-
mento para a impoténcia. Com 10% da populagdo masculina
sofrendo deste mal, pesquisadores continuam os estudos nesta
rea na esperanca de alcangar aplicages clinicas®”343%,

A fungio do misculo liso gastrointestinal é também regula-
da pelos nervos NANC . Neste caso, o NO derivado dos ner-
vos NANC, leva a relaxagdo da musculatura, regulando a fun-
¢do estomacal'®,

O ¢6xido nitrico € também um neurotransmissor no cére-
bro'%, sendo a sua produgdo neuronal iniciada quando um neu-
ronio emissor (neurdnio pré-sindptico) libera um mensageiro
quimico, o glutamato, que se difunde pelo espago sindptico e
se liga a um receptor especializado em glutamato, o receptor
NMDA (N-metil-D-aspartato) em um neurdnio receptor (neu-
ronio pés-sindptico). Esta ligagiio provoca a abertura de canais
no neurdnio receptor, propiciando a penetragio de Ca* na
célula e a sua posterior ligacdo com a calmodulina. O comple-
xo Ca*/calmodulina liga-se entdo & forma da NO sintetase
encontrada nas células nervosas, nNOS, e esta ligagdo ativa a
enzima que catalisa a oxidagdo da L-arginina para L-citrulina
e NO. O NO recém-sintetizado pode entdo deixar o neurdnio
por difusfo direta pela membrana da célula®. A Figura 3 ilustra
este processo e também o papel hipotético desempenhado pelo
NO como mensageiro retrégrado®®, que serd discuto a seguir.

Receptor NMPA

Ciclase

NEURONIO
PRE-SINAPTICO

NEURO/y/o
POS-SINAPTICO

VESICULA CONTENDO
GLUTAMATO

Figura 3. Produgdo do dxido nitrico a partir da ativagdo da enzima
NO sintetase neuronal (nNOS) e seu mecanismo de atua¢do como
mensageiro retréogrado.

A exata fungiio do NO na fisiologia do cérebro é controvertida
¢ a sugestdo de que ele desempenha um papel no aprendizado e
formagdo da memoéria encontra-se ainda sob investigagfo.
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Propostas apresentadas no inicio desta década®”* sugerem que

o NO atue como um mensageiro retrégrado, difundindo-se do
neurdnio pds-sindptico e retornando ao neurdnio pré-sindptico,
onde ativa a enzima guanilato ciclase (Figura 3). A guanilato
ciclase catalisa a reagdo que produz cGMP (guanosina monofos-
fato ciclico). A cGMP, por sua vez, desencadeia o processo que
resulta na liberagiio do glutamato e o ciclo se repete. Esta repe-
ticio do ciclo fortalece o contato sindptico e providencia um
mecanismo celular para o processo de aprendizagem, contribu-
indo para a formagdo de uma mémoria de longo prazo®®*. En-
tende-se por meméria de longo prazo a memodria que recorda os
fatos apds muitos anos € por memdria de curto prazo aquela que
ndo chega a ser retida; por exemplo, a memdria para discar um
nimero telefdnico encontrado no catdlogo dura em média de 30
segundos a dois minutos***,

Uma outra fung¢io sugerida para o NO neuronal é o seu
funcionamento como mediador da neurotoxicidade do glutama-
1024142 A destruigdio neuronal em um acidente vascular cere-
bral é proveniente de uma maciga liberagio de glutamato que
age através do receptor NMDA e proporciona a formagdo de
grandes quantidades de NO; tal processo resulta na morte neu-
ronal®®. Lipton*? e colaboradores sugerem que, neste caso, a
agdo neurotéxica do NO deriva das suas reagdes com anions
superéxido para formar peroxinitrito, o qual pode ser o agente
neurotéxico. Snyder* e colaboradores, por sua vez, acreditam
que o tratamento de vitimas destes acidentes vasculares cere-
brais com inibidores da nNOS possa reduzir os danos nas cé-
lulas nervosas, se os inibidores forem liberados em um tempo
conveniente para a regido apropriada do cérebro.

O éxido nitrico como regulador da pressdo sanguinea

De acordo como a estrutura, propriedades de contragio e
mecanismo de controle, existem trés tipos de misculos: misculo
estriado esquelético, misculo estriado cardfaco e musculo liso.
Os miisculos lisos sdo involuntdrios e encontram-se envolvendo
a parede de orgdos ocos. Sdo responsdveis, dentre outros fend-
menos, pelas contragdes que empurram os alimentos ao longo
do tubo digestivo e que diminuem o calibre das artérias, aumen-
tando a pressdo do sangue. Murad e colaboradores sugeriram,
no inicio dos anos oitenta, que a relaxacdo no musculo liso re-
quer a ativagiio da enzima guanilato ciclase e seria acompanha-
da pela conversfio da guanosina trifosfato (GTP) em guanosina
monofosfato ciclico (¢cGMP) (Figura 4), sendo este processo de
relaxagio desencadeado por mensageiros quimicos, tal como a
acetilcolina, que atuariam diretamente nas células musculares do
sistema vascular®. Porém, em 1980, Furchgott e Zawadzki des-
cobriram que, na realidade, os mensageiros quimicos responsa-
veis pela dilatagdo dos vasos sanguineos agem na camada celu-
lar, chamada endotélio, que reveste o interior do vaso sangui-
neo. Em reagfio ao estfmulo do mensageiro quimico, o endotélio
produz uma molécula mensageira que se difunde pelas células
musculares situadas sobre ele, que em seguida se relaxam.
Furchott e Zawadzki chamaram essa misteriosa molécula de fa-
tor relaxante derivado do endotélio (EDRF, do inglés endothe-
lium-derived relaxing factor)®.

Virios grupos de pesquisa tentaram isolar o EDRF e muitas
hipéteses sobre a sua identidade quimica foram levantadas nos
anos seguintes*®*, Porém, apenas em 1988 Furchott e Ignarro
sugeriram, simultaneamente, que o EDRF e o 6xido nitrico
eram a mesma molécula®!, Uma série de experimentos reali-
zados independentemente por Moncada e Ignarro deram res-
paldo a esta proposta. Estes pesquisadores observaram que,
assim como o Oxido nitrico, o EDRF apresenta uma meia vida
extremamente curta na presenca de oxigénio; a molécula de
hemoglobina, que se liga ao 6xido nitrico, previne a agdo do
EDRF; o complexo formado pela hemoglobina ¢ EDRF é
espectralmente indestinguivel do formado pela hemoglobina li-
gada ao 6xido nitrico. Além disso, o EDRF reage com o ozdnio
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Figura 4. Estruturas da guanosina trifosfato (GTP) e da guanosina
monofosfato ciclico (cGMP).

produzindo um produto quimioluminescente, cujas proprieda-
des quimicas sdo idénticas ao produto da reagdo do ozbnio
com o Oxido nitrico. Porém, a mais convincente evidéncia da
identidade do EDRF como sendo o 6xido nitrico originou-se
de trabalhos realizados por Moncada e colaboradores!, que
usaram quimioluminescéncia 6para mostrar que as células endo-
teliais, de fato, liberam NOZ%,

Atualmente, todas as evidéncias levam a crer que o NO é o
principal regulador da pressdo sanguinea e este controle é efe-
tuado a partir da produc¢io de 6xido nitrico nas células
endoteliais. A Figura 5 ilustra este processo, onde observa-se
que vérios mensageiros quimicos, incluindo horménios e ace-
tilcolina (Ach), podem ativar a enzima NO sintetase endotelial
(eNOS) ligando-se a receptores apropriados na membrana da
célula endotelial. Estas liga¢gdes provocam a abertura de canais
que permitem que o cdlcio penetre na célula, levando a um
aumento na concentragio de célcio dentro da célula e ativando
a enzima eNOS. O éxido nitrico produzido difunde-se da célu-
la endotelial para o célula muscular, onde ativa a enzima
guanilato ciclase (GC), causando aumento nos niveis de
guanosina monofosfato ciclico (¢GMP). O aumento nos niveis
de ¢cGMP diminui a quantidade de Ca?* livre na célula muscu-
lar, causando sua relaxagdo. Ou seja, a contragio muscular
requer Ca?*, e a for¢a da contragfio é reduzida quando o nivel
de Ca?* diminui>*%%,

Muito antes do entendimento do mecanismo da biossintese
do NO, a nitroglicerina e outros nitratos ji eram empregados
na medicina clinica para dilatar os vasos sanguineos e, assim,
aliviar a angina pectoris, a dor no peito causada por estreita-
mento das artérias coronarianas®*®, No entanto, pouco se sabia
sobre 0 modo de ag¢do desta classe de compostos até que em
1987/1988 Fellisch e colaboradores observaram que estes
nitrovasodilatadores também geram NO em uma reagio nio-
enzimitica com a cisteina e que o estimulo da guanilato ciclase
por estes compostos é dependente da produgio de NO™3,
Assim, a manutengdo da pressdio sanguinea normal requer que
as células endoteliais sintetizem constantemente NO. Quando
este nivel normal ndo é atingido, seja porque a produgdo é
bloqueada pela administragfio de um inibidor NOS ou em esta-
dos patolégicos como a arterioesclerose, 0 misculo nio relaxa
apropriadamente. A vasoconstric¢do resultante aumenta a pres-
sdo sanguinea e pode ser responsdvel por algumas formas de
hipertensdo. Existe um considerdvel interesse na descoberta de
agentes terap€uticos capazes de aumentar a atividade da eNOS
em pacientes hipertensos, porém, até o momento terapias apli-
cdveis ndo estdo disponiveis e ainda sfio agentes farmacoldgi-
cos capazes de liberar NO, tal como a nitroglicerina, que sio
usados em terapias vasorelaxantes®.
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Figura 5. Produgdo do oxido nitrico a partir da ativagdo dua enzima

NO sintetase endotelial (eNOS) e seu mecanismo de atuagdo na
relaxagdo muscular,

O éxido nitrico como agente citotéxico

A resposta imunolégica ¢ a reagdo do corpo através da qual
materiais estranhos sdo neutralizados ou destruidos e os
macréfagos e as células brancas do sangue, que sdo ativos no
processo inflamatério, apresentam-se como elementos-chave
para o sucesso desta resposta, uma vez que sdo capazes de
engolfar e matar células de tumores e de bactérias. Para que
um macréfago atue, ele precisa ser ativado por moléculas co-
nhecidas como citocinas, que sdo liberadas por algumas célu-
las do sistema imunolégico®®,

A descoberta de que o 6xido nitrico também estd envolvido
nas atividades do sistema imunolégico baseou-se em estudos
iniciados na década de oitenta, quando observou-se que existe
uma correlagdo entre as atividade deste sistema e niveis eleva-
dos de nitrato na urina, de tal forma que a formagdo de nitratos
aumenta de maneira acentuada durante o processo inflamaté-
rio. Alguns trabalhos mostraram que a citotoxicidade dos
macréfagos contra células tumorais depende da presenga da L-
arginina e que a sua atividade é acompanhada pela formagio
de nitrito e citrulina, Assim, conhecendo-se de antemdo a pro-
dugdo de NO a partir da L-arginina nas células endoteliais,
fez-se possivel concluir que um processo similar ocorre nos
macréfagos ativados, e que o nitrito formado € proveniente do
precusor, NO. Deduziu-se, portanto, que os macréfagos consti-
tuem uma fonte de 6xido nitrico no corpo e que as fung¢des por

eles desempenhadas sdo devidas a sua capacidade de formar
NO, que por sua vez & convertido nos nitratos™26:3:5%,

Os macréfagos apresentam a forma da enzima NO sintetase
induzida (iNOS), cuja sintese é estimulada por citocinas, tal
como Yy-interferon. Uma vez iniciada a produgio de dxido
nitrico pela iNOS, ela se prolonga por vérias horas e em con-
centragdes altas o suficiente (da ordem de uM) para se mostra-
rem téxicas A célula alvo®,

O NO produzido pela iNOS difunde-se para fora dos
macréfagos € penetra na célula tumoral, destruindo-a através
da inibi¢do de centros Fe-S em vdrias enzimas, incluindo a
aconitase, uma enzima envolvida no ciclo do dcido tricarboxi-
lico. O NO reage oxidativamente com o o Fe(Il) do cluster Fe-
S, destruindo assim a agdo enzimdtica. O NO pode também
atuar de vdrias outras formas como, por exemplo, desativando
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a ribonucleotidio redutase pela destruicdo do radical tirosila,
essencial na sub-unidade R2 da enzima. Existe também a pos-
sibilidade do NO ligar-se ao Fe dos grupos heme da hemoglo-
bina e no citocromo a; da citocromo oxidase, resultando no
blogueamento das fungGes destas protefnas®®2, Em suma, o
6xido nitrico danifica as células ligando-se a certas enzimas
que estio envolvidas na respiragiio celular, impedindo-as de
trabalhar adequadamente. A Figura 6 .ilustra a produgio do
6xido nitrico a partir da ativagfio da enzima NO sintetase indu-
zida (iNOS) e seu mecanismo da atuagdo na destrui¢do de cé-
lulas tumorais.

%

MACROFAGO

CELULA
TUMORAL

Figura 6. Produgdo do dxido nitrico a partir da ativagdo da enzima NO
sintetase induzida (iNOS) e seu mecanismo de atuagdo na destrui¢io de
células tumorais.

E importante ressaltar que o NO & citotéxico em algumas
células e citostdtico em outras, 0 que sugere que a sensibilida-
de ao NO varia de uma célula para outra. As razdes para isto
ndo estdo ainda bem esclarecidas, mas podem depender da
importancia relativa dos centros Fe-S em vdrias enzimas, em
diferentes células®,

Uma doenga conhecida como choque séptico, que é fatal
em mais de 50% dos casos e ameaga a vida de aproximada-
mente 300.000 pessoas anualmente nos Estados Unidos, € cau-
sada por niveis muito elevados de bactérias circulando no san-
gue. Esta situacfio ativa a resposta imunolégica, estimulando a
sintese de i-NOS pelos macréfagos e, consequentemente, au-
menta a concentragdo de 6xido nitrico. O NO produzido em
quantidades excessivas, ndo apenas destrdi as células invaso-
ras, como também provoca vasodilatagdo, o que conduz a uma
queda na pressdo sanguinea e a um colapso vascular. Esta si-
tuagdo ¢ critica devido ao fato de que muitos pacientes ndo
respondem as drogas vasoconstrictoras que sdo normalmente
usadas para elevar a press@o sanguinea. Assim, a procura por
novas drogas que possam reduzir os niveis de 6xido nitrico
nesta e em outras doengas ¢ um grande desafio para a quimica
farmac@utica e uma drea potencialmente lucrativa para a indds-
tria farmac@utica®?6-52:64-66,

CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS
Nio hé divida que estudos recentes revelaram importantes

fungoes fisioldgicas desempenhadas pelo 6xido nitrico e, con-
sequentemente, mostraram que um grande nimero de doencas
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pode estar relacionada com o seu baixo ou alto nivel no orga-
nismo. A constatagdo deste fato conduziu a um grande interes-
se no desenvolvimento de drogas capazes de gerar ou inibir a
sua produgéio no meio bioldgico.

Tendo-se conhecimento de que a formagfo do éxido nitrico &
regulada por enzimas especificas, pode-se inibir a sua produgdo
com drogas inibidoras destas moléculas. Esta € a abordagem,
via quimica orgnica, encontrada para o problema, e muitos ci-
entistas estdo tentando modelar inibidores de enzimas potentes ¢
seletivos. Esta estratégia vem sendo usada na tentativa de solu-
cionar os problemas gerados pelo choque séptico. Infelizmente,
os inibidores empregados nestes casos provocaram uma série de
efeitos colaterais, afetando a circulagio sanguinea dentro dos
orgdos, notadamente nos pulm(')esm'“. Isto ocorre provavelmen-
te porque além de inibir a produgio excessiva do 6xido nitrico
pelas iNOS eles também inibem a produgio do 6xido nitrico
pelas eNOS. Muitos laboratérios académicos e comerciais estdo
tentando produzir inibidores seletivos de iNOS, mas até o mo-
mento, pouco se tem conseguido neste sentido’?,

Uma outra estratégia, via quimica inorgénica, vem sendo
explorada por Fricker e colaboradores, na tentativa de reduzir
o nivel de éxido nitrico produzido pelas enzimas iNOS. Saben-
do-se que o 6xido nitrico liga-se facilmente a determinados
metais de transigfo, alguns complexos metélicos foram exami-
nados como possiveis aprisionadores de NO e observou-se que
o complexo de ruténio denominado JM1226, K[Ru(Hedta)Cl]
(Figura 7) apresenta-se como um potencial e eficiente captura-
dor de NO em sistemas biol6gicos™,

o
COOH
o

Figura 7. Estrutura do complexo denominado JM1226, K[Ru(Hedta)Cl].

Finalmente, conclui-se que muitas e significativas foram as des-
cobertas sobre as fungdes bioldgicas do 6xido nitrico e que trata-
mentos para as doengas por ele causadas necessitam ser desenvol-
vidos. Felizmente o conhecimento que se tem atualmente da fisio-
logia e da quimica do NO nos permite vislumbrar uma solugfo a
prazo niio muito distante para este ainda complexo problema.
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