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resumo

Oxido nitrico O é6xido nitrico (NO) é um radical livre, gasoso, inorganico, incolor, que possui sete elétrons do

Oxido nitrico sintase nitrogénio e oito do oxigénio, tendo um elétron desemparelhado. Até meados da década de 1980, o
NO era considerado apenas membro de uma familia de poluentes ambientais indesejaveis e

Radicais livres
carcinégenos potenciais. Atualmente, o NO constitui um dos mais importantes mediadores de

Estresse 0xidativo processos intra e extracelulares. Este radical é produzido a partir da L-arginina, por uma reacao
mediada pela enzima NO-sintase constitutiva (c-NOS) e induzivel (i-NOS). O NO apresenta um papel
dibio, as vezes benéfico, outras vezes prejudicial ao organismo. Esta envolvido no relaxamento

vascular e tem um papel de grande importéncia na protecdo do vaso sangiineo. Constitui um
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importante mediador citotxico de células imunes efetoras ativadas, capaz de destruir patégenos e
células tumorais. Possui, ainda, um papel como mensageiro/modulador em diversos processos
biolégicos essenciais. No entanto o NO é potencialmente tdxico. A toxicidade se faz presente T —
particularmente em situaces de estresse oxidativo, geracdo de intermediarios do 343
oxigénio e deficiéncia do sistema antioxidante. A determinacéo laboratorial do NO é complexa, e a
caracterizacao de ativadores e inibidores especificos da sintese de NO constitui o novo desafio para o

entendimento e o tratamento de varias doencas. Estudos envolvendo o NO tém sido um dos

principais alvos da industria farmacéutica.

abstract

Nitric oxide (NO) is an inorganic and incolor free radical gas containing seven electrons from nitrogen and | Nitric oxide
eigth from oxigen and one unpaired electron. Until midlle of 1980 decade, NO was considered as a member
of an undesiderable and envirommental poluents family and as a potential carcinogen agents. At the
moment, NO constitutes one of the most important mediators of intra and extra cellular processes. This
radical is produced from the L-arginine envolving a reaction mediated by constitutive and inducible NO | stress oxidative
synthase. NO presents a dubious role, sometimes it brings benefits, sometimes it is harmful. It is envolved in
the vascular relaxing and it protects the blood vessels. It constitutes an important cytotoxic mediator on
immune activated cells capable of killing pathogenic agents and tumor cells. It also has a role as messager/
modulator in a variety of essential biological processes. However, NO is a potentially toxic agent, whose
toxicity could be particulary denoted in stress oxidative conditions, by the generation of O, intermediates and
antioxidant system deficiency. Laboratory measurement of NO is complex and the characterization of specific
activators and inhibitors of the NO synthesis constitutes the new challenge for a better comprehension and
treatment of a number of pathologies. NO studies have been one of the main target for pharmaceutical
industries.

Nitric oxide synthase
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Introducéo

O éxido nitrico (NO) constitui uma das menores e mais
simples moléculas biossintetizadas (45). O NO é um radi-
cal livre, gasoso, inorganico, incolor, que possui sete elé-
trons do nitrogénio e oito do oxigénio, tendo um elétron
desemparelhado (4).

Até meados da década de 1980, o NO era considera-
do apenas membro de uma familia de poluentes ambien-
tais indesejaveis e carcinégenos potenciais (26). O inte-
resse pelas funcdes bioldgicas do NO foi conseqliente ao
desfecho, praticamente simultaneo, de trés linhas de pes-
quisa, absolutamente independentes, que culminou com
um ponto em comum, o envolvimento desta molécula no
processo em questdo.

A primeira linha de pesquisa constava da investiga-
céo do papel do endotélio vascular no processo de rela-
xamento do vaso sangiiineo. O interesse por esta ques-
tdo teve origem nas conclusdes de Furchgott e Zawadzki
(15) de que a acdo de alguns vasodilatadores, como a
acetilcolina, era inteiramente dependente da presenca
do endotélio intacto e envolvia a liberacdo de um fator
essencial para o relaxamento vascular, o qual chamaram
de endothelial-derivated relaxing factor (EDRF). Rapoport
e Murad (53) propuseram que o mecanismo pelo qual o
EDRF causava o relaxamento vascular era mediado pela
guanosina monofosfato ciclica (GMPc). Cerca de sete
anos apo6s a descoberta do EDRF, estudos detalhados da
sua acdo bioldégica nos vasos (24, 44, 50) e nas plaquetas
(52) demonstraram que este composto era idéntico ao
NO. Curiosamente, dez anos antes, dois grupos de pes-
quisadores, Katsuki et al. (28) e Schultz et al. (57), bus-
cavam um respaldo cientifico para uma conduta tera-
péutica introduzida, empiricamente, pela medicina
chinesa ha mais de cem anos. Tratava-se do uso de nitra-
tos organicos e de nitroglicerina como tratamento da
angina pectoris, da insuficiéncia cardiaca congestiva, da
hipertensdo pulmonar e de outras complica¢des vascula-
res. Ambos os grupos concluiram que nitratos organicos
induzem a um aumento dos niveis de GMPc dependente
da dose e que estes compostos eram, a principio, inati-
vos, mas sua metabolizacdo resultava na producdo de
NO. Posteriormente, esses investigadores concluiram que
0 NO era a molécula efetora comum a todos os nitrovaso-
dilatadores, que resultava na dilatacdo das artérias
coronarias, melhorava o suprimento sanglineo ao cora-
¢do e, conseqiientemente, aliviava os sintomas. Katsuki
et al. (28) demonstraram que o mecanismo pelo qual
estes compostos causavam vasodilatacdo envolvia a ati-
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vacdo da enzima guanilato ciclase (GC), mediada por
NO, e o conseqiiente acimulo de GMPc. E oportuno
comentar que a trinitroglicerina é o composto ativo da
dinamite e que, ironicamente, seu inventor, Alfred
Nobel, embora relutante, teve que autorizar seu médi-
co a lhe administrar nitroglicerina internamente quan-
do foi acometido por uma crise de angina (59). As con-
clusdes de Katsuki et al. (28) e de Rapoport e Murad
(53) estabeleceram definitivamente a importancia do
NO, ex6geno ou enddgeno, no processo de relaxamento
vascular.

A segunda linha de pesquisa tratava da questdo da
producdo de d6xidos de nitrogénio pelos mamiferos.
Schmidt e Walter (56) relataram que no inicio do século
foi sugerido que os mamiferos produziam éxidos de ni-
trogénio, quando se demonstrou que a quantidade elimi-
nada destes compostos excedia a quantidade ingerida. Esta
observacdo, entretanto, foi ignorada até o final da década
de 1970. Durante todo este periodo, acreditou-se que 6xi-
dos de nitrogénio inorganicos eram produzidos somente
por bactérias, via reacdes de nitrificacéo e denitrificacdo,
e que, em mamiferos, estes compostos derivavam da die-
ta (61). Bredt e Snyder (59) citaram que a constatacao de
que o organismo humano era capaz de converter nitrato
(NO3") e nitrito (NO,") da dieta em nitrosaminas
carcinogénicas, apds a reacdo do NO,” com aminas, foi
recebida com grande temor, levando a altera¢des nos ha-
bitos alimentares, de onde bacon e outros alimentos cura-
dos foram excluidos. Um maior impacto ocorreu quando
foi demonstrado que camundongos e seres humanos ali-
mentados com uma dieta pobre em NO3™ excretavam
quantidades substanciais deste composto, comprovando,
de modo inquestionavel, a producéo enddgena de NO3”
nos mamiferos (19). Posteriormente foi demonstrada a pro-
ducdo de NO3™ em camundongos isentos de germes (19),
e um estudo do balan¢co metabdlico comprovou a
biossintese de NO3;™ em homens saudaveis (18).

As observacbes de que altas concentracdes de NO3~
eram um achado constante em criancas com diarréia agu-
da de etiologias diversas sugeriram, pela primeira vez, uma
associacdo entre a producdo de NO3™ e o sistema imuno-
I6gico (21). As observacdes de que animais portadores de
uma deficiéncia de macréfagos apresentavam baixa ex-
crecdo de NO3 reforcaram a relacdo entre o sistema imu-
ne e NO3™ (59). Estes dados, aliados a demonstracéo da
producdo de NO3™ e NO,™ por macréfagos de rato in vitro,
em resposta ao lipolissacarideo de Escherichia coli, estabe-
leceram, de forma definitiva, uma associacdo entre a pre-
senca de macréfagos, a resposta imune e a sintese de NO3”
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(60). Estudos subseqlientes, desenvolvidos por Hibbs et
al. (22), esclareceram a origem do NO3’, estabelecendo a
L-arginina como o aminoéacido essencial para a sua pro-
dugdo. Esses pesquisadores estudaram os mecanismos
envolvidos nas reacdes citotéxicas mediadas por macré-
fagos e verificaram que as atividades tumoricida e
bactericida dos macréfagos eram dependentes de
L-arginina e inibidas por um analogo desta, a N°-
monometil-L-arginina (L-NMMA). Desta forma, demons-
traram que o NO3™ e 0 NO,™ ndo eram os responsaveis
pela citotoxidade dos macréfagos e sugeriram a existén-
cia de um precursor destes compostos na cultura. Palmer
et al. (49) demonstraram que a L-arginina era o precursor
fisiolégico do NO nas células endoteliais. Com base nesta
informacdo, varios grupos de investigadores suspeitaram
que o NO era o provavel precursor da sintese de NO3™ e
NO," em macréfagos. Subseqlientemente, esta hiptese
foi comprovada e ficou demonstrado que o NO € o prin-
cipal mediador citotoxico de células imunes efetoras
ativadas e constitui a mais importante molécula regulado-
ra do sistema imune (23, 39).

A Gltima linha de pesquisa referida estava associada a
investigacdo do mecanismo de acdo de neurotransmisso-
res. Ferrendelli et al. (14) demonstraram que o glutamato,
um conhecido neurotransmissor, provocava um aumento
de GMPc no sistema nervoso central. Miki et al. (40) de-
monstraram a ativacdo da guanilato ciclase cerebral pelo
NO. Nessa mesma época, foi constatada a presenca de
um fator endégeno, de baixo peso molecular, capaz de
ativar a GC em sinaptossomas do cérebro de rato (10,
66). Posteriormente, o ativador endégeno da GC em cé-
lulas de neuroblastoma foi identificado (11). Naturalmen-
te, nessa época ndo havia, ainda, qualquer conhecimento
do NO como molécula mensageira e tampouco da sua
formacdo a partir da arginina. O estabelecimento da via
L-arginina:NO(49) e do paralelismo entre sintese de NO e
acimulo de GMPc (53) nas células endoteliais levou vari-
0S grupos a pesquisar a existéncia desta via no sistema
nervoso central. Em 1989, foi confirmada a producao de
NO no sistema nervoso (6, 30) e demonstrado que o
glutamato é o mediador da liberacédo de NO por recepto-
res N-metil-d-aspartato (NMDA) estimulados (16). No ano
seguinte, foi isolada do cerebelo de rato e purificada uma
isoforma da enzima responsével pela formagdo de NO, a
6xido nitrico sintase (NOS).

O desfecho comum dessas trés linhas de pesquisa fez
com que o NO passasse da condicdo de molécula sem
importancia biol6gica e pouco estudada para a de um dos
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mais importantes mediadores de processos intra e extrace-
lulares. Nas duas Gltimas décadas, o NO tem sido alvo de
uma infinidade de estudos e esta constantemente surpre-
endendo a comunidade cientifica, dada a quantidade de
processos biol6gicos em que esta envolvido.

Sintese e inibicdo

A sintese do NO resulta da oxidacdo de um dos dois
nitrogénios guanidino da L-arginina, que é convertida em
L-citrulina. Esta reacdo € catalisada pela enzima NO-sintase
(NOS) (37, 43). Uma variedade de isoformas de NOS tem
sido purificada em diferentes tecidos de mamiferos e mui-
tas ja tiveram seus genes clonados. Estudos bioquimicos e
andlise seqliencial de aminodacidos revelaram que estas
isoformas representam uma familia de proteinas e, apa-
rentemente, sdo produtos de trés genes distintos. Assim,
as isoformas da NOS sdo agrupadas em duas categorias, a
NOS constitutiva (c-NOS), dependente de fons célcio
(Ca*™) e de calmodulina, que esta envolvida na sinaliza-
cdo celular, e a NOS induzivel (i-NOS), produzida por
macréfagos e outras células ativadas por citocinas (38, 43).

A c-NOS e a i-NOS diferem quanto ao peso molecular,
a forma de ativacéo e a capacidade de sintese de NO (38)
e ja foram caracterizadas, purificadas e tiveram os genes
clonados (5, 35, 48). A isoforma constitutiva compreende
a NOS neuronal (n-NOS, tipo I), presente normalmente
nos neurdnios (6, 30), e a NOS endotelial (e-NOS, tipo
), presente normalmente nas células endoteliais vascu-
lares (43) e nas plaquetas (51). As isoformas da NOS estdo
esquematizadas na Figura 1.

A ¢-NOS produz pequenas quantidades de NO, da

ordem de nano ou picomols, e sua ativacdo depende da
interacdo com a calmodulina, que, por sua vez, é contro-

Oxido nitrico sintase (NOS)

e-NOS  n-NOS i-NOS

Figura 1 - Isoformas da NO-sintase
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lada pelos niveis de Ca*™ (38, 43). A i-NOS néo é expres-
sa sob condicdes normais, é induzida por citocinas e/ou
endotoxinas em uma variedade de células, incluindo-se
macréfagos, linfocitos T, células endoteliais, midcitos,
hepatdcitos, condriécitos, neutréfilos e plaquetas (43). Esta
isoforma requer algumas horas para ser expressa, mas, uma
vez sintetizada, libera quantidades maiores de NO que a
¢-NOS e a producéo deste continua indefinidamente até
que a L-arginina ou os co-fatores necessérios para sua sin-
tese sejam depletados ou ocorra a morte celular (13).

A sintese de NO, esquematizada na Figura 2, envol-
ve duas etapas. Na primeira, ocorre a hidroxilacdo de
um dos nitrogénios guanidinos da L-arginina para gerar
NG-hidroxi-L-arginina (NHA). Esta reacdo utiliza NADPH
e oxigénio (O,) e, provavelmente, envolve o complexo
heme da NOS. Na segunda etapa, ocorre a conversao da
NHA em NO e citrulina. Flavina adenina dinucleotideo
(FAD), flavina mononucleotideo (FMN) e a tetraidro-
biopterina (BH,) sdo utilizados como co-fatores na rea-
cao (38, 39).

Todas as isoformas de NOS podem ser inibidas
por analogos da arginina N-substituidos, como a
NG-monometiI-L-arginina (L-NMMA), N-imino-etil-L-
ornitina (L-NIO), NC-amino-L-arginina (L-NAA), NC-nitro-
L-arginina (L-NA) e o metil éster correspondente, o
NC-nitro-L-arginina-metil-éster (L-Name). Estes an&logos
competem com a L-arginina e agem como inibidores
estereoespecificos da NOS (43, 54). Além destes inibidores,
a aminoguanidina é também capaz de inibir a NOS e
apresenta uma relativa seletividade para i-NOS (61). Varios
destes inibidores tém sido utilizados em estudos da funcéo
do NO, tanto em células isoladas como in vivo.

Mecanismo de a¢do do NO

NO produzido pela e-NOS

O NO produzido pelas células endoteliais tem um pa-
pel essencial no processo de relaxamento do vaso sangiii-

HZNYNHQ HQNYN—OH HN_ 0
NH NH NH
NADPH | NADPH + 0
02 02
+ + +
H3N” C00° HeN” €00~ HsN” “C00°
L-arginina N-hidroxi-L-arginina L-citrulina Oxido nitrico

Figura 2 - Reagdo catalisada pela NO-sintase
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neo. Em condigdes fisiolgicas, o relaxamento vascular
ocorre quando receptores da membrana das células endo-
teliais sdo ativados por estimulos solGveis (incluindo-se
acetilcolina, bradicinina, adenosina difosfato, substancia
P, serotonina e outros) ou quando hd um aumento do
atrito exercido pelas células circulantes sobre a camada
endotelial (shear-stress), levando a ativacdo da e-NOS pre-
sente nestas células e a conseqliente produgdo de NO (7).
A e-NOS estd estrategicamente ancorada a membrana da
célula endotelial, o que favorece a presenca de grandes
quantidades de NO préximo a camada muscular do vaso
e as células sangliineas circulantes. Em resposta a agonistas
como a bradicina, ocorre a fosforilacdo da e-NOS, deter-
minando sua translocacdo para o citosol. Este mecanismo
provavelmente tem um papel na regulacdo da producéo
de NO in situ e na sua atividade biolégica (41). O NO
produzido na célula endotelial difunde-se rapidamente
para a célula muscular e para o limen vascular. A difusao
rapida e a facilidade com que esta molécula penetra em
outras células, gracas ao seu pequeno tamanho e a sua
caracteristica lipofilica, sdo cruciais para o entendimento
das suas atividades bioldgicas (43). No interior da célula
muscular, o NO interage com o ferro do grupo heme da
enzima guanilato ciclase, acarretando uma alteracdo da
conformacao desta enzima, tornando-a ativa (GCa). A GCa
catalisa a saida de dois grupamentos fosfato da molécula
de guanosina trifosfato (GTP), resultando na formacao de
guanosina monofosfato ciclica (GMPc). O sistema GC-
GMPc parece ter uma importancia central para a acdo fisi-
olégica do NO (34, 59). A Figura 3 esquematiza a forma-
¢ao de GMPc mediada por NO.

O aumento da concentracdo de GMPc na célula mus-
cular resulta no relaxamento desta célula. O mecanismo
de relaxamento envolve a diminuicdo da entrada de Ca™™
para a célula, a inibicdo da liberacao de Ca*™ do reticulo
endoplasmatico e o aumento do seqiestro de Ca*™ para
o reticulo endoplasmatico (17). O mecanismo pelo qual o
NO é removido da GC apés ocorrer a vasodilatacdo ne-

GC » GCa

Figura 3 - Formagdo de guanosina monofosfato ciclica (GMPc), a partir da
guanosina trifosfato (GTP), mediada por NO
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cessdria € desconhecido. Sabe-se que a producao de GMPc
é interrompida segundos apés a remogao do NO da enzima
guanilato ciclase (4).

O NO que deixa a célula endotelial em direcado a cor-
rente sangiiinea pode penetrar nas plaquetas, especial-
mente nas que se encontram justapostas a parede do vaso
ou nas hemacias. No interior das plaquetas, de modo ana-
logo ao discutido para a célula muscular, o NO promove
um aumento de GMPc e a consequente diminuicdo do
Ca™™ livre. Como o Ca™™ é essencial para o processo de
ativacdo plaquetéria, esse processo estara inibido (65). As
plaquetas humanas possuem e-NOS e sdo também pro-
dutoras de NO. Tanto o NO oriundo das células endoteliais
quanto o produzido endogenamente sdo importantes no
controle da fungdo plaquetaria (51, 62). Das et al. (9) su-
geriram que a propriedade de inibir a agregacdo pla-
quetaria apresentada pelo alho resulta da sua capacidade
de estimular a c-NOS.

Se 0 NO penetra nas hemécias, ele é eliminado atra-
vés de sua reacdo com o ferro da hemoglobina, tanto oxi-
genada (Hb-O,) quanto desoxigenada (65).

* Hb-O, + NO — Metemoglobina (metHb) + NO3~
* Hb + NO — Nitrosil-hemoglobina (NO-Hb)
* NO-Hb + O, — MetHb + NO3”

Recentemente, o citrato de sildenafil mostrou-se efi-
caz para tratamento da disfuncdo erétil. A acdo deste
medicamento se da pela inibicdo potente e seletiva da
enzima fosfodiesterase tipo 5 (PDES5), que promove a de-
gradacdo da GMPc. Assim, o citrato de sildenafil promo-
ve a manutencdo de niveis elevados de GMPc, responsa-
vel pelo relaxamento da musculatura lisa do corpo
cavernoso do pénis, facilitando a erecdo e mantendo-a
por mais tempo.

NO produzido pela i-NOS

O NO resultante da ativacdo da i-NOS possui acao
citotoxica e citostatica, promovendo a destruicdo de mi-
crorganismos, parasitas e células tumorais. A citotoxidade
do NO resulta da sua acdo direta ou da sua reacdao com
outros compostos liberados durante o processo inflama-
tério. A base bioquimica para a acéo direta do NO consis-
te na sua reacdo com metais (especialmente o ferro) pre-
sentes nas enzimas do seu alvo (26, 43). Desta forma, sao
inativadas enzimas cruciais para o ciclo de Krebs, para a
cadeia de transporte de elétrons, para a sintese de DNA e
para o mecanismo de proliferacdo celular. Em processos
infecciosos, células ativadas como macréfagos, neutréfilos
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e células endoteliais secretam simultaneamente NO e in-
termedidrios reativos do oxigénio, e a acédo citotéxica in-
direta do NO consiste, principalmente, na sua reacao com
esses intermediarios do oxigénio. Uma acgdo téxica coo-
perativa de NO e anion superéxido (O,") resulta na for-
macdo de peroxinitrito (ONOQO"), um poderoso oxidante
de proteinas. O ONOO™ pode, posteriormente, protonar-
se na presenca de fon hidrogénio (H™), originando um
radical altamente reativo e toxico, o hidroxil (HO"), au-
mentando efetivamente a acdo téxica do NO e do O,
(4). A célula produtora de NO e sua vizinhanga néo estdo
a salvo da toxicidade dessa molécula, podendo ser
destruidas. Evidéncias estdo se acumulando no sentido
de admitir que o NO contribui para algumas condi¢des
patolégicas como asma (20), artrite reumatdide (55),
lesdes aterosclerdticas (8), tuberculose (47), esclerose
multipla (3), Alzheimer (63) e gastrite induzida por
Helicobacter pylori (36).

Oxido nitrico e vasoprotecéo

Atualmente, estd bem estabelecido que o NO resul-
tante da e-NOS tem um papel crucial na protecdo do vaso
sangliineo. Esta acdo esta associada a:

Manutencao do tonus vascular

O tdnus vascular € normalmente mantido por uma
constante liberacdo de quantidades infimas de NO sem-
pre que ha um aumento do atrito exercido pelas células
circulantes sobre a camada endotelial do vaso (shear-stress),
resultando em uma discreta vasodilatacdo (64). Além dis-
s0, a pressao sanglinea e o fluxo pulsatil contribuem para
regular a liberacdo de NO em condigdes fisiologicas (46).

Regulacdo da pressdo sanglinea

Experimentos com modelos animais comprovam que
ainibicdo de NO resulta em um aumento drastico da pres-
sao arterial (46).

Prevencdo da agregagdo plaquetaria
Através da elevacdo da GMPc e da diminuicdo do Cat™
intraplaquetério (62).

Inibicdo da adeséo de mondcitos e neutrofilos ao endotélio
vascular

A adesado de neutréfilos ao endotélio vascular € um
complicador importante para a patogénese da ateroscle-
rose. A adesdo depende da expressdo de moléculas de
adesao na superficie da célula endotelial, como a molécu-

€002 ‘v U ‘6€ A ‘olIdUE( Bp Oy

347

[elio1eI0gR T BUIDIPAIN B BIB0j01ed op OJls|iSeld [eulor



Rio de Janeiro, v. 39, n. 4, 2003

348

Jornal Brasileiro de Patologia e Medicina Laboratorial

Revisdo sobre dxido nitrico

la de adesdo da célula vascular (VCAM-1), a molécula de
adesdo intercelular (ICAM), a proteina quimiotatica de
mondcitos (MCP-1), a selectina e as citocinas. Estas molé-
culas sdo expressas quando hd um aumento do estresse
oxidativo na célula endotelial. Doadores de NO tém mos-
trado potentes inibidores da adesdo de mondcitos e neu-
tréfilos a camada endotelial (32).

Efeito antiproliferativo

A proliferacdo das células da camada muscular do vaso
tem um papel-chave no estreitamento da luz vascular. Um
estimulo proliferativo é o fator de crescimento derivado
das plaquetas (PDGF). Nesse processo, as células da ca-
mada muscular apresentam alteracdes importantes da sua
funcdo, com perda da atividade contratil. As células mus-
culares podem migrar para a intima, contribuindo para a
hiperplasia desta. Tem sido demonstrado que o NO pro-
duzido pelo endotélio vascular ou oriundo de doadores
ex6genos é capaz de inibir a proliferacdo da camada mus-
cular, embora o mecanismo de atividade antiproliferativa
ndo esteja completamente esclarecido (17, 58).

Efeito antioxidativo

O estresse oxidativo do vaso contribui para as doen-
cas tromboemboélicas. O NO produzido pela e-NOS induz
a producdo da enzima superdxido dismutase (SOD) na
camada muscular do vaso e extracelular, diminuindo o
O, disponivel e, conseqlientemente, a producdo de
ONOO'". O NO também induz a sintese de ferritina, que
se liga a fons ferro livres e previne a geracdo de O,". Por
outro lado, na presenca da placa aterosclerética, os ma-
créfagos ativados produzem O,", expressam i-NOS e pro-
duzem NO. Desta forma, sdo produzidos ONOO™ e OH",
comprometendo, ainda mais, a integridade tissular, favo-
recendo a ativacdo da coagulacdo e contribuindo para a
obstrucdo da luz vascular (65).

Determinacao laboratorial de NO

A deteccdo do NO em amostras bioldgicas representa
um desafio, em funcdo da infima concentracdo e da meia-
vida extremamente curta deste composto, cerca de 4 a 6
segundos no plasma e 10 a 60 segundos nos tecidos (2, 29).
Diversos métodos utilizando as mais avancadas tecnologias
tém sido propostos na literatura para determinacao de NO,
tanto direta quanto indiretamente, através de ensaios que
reflitam a sua presenca. A determinacéo direta de NO é ob-
tida utilizando-se metodologias complexas (como a resso-
nancia eletrénica para- magnética (EPR) e a quimio-
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luminescéncia) e por deteccéo eletroquimica, utilizando
sensores intravasculares (2, 29). A determinac@o indireta pode
ser feita por dosagem plasmatica ou urinaria de nitrato e
nitrito (produtos da reacdo do NO com o oxigénio), da GMPc,
do co-produto (L-citrulina), da deteccdo de nitrosil
hemoglobina (NO-hb) nas hemacias circulantes, da quanti-
ficacdo histoquimica da NOS, da determinacéo da atividade
da NOS, da avaliacdo de suas acdes fisiol6gicas, como o rela-
xamento vascular e a inibicdo da agregacéo plaquetéria, do
uso de inibidores da NOS e da deteccado de residuos de 3-
nitrotirosina, formados pela acdo do ONOO™ sobre os resi-
duos tirosina das proteinas. O turn-over de proteinas conten-
do residuos 3-nitrotirosina gera residuos livres de
3-nitrotirosina (2, 12, 29).

Na prética clinica almeja-se encontrar um marcador
de inflamacdo e destruicdo celular, e a detec¢do de 3-nitro-
tirosina por HPLC tem sido um marcador promissor. A
dosagem no plasma ou no liquido sinovial de 3-nitro-
tirosina reflete a exposicdo ao ONOO™ proveniente da re-
acdo do NO e O, (27).

Consideracoes finais

O NO derivado das células endoteliais é atualmente
considerado essencial para a homeostase vascular e tem
sido o alvo para a prevencdo de doencas cardiovascula-
res. O NO é o principal mediador citotoxico de células
imunes efetoras ativadas e constitui a mais importante
molécula reguladora do sistema imune. Tem um papel
como mensageiro/modulador em diversos processos bio-
l6gicos essenciais. No entanto o NO é potencialmente
toxico. A toxicidade se faz presente, particularmente, em
situacdes de estresse oxidativo, geracdo de intermediarios
do oxigénio e deficiéncia do sistema antioxidante.

O uso de inibidores de NO tem mostrado um efeito
benéfico em vérias patologias. Na artrite induzida experi-
mentalmente em animais, ocorre uma atenuacdo dos si-
nais clinicos e histolégicos da doenca (42). Na glomerulo-
nefrite, ha uma diminuicdo da deposicao de complexos
imunes nos rins, levando a uma consideravel melhora cli-
nica (42). No diabetes dependente de insulina (tipo 1),
induzido imunologicamente, estudos demonstraram que
a destruicdo de células pancreéticas beta é mediada pelo
NO e as primeiras tentativas de inibir a i-NOS foram ani-
madoras (31). No transplante renal, foi obtida uma me-
Ihora substancial dos sinais clinicos de rejeicdo ap6s a ini-
bicdo seletiva da i-NOS (1). No choque séptico, a inibi¢cdo
seletiva da i-NOS foi benéfica (61).



Dusse et al.

O campo esta aberto para investigacdo do papel
do NO em circunstancias diversas, e o nimero de pu-
blicacGes relacionadas a esta molécula tem aumentado
exponencialmente. A determinacdo de ativadores e ini-
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bidores especificos da sintese de NO constitui o novo
desafio para o entendimento e o tratamento de varias
doencas, e tem sido um dos principais alvos da indis-
tria farmacéutica.
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