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RESUMO - O ¢6xido nitrico ¢ um mediador gasoso responsavel por uma variedade de fenomenos
fisiologicos. A l-arginina ¢ a precursora da sintese do 6xido nitrico, na presenca de dxido nitrico-
sintase. Este artigo revé as func¢des das 6xido nitrico-sintases e como o 6xido nitrico atua na
permeabilidade vascular e na sindrome de isquemia e reperfusdo, assim como possiveis métodos

para sua mensurac;ﬁo.

DESCRITORES — Oxido nitrico. Permeabilidade vascular.

INTRODUCAO

Em 1980, FURCHOGOTT E ZAWADZKI!
demonstraram que o relaxamento vascular induzido por
acetilcolina foi dependente da presenca do endotélio e
evidenciaram que este efeito foi mediado por um fator
humoral 1abil, mais tarde conhecido como fator de
relaxamento dependente do endotélio (EDRF).

Em 1987 foi demonstrado que esse fator de
relaxamento derivado do endotélio era um radical livre,
0 oxido nitrico (NO). PALMER e col. (1987)? sugeriram
que EDRF e 6xido nitrico eram indistinguiveis na
atividade bioldgica, estabilidade quimica e
susceptibilidade a inibidores ou potencializacdo e que
ambos tinham sua agdo inibida pela hemoglobina e
potencializada por superoxido dismutase. Porém, alguns
autores alegaram que a forma ativa do EDRF ndo era o
NO, mas um precursor do NO ou um tiol derivado do
NO?3. O 6xido nitrico foi escolhido como a molécula
do ano de 19924,

O o6xido nitrico pode ser um oxidante ou um
redutor dependendo do meio em que ele estd e ¢é
rapidamente destruido pelo oxigénio®, sendo que sua
oxidagdo produz nitrito e nitrato®. O NO tem o menor
peso molecular de qualquer produto de secregéo celular

de mamiferos; sua meia-vida ¢ curta e a especificidade
de suas reacgdes ¢ minima’. O NO ¢ citotoxico e
vasodilatador® e modula reagdes inflamatorias ou
antiinflamatorias, dependendo do tipo celular e do
estimulo’.

A molécula do NO tem um elétron ndo pareado e
reage facilmente com oxigénio, radical superéxido, ou
metais de transi¢do, como ferro, cobalto, manganés
ou cobre®. O NO tem alta afinidade com o heme,
encontrado em proteinas intracelulares (6xido nitrico-
sintase, cicloxigenase e guanilato ciclase) e também
liga-se a grupos -SH, formando tiol'%; é um gas incolor
e estavel, moderadamente solivel em 4gua e sua meia-
vida varia de 3 a 60 segundos, mas pode ser maior
devido ao ambiente do NO, concentragdo de O, € O--
6,11—16‘

Parece que o0 NO exerce maior efeito na imunidade
inespecifica do que na especifica, exibindo atividade
citostatica ou citocida contra uma notavel amplitude
de microorganismos patogénicos® !’.

PRODUCAO DE OXIDO NiTRICO

Virias células utilizam a arginina para sintetizar o
oxido nitrico'®?. Nas células do endotélio vascular, na
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presenca de oxigénio molecular, o terminal guanidino
nitrogenado da L-arginina produz o radical livre gasoso,
NO, e L-citrulina em um processo catalisado pela enzima
6xido nitrico-sintase'.

O NO atravessa o espago do endotélio para o
musculo liso vascular e estimula diretamente a enzima
guanilato ciclase soluvel e a conseqiiente formagdo de
c¢GMP (monofosfato ciclico de guanosina) intracelular,
resultando no relaxamento das células da musculatura
lisa vascular'>*' (Figura 1).
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FIGURA 1 - Mecanismo de vasodilatagdo mediado pelo 6xido
nitrico (NO), em resposta a varios estimulos, como bradicinina
ou acetilcolina. A enzima 6xido nitrico-sintase constitutiva
(cNOS) utiliza o oxigénio molecular (O,) e 0 aminoacido l-arginina
para formar o NO. O NO ativa a guanilil ciclase nas células da
musculatura lisa vascular, aumentando o nivel de monofosfato
ciclico de guanosina (cGMP), produzindo relaxamento e
vasodilatacdo. Adaptado de FARREL e BLAKE, 19962

Quando o ¢cGMP esta alto, o calcio intracelular
aumenta, relaxando a células e a vasodilatacdo se de-
senvolve. A vasodilatagdo se mantém enquanto a difusdo
do NO para a musculatura lisa vascular estiver ocorren-
do. Um aumento no fluxo de NO para a musculatura
lisa vascular provoca maior relaxamento celular e maior
vasodilata¢do. Se a formagdo de NO diminui, ocorre
uma vasoconstrigdo moderada'®. O efeito vasodilatador
do NO parece ser mantido por estimulos fisicos do
fluxo pulsatil e for¢a de cisalhamento nas células
endoteliais vasculares®.

O NO também pode ser produzido pelas células
musculares lisas, podendo regular a atividade dessas
células por um mecanismo dependente da GMPc*.
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A interacdo do NO com a guanilil ciclase solavel
provoca muitos efeitos fisioldgicos e patofisioldgicos.
Entretanto, o NO ou os produtos de sua reagdo com
oxigénio molecular e radicais superoxido podem modi-
ficar diferentes macromoléculas como proteinas, lipi-
dios e acidos nucléicos para produzir tanto efeitos
fisiologicos como patofisiologicos . O NO também pode
reagir diretamente com metais de transigdo®*.

FUNCOES DO OXIDO NITRICO

O NO medeia varios fen6menos, como vasorrela-
xamento dependente do endotélio, citotoxicidade
mediada por macrofagos, inibi¢do da ativagdo, adesdo
e agregacdo plaquetaria, relaxamento do corpo caver-
noso peniano humano, regula¢do da pressdo sangiiinea
basal, depressdo sinaptica a longo prazo, potencializagio
da transmisséo sinaptica a longo prazo, microcirculagéo
medular e glomerular e prevengdo de piloroespasmo
em estenose pildrica hipertrofica infantil. A atividade
do NO foi relatada em endotélio, cerebelo, nervos nao
adrenérgicos ndo colinérgicos (NANC), macrofagos,
neutréfilos, rins, células epiteliais pulmonares, mucosa
gastrintestinal e miocardio®>?%, O NO também pode
ser responsavel pela vasodilatagdo presente na
angiogénese fisiologica ou patologica, como no caso
de tumores®.

No cérebro, o NO participa do aprendizado ¢ da
memoria e pode mediar respostas excitatorias a certos
aminoacidos. No trato gastrointestinal, o NO medeia o
relaxamento ndo adrenérgico ndo colinérgico da muscu-
latura longitudinal e circular do esfincter esofagiano,
estomago, duodeno, intestino delgado e esfincter anal
interno’.

No sistema respiratério, os nervos NANC da mus-
culatura lisa bronquiolar liberam o NO como mediador
do controle neurogénico da broncodilatagdo. No sistema
reprodutor, o NO controla o relaxamento da musculatu-
ra lisa do corpo cavernoso peniano e seus vasos san-
giiineos aferentes. Esse relaxamento muscular e vascu-
lar leva a tumescéncia vascular necessaria a ere¢ao’.

No sistema circulatdrio, em particular na coagula-
¢do sangiiinea, o NO esta envolvido com a cascata
fibrinolitica e trombotica associados com dano endote-
lial, sendo que as propriedades antitromboticas do NO
resultam em parte da inibicdo da adesdo e agregagdo
plaquetaria'*?’. A deficiéncia de NO foi associada com
trombose arterial®’.

Nos vasos sangiiineos, o NO exerce fun¢do na
modulacdo do didmetro vascular e da resisténcia vas-
cular pela sua habilidade em relaxar o musculo liso
vascular. O NO inibe intera¢des de elementos sangiii-
neos circulatérios com a parede do vaso. Uma deficién-



cia de NO pode promover trombose vascular, restenose,
aterogénese ¢ injuria da reperfusdo®**?. A diminuigao
da vasodilatag@o dependente do endotélio pode ser indu-
zida por hipertensdo, diabetes e/ou aterosclerose''. O
NO pode ser um inibidor da adesdo leucocitaria em
microvasos pos-capilares’>34,

Artérias e arteriolas produzem mais NO do que
veias e vénulas, sendo que a vasodilatacdo provocada
pelo cisalhamento ¢ maior em artérias do que em
arteriolas e vasos resistentes!?. Nas artérias, porém nao
nas veias, ha liberacdo continua de NO, mantendo o
tonus dilatador®.

Em condi¢des fisioldgicas, a formagdo de NO pode
estar acima dos niveis basais quando ha aumento do
fluxo sangiiineo e o contato entre sangue e parede esta
facilitado. O aumento no fluxo provoca relaxamento
nas células musculares lisas e dilatagdo do vaso. A
tendéncia das plaquetas em se aderir a parede vascular,
que poderia ser aumentada pelo cisalhamento, também
¢ neutralizada pela elevada formagdo de NO'™.

Resumidamente, em condi¢des basais, em
individuos sadios, ha tonus vasodilatador moderado e
constante, causado pelo NO endotelial se difundindo
para as células da musculatura lisa vascular; se a
formacao basal de NO cessa, aparecera vasoconstrigao.
A baixa formacdo de NO (em varias doencas vasculares)
reduz a perfusdo tecidual e promove a formagdo de
trombo, enquanto a alta formagdo de NO (patoldgico)
produz vasodilatagcdo pronunciada e choque e com a
redugdo da atividade plaquetaria a homeostase fica
prejudicada’.

OXIDO NIiTRICO-SINTASE

A 6xido nitrico-sintase (NOS) é a enzima respon-
savel pela sintese do NO. Trés isoformas de NOS séo
descritas, sendo uma NOS induzida (iNOS) e duas NOS
constitutivas (cNOS)®22,

As 6xido nitrico-sintases estdo presentes no cito-
sol, e sdo inibidas por analogos da L-arginina® e reque-
rem NADPH, tetrahidrobiopterina (BH4), flavina adenina
dinucleotideo (FAD), flavina mononucleotideo (FMN)
¢ heme como cofatores'?.

A isoforma I ou o6xido nitrico-sintase neuronal
(nNOS) ¢ uma NOS constitutiva, presente em neuro-
nios, células epiteliais, SNC e SNPperiférico, sistema
NANC, macula densa do rim, medula adrenal, musculo
esquelético, orgdo sexual masculino, células b pan-
creatica e outros. E calcio-calmodulina dependente e
regula a transmissao sindptica no SNC; atua na regulagéo
central da pressdo sangiiinea, no relaxamento do
musculo liso e na vasodilatagdo via nervos periféricos.

Oxido nitrico. Revisao

Também regula o fluxo sangiiineo cerebral local e esta
envolvida na formacdo da memoria®,

A isoforma II ou 6xido nitrico-sintase induzida
(iNOS) ¢ uma NOS induzida por citocinas e
lipopolissacarideos, no endotélio e musculatura lisa
vascular. Nao ¢é regulada por célcio. Produz grande
quantidade de NO que tem efeito citostatico por inibi¢do
de enzimas contendo ferro, também causando
fragmentacdo de DNA. Atua em parasitas e células
tumorais®.

A isoforma III ou 6xido nitrico-sintase endotelial
(eNOS) ¢ uma NOS constitutiva e produz NO em
endotélio vascular sob condi¢des basais, mas a forga
de cisalhamento produzida pelo fluxo sangiiineo pode
incrementar sua produgdo. O NO liberado no limem
vascular é um potente inibidor de adesdo e agregacio
plaquetaria na parede vascular e também inibe a adesao
de leucocitos ao endotélio vascular, inibe a sintese de
DNA, mitogénese e a proliferacdo de células da
musculatura lisa vascular e, também ¢ responsavel pela
regulacdo da pressdo sangiiinea e contratilidade do
musculo cardiaco®*-%. Sua expressao é restrita a células
endoteliais vasculares, embora existam relatos da sua
localizacdo no hipocampo, sendo sua expressdo em
humanos significantemente suprimida pela hipdxia?.

O NO ¢ sintetizado pela ativagdo da cNOS basal
(em células endoteliais vasculares e neurdnios) segundos
a minutos apds o aumento na concentra¢do de calcio
em resposta a ativacdo de receptores da superficie
celular e mecanismos de transdu¢do de sinal’. Sua
sintese ndo ¢ afetada pela administragdo de glico-
corticoides''. A ¢cNOS apresenta forma monomérica,
¢ calcio-calmodulina dependente e tem peso molecular
de 133 kd. E expressa continuamente na auséncia de
agentes indutores, com sintese basal de concentragio
picomolar'.

Ao contrario, a iNOS nao depende de célcio para
ativagdo, mas a sintese de mRNA da iNOS é necessaria
para sua atividade. A NOS induzida néo ¢ detectavel
em condig¢des basais. LPS ou endotoxinas bacterianas,
junto com citocinas, como TNFa, IL-1b ou IF-g,
induzem a sintese de iNOS, de 2 a 4 horas apos a
exposi¢do ao agente. A iNOS requer sintese protéica
para sua expressao e sua atividade persiste por mais de
24 horas®. E encontrada sob forma de mondmero e
tetrimero com peso molecular de 130 kd".

A indugdo de iNOS pode ser suprimida por TGBb,
IL-4, IL-10 sozinhos ou sinergicamente com macrofa-
gos, por IL-8 e por glicocorticoides, que inibem a
indu¢do, mas néo a atividade das enzimas ja induzidas''.

Segundo DAVIES e col. (1995)'!, ap0s a indugéo,
iNOS ¢ ativa por 20 horas e sintetiza NO em
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concentragcdes nanomolares, 1000 vezes maior que
c¢NOS?%. A indugdo da iNOS ¢ responsavel pelas
propriedades citotoxicas do NOS.

O NO ¢ formado na parede vascular tanto pela
cNOS como pela iNOS. A quantidade de NO produzida
pode determinar se ele é protetorio ou toxico. Embora
pequenas quantidades sejam necessarias para a
homeostasia, grandes quantidades, como aquelas
produzidas na ativacao da iNOS sdo citotoxicas. Porém,
a producdo de grandes quantidades de NO pode ser
importante na defesa contra invasores celulares,
tumores celulares e ainda em lesdes vasculares com
perda endotelial337-%,

A expressao daiNOS € o resultado de uma resposta
inflamatoria localizada ou difusa resultante de uma
infeccdo ou dano tecidual. Assim, onde a resposta
inflamatoria € parte de uma resposta adaptativa (isto €,
infeccdo ou sepse), a expressao de iNOS ¢ benéfica;
quando a expressdo da iNOS ¢ parte da inflamagao
anormal (ndo adaptativa), a expressdo de iNOS pode
ser nociva (isto é, doenca autoimune). Do lado benéfico,
aexpressdo da iNOS resulta em inibigao do crescimento
de patdégenos microbianos. A expressdo de iNOS
também parece proteger tecidos de danos em resposta
inflamatoria aguda sistémica, também chamada de
sepse. A vasodilatagdo resultante da expressao de iNOS
em vasos sangiiineos maximiza a perfusao tecidual em
sepse, embora, se excessiva, a pressdo sangiiinea possa
tornar-se perigosamente baixa. A expressdo de iNOS
em endotoxemia ¢ citoprotetoria, inibindo microtrom-
bose pela prevengdo de adesdo plaquetaria e danos
mediados por radicais. Os efeitos benéficos da expres-
sdo da iNOS podem ser vistos tanto em infecgdes
localizadas quanto em conseqiiéncias sistémicas da
infecgdo. O oposto tem sido relatado em respostas infla-
matdrias cronicas localizadas. A sintese de NO depen-
dente de iNOS por macréfagos no espago subendotelial
e o potencial para sua inibi¢ao por lipoproteinas de baixa
densidade podem ter um impacto na patogénese dos
vasos sangiiineos ateroscleroticos®.

A inibicdo da atividade da iNOS durante sepse pode
aumentar a pressdo arterial, mas a inibicdo da cNOS
endotelial pode acentuar a agregagdo plaquetaria e
aderéncia de leucocitos ao endotélio resultando em
trombose e dano a tecido normal®®,

OXIDO NITRICO E PERMEABILIDADE
VASCULAR

A inibi¢do do NO enddgeno pode provocar
aumento da permeablidade vascular*!, entretanto, a
administragdo exdgena de 6xido nitrico ndo provocou
alteragdo na permeabilidade microvascular®.
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A inibic¢do da producdo de NO provocou redugio
nos niveis de GMPc celular, interrompendo a defos-
forilagdo dependente de GMPc da cadeia de miosina.
Este evento causou contragdo das células endoteliais e
um aumento no tamanho das jungdes celulares interendo-
teliais levando a aumento na permeabilidade micro-
vascular*'*.

Além disso, 0 NO pode ser um importante varredor
fisiologico e/ou inativador do anion superdxido, um
agente oxidante que pode ativar mastocitos. A inibigdo
do NO leva aumento no nivel de antioxidantes ¢ ativagao
de mastocitos que se degranulam e aumentam a
permeabilidade vascular. A degranulagdo de mastdcitos
pode ser inibida pela adi¢do de doadores de NO*+.

Porém, segundo SALVEMINI e col. (1996)*, o
NO ¢ um potente vasodilatador e seu envolvimento na
resposta inflamatoria pode ter relagdo com sua habilidade
em aumentar a permeabilidade vascular e o edema
através de mudangas no fluxo sangiiineo local e do
aumento na produc¢do de prostaglandinas pro-
inflamatorias.

OXIDO NiTRICO E ISQUEMIA E
REPERFUSAO

A isquemia-reperfusdo ¢ associada ao aumento no
numero de leucocitos aderidos e emigrados, aumento
no extravasamento de albumina, formacdo de agrega-
dos de plaquetas e leucocitos dentro de vénulas pos-
capilares e degranulacdo dos mastdcitos ao redor dos
microvasos mesentéricos. A redugdo dos niveis de NO
em tecidos apos isquemia-reperfusdo pode ser devida
a inativagdo da NOS e inativagdo do proprio NO pelo
superoxido que é produzido nesses tecidos*’. Segundo
ANDREWS e col. (1994)*, a diminui¢do do NO durante
reperfusdo pode ocorrer ou pela destrui¢ao do NO pela
sua rea¢do com radicais superoxido gerados na
reperfusdo ou pela destruicdo das células endoteliais,
que sdo fonte de NO, por radicais livres derivados do
oxigénio gerados na reperfusdo.

A disfungdo endotelial caracteriza-se por uma
reducdo marcada na liberag@o de NO apos a reperfusao,
que ¢ seguida por um aumento da aderéncia de leuco-
citos ao endotélio reperfundido, tornando-se significante
20 minutos ap0s a reperfusao®.

Dois potentes inibidores da aderéncia e ativagdo
sdo PGI, e NO, que sdo potentes vasodilatadores, mas
também inibem aderéncia de leucdcitos e agem sinergi-
camente para inibir a interac¢do entre plaqueta e vaso. A
atividade dessas substancias ¢ bastante reduzida durante
areperfusdo, onde a disfung¢do endotelial ¢ manifestada
pela perda da vasodilatagdo dependente de NO*2%,



O NO apresenta efeitos vasodilatadores benéficos
no sistema microvascular, mas paradoxalmente pode
estar envolvido na produgdo de radicais citotdoxicos. O
NO pode reagir com superoxido e produzir o anion
peroxinitrito e diéxido de nitrogénio, que podem iniciar
aperoxidacao lipidica e potencializar a lesdo inflamatéria
em células vasculares’'->*,

O aumento no nivel de superoxido causa adesdo
leucocitaria, que pode ser prevenida pela adi¢ao de 6xido
nitrico. O NO age como barreira fisiologica (varre ou
inativa) para anions superdxido citotoxicos produzidos
continuamente por todas as células. O NO e o super-
oxido parecem regular a aderéncia de leucdcitos ao en-
dotélio; parecem regular também a ativagdo e degra-
nulagdo de mastdcitos, eventos que promovem adesio
leucocitaria. Doadores de NO bloqueiam a liberagdo de
PAF e de histamina de mastocitos ativados, enquanto o
superdxido promove degranulacdo de mastocitos
quando a sintese de NO ¢é abolida*>*3.

A isquemia-reperfusdo do intestino delgado é
caracterizada por aumento da permeabilidade micro-
vascular e disfungdo da barreira mucosa. Neutrofilos e
superdxido derivado dos neutréfilos sdo os primeiros
mediadores da disfungdo mucosa e microvascular que
ocorre apos a isquemia e reperfusdo. A liberacdo de
NO ocorre em varias regides do intestino, como endoté-
lio vascular, células da musculatura lisa, nervos entéricos
(NANC) e células epiteliais. Talvez o NO contribua
como uma molécula protetoria e antiinflamatoria em
todas as camadas da parede intestinal®®. Pode-se
observar redugdo na producdo de NO apds reperfusio
em intestino delgado de gatos®’. A administragdo de
NO mostrou efeito protetério em lesdes decorrentes
de isquemia e reperfusdo mesentérica?’->%%,

Em isquemia cerebral, o NO pode mostrar efeitos
benéficos ou neurotoxicos, quando em concentragdes
excessivas'1360,

Em isquemia e reperfusdo do miocérdio, o NO
apresentou efeitos cardioprotetorios e atenuou a disfun-
¢do endotelial®' e, segundo SIEGFRIED e col. (1992)%,
doadores de NO reduziram em um terco a area necrotica
apos isquemia e reperfusdo do miocardio, em compara-
¢éo ao grupo controle.

MENSURACAO DO OXIDO NiTRICO

A mensuragdo do NO ¢ essencial para o entendi-
mento da fung¢do do NO em diversos processos biold-
gicos. A medida do NO em espécies biologicas ¢ dificil
pela sua pequena quantidade e pela sua labilidade na
presencga de oxigénio.

A presenga de NO em sistemas biologicos ¢ fre-
qlientemente determinada com base no efeito fisiolo-

Oxido nitrico. Revisao

gico, como relaxamento dos vasos sangiiineos, ativacdo
da guanilil ciclase, aumento na concentragcdo de cGMP,
producdo de citrulina ou inibicdo da agregacdo pla-
quetaria. Também pode ser avaliada usando-se
inibidores da sintese de NO, como analogos da L-
arginina ou hemoglobina>%. Todos esses métodos tém
diferentes graus de especificidade e fornecem informa-
¢oes indiretas sobre a produgdo de NO. Apenas a cGMP
ou a concentragdo de citrulina podem ser usadas para
obter informagdes quantitativas relacionadas com a
quantidade de producdo de NOS.

A produgdo de NO também pode ser determinada
pela mensuragdo de isotopos estdveis no plasma ou
excretados na urina apos administragdo de arginina
marcada®¢’.,

A mensuragdo direta do 6xido nitrico in vivo foi
realizada por HUK e col. (1997)%, que mediram a
liberacdo do NO em microvasos da musculatura
esquelética de coelhos, durante isquemia e reperfusio.
Microsensores foram usados para medir o NO liberado
em vasos sangiiineos de voluntarios sadios® e a
concentracdo de NO cerebral apos isquemia e
reperfusdo em ratos™.

Embora o 6xido nitrico seja objeto de muitas
pesquisas e de um grande nimero de publicagdes, ainda
existem muitas questdes controversas ¢ numerosas
davidas que precisam ser esclarecidas.
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ABSTRACT - Nitric oxide is a gaseous mediator responsible for a variety of physiologic effects.
The l-arginine is the precursor of the synthesis of nitric oxide in presence of nitric oxide synthase.
This article reviews the functions of nitric oxide synthases, the action of nitric oxide on vascular
permeability and ischemia-reperfusion injury, as well as possible methods for determination of NO.
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