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wma grande densidade desses receptores (Pacs-de-Canvalho et al . 1992)

Nos meados dos anos §0, trouxeram duas novas classes de substancias quimicas como
possis Reuroiransmissores ou neuromodulatorios (Gases e D-aminoacidos) Dessa forma,
W(Mel%ﬁkmmobxidoNnﬁco(NO)&mimq“e”diﬁ"‘de
¢ se combina com diterentes substratos.

Alguns criterios pars neurotransmissores foram preenchidos pelo NO no Sistema
Nenvoso Autdnomo (Vincent, 1993) Mas as propriedades fisico-quimicas do NO determinam
caractensticas peculisres na transmiss3o nitrérgica (Snyder. 1992; Bredt e Snyder. 1992)
Alguns estudos tém mostrado a2 presenga do NO em neurdnios retinianos € no epitelio
pigmentar (Bredt et al. 1990, Goureau et al 1993) como neurotransmissor das células
ganshonares ¢ amacninas (Dawson et al, 1991, Koistinaho et ai, 1993; Yamamoto et al.
[993b). fbras mervosas das camadas plexiformes extema e intema. assim como em
fotomeceptores (Yamamoto et al, 1993 a) indicando um possivel papel neuromodulador desta
meleculz durante o desenmvolvimento. A definigdo do oxido nitrico (NO) como mensageiro
mtercelular (Hibbs et al, 1988), ilustra um destes processos de renovagdo sobre nossa

concepgdo classica de transmiss3o sinaptica e da comunicagio intermeural
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3- OXIDO NITRICO COMO NEUROTRANSMISSOR E NEUROMODULADOR

3.1- DESCOBERTA DO NO

O NO ¢é uma molecula liposoluvel, permeavel a membrana podendo ativar cadeias

metabolicas intracelulares, principalmente por meio da sintese. de GMP ciclico (GMPc)

{Grutter et al , 1979).

As origens desta historia estdo no principio do século XIX, quando se reconheceu ©
efeito benéfico da nitroglicerina no tratamento da angina de peito (angor pectoris), a esta
substancia atribuiu-se um efeito vasodilator coronariano e de outros vasos do organismo
(Brunton, 1967, Murrel, 1979) Transcorreu mais de um seéculo antes de se conseguir
evidenciar experimentalmente que a vasodilatagao era causada pela geragdo de NO, a partir da
decomposi¢io da molécula de nitroglicerina, e por sua vez, 0 NO era capaz de promover a
sintese de GMP ciclico (Grutter et al , 1979)

Passado esse tempo, novos achados foram se sucedendo na histona, por exemplo
Furchgott em 1984 obteve evidéncias experimentais da existéncia de um fator de natureza
quimica desconhecida de origem endotelial que produzia o relaxamento do musculo hiso
vascular na presenga de acetilcolina (ACh}, sem que atuasse em receptores especificos da
parede do endotelio. Mais tarde demostrou-se que bradicinina e ATP tambem induziam
relaxamento vascular (Snyder 1992, Moncada, 1991). Essa enigmatica substancia se
denominou provisoriamente “fator de relaxamento derivado do endotelio (Endotelium-

Deriver Relaxing Factor, EDRF) Do trabalho de Furchgott podemos transcrever:

“ Faz alguns anos descobrimos de forma acidental  que o relaxamento
observado pela administragao de ACh nay fatas de ariéria cortadas em formea
transversal ou  helicowdal,  dependia  totalmente  da - presenca  de  células
endoteliais. Iista descoberta contribuiu a resolver a gquestao de gue a Ach, um
potente vasodilatador arterial, “in vivo™" nao produziria o relaxamento
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3 ] “mn vitro” ndo
muscular esperado. Apareniemente, na preparacdo dos lec:dps :llmv:z
se obteve o relaxamento esperado, pelo fato de lemr_' aadenl_ o gosuas“
células endoteliais, durante a dissec¢do do material biologico rchgotl,

1984).

apuwdeAChdemétumhdomvomadmmnﬁodammmMna

onde o endotélio vascular aehava-schmao.AAChenﬁoniomildirmmentesobreo

mﬁswbﬁmvasaﬂuesimswefchodihudmseprodudﬁamvésdawo@doelibaa@o

de uma molécula . o EDRF.

Figura 2. Agdo da Acetilcolina (Ach) responsavel pelo relaxamento vascular As
linhas (— )correspondem & tensdo produzida no isolado de artéria da aorta na
presenca de norepinefrina (NE). Em (A), Mostra-se o i1solado de artena com o
endotélio intacto. Em (B), o endotelio foi removido previamente A acetilcolina
(Ach) produz uma diminui¢do da tensdo dose-dependente s0 no segmento com o
endotélio intacto. (Modificado do trabalho de Furchgort, 1984)

Ja em 1979 se havia demonstrado que o NO, em masculo liso, provocava um marcante

relaxamento do musculo pre-contraido e que esse efeito era mediado pela enzima guanilato
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ciclase soluvel (GCs) (Grutter et al . 1979). Outros estudos mostraram que a nitroglicerina ¢
nitritos organicos exerciam seu efeito vasodilatador pela ativagao da GCs ¢ a produgio de
guanosina monofosfato ciclico (GMPc) (Ignarro et al 1981, Arnold et al. 1977)

Por meio de eventos intracelulares interrelacionados, este segundo mensageiro
desencadeia o relaxamento vascular. Foi assim que. devido as semelhangas dos efeitos do
EDRF e do NO sobre o musculo liso, Furchgott € Ignarro propuseram que 0 enigmatico
EDREF era na realidade o NO, o que foi confirmado anos mais tarde (Moncada et al. 1991,
Furchgott, 1988: Ignarro et al 1988: Palmer et al 1987, 1988). Por seus estudos, estes
investigadores receberam junto com F. Murad, o prémio Nobel de Medicina em 1998

Na figura 3 esta esquematizado como se produz o relaxamento vascular na presenga de
ACh e com compostos liberadores de NO (nitroglicerina, SNAP, GSNO). De acordo com esse
esquema, o NO ¢ sintetizado pela célula endotelial atraves da ativagdo de uma enzima
conhecida como oxido nitrico sintase (NOS) , que cataliza a conversdo de L-arginina para L-
citrulina e NO A liga¢do da ACh com o receptor muscarinico da célula endotelial leva a um
mecanismo indireto na ativagio da NOS Tanto o NO sintetizado na célula endotelial como o
gerado a partir de um doador de NO atua na celula alvo ativando a enzima GCs ¢ 0
consequente aumento da concentragdo intracelular de GMP-ciclico. Por sua vez, esse segundo
mensageiro intracelular, provoca a abertura de canais de potassio hiperpolarizando a
membrana muscular lisa ou estimulando uma bomba de Ca'? na membrana e diminuindo o
conteudo intracelular deste ion. O NO também pode exercer efeito direto sobre canais de
potassio (K ) e Ca'? da célula muscular (Moncada et al. 1991 Furchgott, 1988 Ignarro et al.

1988)
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Figura 3. Esquema que resume 0 mecanismo pelo qual a Acetilcolina (Ach)
exerce seu efeito vasodilatador no musculo liso de vaso. GC Guanilato Ciclase
solavel. GMPc: Monofosfato ciclico de guanina, GTP: Trifosfato de guanosina,
L-arg: L-arginina; L-cit: L-citrulina. NOS: Oxido Nitrico Sintase. PK-GMP¢

Proteina cinase dependente de GMPc

Em 1977 Murad e colaboradores mostraram que o NO ativava uma guanilato ciclase
cerebral, mas este fato so foi considerado inicialmente como um fendmeno bioquimico sem
significado fisiologico evidente Posteriormente se demonstrou que os aminoacidos
excitatorios eram capazes de aumentar os niveis de ¢cGMP em culturas de neurdnios de

cerebelo a partir de um fator com propriedades similares ao EDRF (Garthwaite ¢t al. 1988)



Uma atmidade NADPH diaforase correspondente a NOS. foi detectada em numerosos

grupos neuronais no SNC, e logo depois a presenga da proprin NOS foi demonstrada no

sistema nervoso (Forstermann et al., 1990) Eisses achados sugerram que & sintese do NO

poderia ocorrer no sistema nervoso, embora sua fungiio fosse ainda motivo de especulagio

Foi no Sistema Nervoso Periferico (SNP) que demonstraram pela primeira vez o papel do NO

na neurotransmissio  Nesse sistema, amostras experimentais utihizadas  peroitiram &
estimulagdo de fibras nervosas que inervam  as paredes dos diversos orgios, ¢ o registro do
grau de contragdo do musculo liso. Desta maneira se determinou que alguns componentes do
relaxamento da fibra muscular lisa obtidos por estimulagio nervosia nio podiam  ser
explicados nem pela noradrenalina nem pela ACh. Esses componentes estaniam mediados por
outro tipo de neurotransmissio que se denominou “nio adrenérgica ndo-colinergica™
(NANC) A confirmagdo da hipotese de que o NO era um neurotransmissor NANC se obteve
quando, por meio de inibidores da sintese do NO, se conseguia bloquear o relaxamento do

musculo liso induzido pela estimulagao eletrica do plexo mientérico, uma agho NANC por

exceléncia (Gillespie et al. 1989; Li e Rand, 1989; Gibson et al 1990)

3.2- OXIDO NITRICO COMO NEUROTRANSMISSOR
O NO é sintetizado pela enzima NOS ¢ se difunde de seu local de sintese por gradiente
de concentragdo até seus alvos celulares. Ali se combina com seus receptores biologicos,
sendo o mais estudado a enzima guanilato ciclase soluvel (GCs) Na figura 4 se esquematiza
uma sinapse glutamatergica no SNC rodeada de outros elementos neurais  Neste esquemi o
glutamato liberado por um terminal celular  pré-sinaptico atuara na celula pos-sinaptica

mediando a entrada de ions calcio (Ca ). O aumento da concentragio de calcio intracelulas



|5

ativa a NOS por um mecanismo dependente de calmodulina (CaM), sintetizando-se 0 NO na
celula pos-sinaptica. O NO produzido logo depois da liberagao de glutamato pode atuar sobre
essas células alvo caso elas possuam a GCs. Portanto, a difusibilidade do NO determina que
seus efeitos ndo sejam restritos ao sitio de sintese Assim, o NO ¢ capaz de atuar sobre toda a
estrutura existente que tenha como centro seu sitio de sintese

Geralmente para cessar as agoes de um neurotransmissor em uma sinapse quimica, este
deve ser ativamente eliminado do espago sinaptico. Por exemplo, a ACh ¢ hidrolizada pela
acetilcolinesterase no espago sinaptico € a serotonina € recaptada por terminais sinapticos
serotoninérgicos. No entanto, no caso do NO ndo opera nem o metabolismo nem a recaptagao,

€ 0 neurotransmissor se esgota a medida que se difunde e combina com diferentes substratos

(Vincent, 1995).
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Figura 4: Sintese, difusio e esfera de agdo do Oxido Nitrico
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3.3- BIOSINTESE DE OXIDO NITRICO
A enzima Oxido Nitrico Sintase ( EC 114,139, NOS), cataliza a conversio de |-
arginina a L-citrulina ¢ NO, esta reagiio se esquematiza na figura 5 O NO € quimicamente um
gas constituido pela ligagdo entre oxigénio e nitrogénio, encontrada no ar atmosfenico em
pequenas quantidades que a torna um agente quimico altamente reativo. Quando dissolvido
em agua, 0 NO tem uma meia vida de menos de 10 segundos devido a sua rapida oxidagdo a
nitrito e nitrato. O NO liga-se a hemoglobina (Hb) e outras proteinas que contem 0 nucleo
heme levando a uma mudanga de sua atividade biologica (Bredt e Snyder, 1992). A reagio |
indica a classica reagdo quimica de formagao do NO em que a L-arginina ¢ transformada em
um intermediario, a N%hidroxi-L-arginina com a presenga de nicotinamida adenina
dinucleotidio fosfato reduzido (NADPH) e Ca®' sendo necessario mais NADPH e 0, para a

formagdo de L-citrulina e NO (Alderton et al , 2001 para revisao)

L-arginina —yp N-hidroxi-L-arginina —p L-citrulina + NO

(1)

A L-arginina ¢ um aminoacido semi-essencial produzido no organismo em quantidades
insuficientes para todas as necessidades. Alem do ciclo da ureia, a L-arginina € utilizada na
sintese de creatinina e fornece omitina para a sintese de poliaminas (Konturek e Konturek,
1995 para revisio). Como ha uma solicitagio metabolhica continuada da L-arginina, existe
uma neo-sintese da L-arginina nos tubulos proximais renais a partir da citrulina Proteinas
ingeridas sdo degradadas at¢ arginina, que podem ser diretamente absorvidas e utilizadas no
ciclo da uréia no tecido hepatico, ou transformadas no epitélio intestinal em ornitina que,
juntamente com a glutamina secretada coma glutamato sio convertidas em citrulina A

citrulina absorvida se transforma em arginina no ciclo renal. A citrulina tambem pode ser
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convertida diretamente em L-arginina no citoplasma das células endoteliais ¢ macrofagos

(Konturek e Konturek, 1995 para revisio).

A sintese enzimatica do NO ou citrulina pode ser inibida por analogos de L-arginina tais
como N°monometil-L-arginina (L-NMMA), N“nitro-L-arginina (L-NNA) ¢ N%nitro-1-
arginina-metiléster (L-NAME) (Bredt e Snyder, 1992; Rees et al., 1990). Estes inibidores tém
grande importancia na pesquisa dos provéveis efeitos do NO nos tecidos, uma vez que a
substituigio do substrato habitual (L-arginina) pelos analogos ir4 inibir a produgdo do NO e

seus efeitos conseqtientes.

Arginine
oz

Carulline
NO (or NO-)

Figura 5: Produgdo do NO pela NOS em presenga dos cofatores e

formagdo do complexo Ca*/Calmodulina. (Alderton et al., 2001)

A demonstragdo da produgdo do NO ¢ ainda dificil, sendo sempre feita de maneira
indireta. Todas as pesquisas pioneiras ndo demostraram quantificar o NO propriamente dito

devido & sua difusibilidade, s6 foi medida pela concentragio de nitrito e nitrato como prova de
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sua produgio. Outro método indicativo para a detecgdo de NO, € a substituigao do substrato
L-arginina, por um analogo (L-NNA, L-NMMA ou L-NAME).

A NOS requer cofatores como NADPH, FAD, FMN e BH4 além de consumir uma
molécula de O; (NADPH nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzido, FAD
flavina adenina dinucleotidio, FMN: flavina mononucleotidio, BH4 tetrahidrobiopterina)
Trés isoenzimas da NOS foram purificadas, clonadas e caracterizadas bioquimicamente
(figura 6). Nas células neuronais existe uma NOS (nNOS) constitutiva de ativagdo rapida,
dependente de Ca""/calmodulina (Bredt e Snyder, 1990). A nNOS ou isoforma | esta presente
no cérebro e foi purificada inicialmente no cerebelo de camundongo e do porco (Schmidt et
al.. 1991). Esta proteina. ja clonada a partir de cérebros de humanos, mantém uma sequéncia

de aminoacidos altamente conservada entre as espécies, ocorrendo 93% de identidade entre a

NOS de humanos e camundongos (Konturek e Konturek, 1995)

Dominio oxigenase dominio redutase

Figura 6: Dominios estruturais da NOS (nNOS, eNOS e INOS)

(Alderton et al_, 2001)
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vizinhas. sendo este mecanismo responsavel por grande numero de processos inflamatonos

(Nathan e Xie. 1994)

A eNOS ou isoforma 111 ¢ expressa constitutivamente nas células endoteliais € tambem

¢ ativada por um mecanismo dependente de Ca */calmodulina. podendo ser chamada tambem

de ¢NOS ou EC-NOS (NOS endotelial-constitutiva). O gen responsavel pela isoforma 111 fo
clonado a partir de células endoteliais de boi e de humanos, confirmando o local preferencial
de produgdo e agao (Pollock et al , 19991).

0 Ca*" é um importante sinalizador citoplasmatico, atuando a partir de ligagbes com
proteinas receptoras intracelulares especificas. Uma destas proteinas citoplasmaticas (C o
receptoras) € a calmodulina, encontrada em praticamente todas as celulas Quando o C a se

liga a calmodulina forma-se o complexo Ca*'/calmodulina Quando a concentragdo de

Ca®intracelular diminui, desfaz-se o complexo da Ca’'/calmodulina e a atividade enzimatica

e desativada.
Nome Abreviaturas Classificagao | Dependencia de Ca”
NOS neuronal BNOS (brain-NOS) Isoforma | sim
nNOS (Neural-NOS) Isoenzima |
NOS induzivel INOS (induceble-NOS) Isoforma 1l nao
macNOS (macrophageNOS) | Isoenzima |l
NOS endotelial eNOS (endothelial-NOS) Isoforma 111 sim

Tabela 1: classificacdo das NOS como dependentes ‘e independentes de Ca®

















































































































































































































































































