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Abreviaturas

cGMP - Guanosina Monofosfato Ciclico
eNOS - Sintase do Oxido Nitrico Endotelial
GST - Glutationa-S-Transferase

HPPN - Hipertensao Pulmonar Primaria nos Recém-Nascidos
HPYV - Papiloma Virus Humano

iNOS - Sintase do Oxido Nitrico Indutivel
MM - Mieloma Multiplo

NK - (células) Natural Killer

nNOS - Sintase do Oxido Nitrico Neuronal
NO - Oxido Nitrico

ROS - Espécies Reativas de Oxigénio
TNF-a - Fator de Necrose Tumoral a

VEGF - Fator de Crescimento do Endotélio Vascular
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Resumo
O oxido nitrico (NO) desempenha um papel fundamental na destruigao de células
tumorais por um mecanismo de apoptose. Contudo, nem sempre este mecanismo é
suficiente para eliminar estas células e evitar que elas se transformem em células imortais.
Aparentemente, uma das principais razoes para a falha deste sistema deriva da incapacidade
em manter uma concentragao de NO suficientemente elevada para induzir apoptose. Deste
modo, parece ser plausivel a hipotese de que a manutengao em estado estacionario de uma
concentragao elevada de NO nestas células sera uma forma eficaz de as eliminar e, portanto,
uma possivel terapéutica antitumoral. No entanto, considerando que o NO é um radical
livre que tem a capacidade de induzir a apoptose também em células saudaveis, ¢é dificil
encontrar uma forma de administragao desta molécula que nao seja prejudicial as fungoes
fisiologicas do organismo. Ha varias possibilidades em estudo, como a utilizagao de nitrito
como pro-farmaco e a incorporagao do NO em estruturas de transporte macromoleculares.
E expectivel que num futuro préximo se possa utilizar o NO como agente terapéutico no

tratamento do cancro.

Palavras-chave:
Oxido nitrico (NO)
Tumores vascularizados
Nitrito

Antitumoral
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Abstract

Nitric oxide (NO) plays a critical role in the elimination of erroneous cells resulting
from normal biological processes, by inducing apoptosis. However, this mechanism is not
always effective to eliminate these cells and avoid their transformation into immortal cells.
Apparently, the main reason why this system fails results from the inability to keep a steady
state concentration of NO that is high enough to induce apoptosis. Therefore, it is obvious
to consider the elimination of the erroneous cells by maintaining a high concentration of NO
and, thus, a possible therapy against vascularized tumors. On the other hand, considering
that NO is a free radical that induces apoptosis also in normal cells, it is difficult to find a
solution for its deliver without harming the normal physiological functions of the organism.
There are many possibilities being tested, such as the use of nitrite as a prodrug and the
incorporation of NO in macromolecular scaffolds. It is expected in a near future the use of

NO as a therapeutic agent in antitumoral treatments.
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Nitric oxide (NO)
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l. Introducao

A descoberta das fungoes fisiologicas do NO na década de 1980 foi um marco muito
importante para a comunidade cientifica, tendo sido nomeada “Molécula do Ano” em 1992,
pela conceituada revista Science. O NO é a molécula mais pequena produzida na resposta
imune e a que, por ser um gas hidrofébico, se difunde mais rapidamente pela sua facilidade
em permear as membranas biologicas (LARANJINHA, 2008). Encontra-se hoje bem
estabelecido que intervém na resposta imune contra microrganismos, parasitas, Orgaos
transplantados rejeitados e tumores (HELLER, 2010).

A primeira linha de ataque aos neoplasmas sao as células NK (Natural Killer) do sistema
imunitario. Contudo, quando sobrevivem ao primeiro ataque e comegam a crescer, a
indugao da apoptose pelo NO, produzido em excesso pelos macréfagos e pelas proprias
células tumorais, torna-se a principal ou até a unica forma de limitar a proliferacao destas
células. A supressao do tumor fica dependente da sensibilidade das células a apoptose
induzida por NO e da sua concentragao no estado estacionario. A forma induzida da sintase
do NO (iNOS), quando sobre-expressa, € capaz de produzir NO rapidamente e em
quantidade suficiente para manter a concentragao indutora de apoptose. Isto verifica-se
apenas quando nao ocorre uma difusao rapida de NO para fora das células (out-flux). Assim,
quando a apoptose € eficaz o tumor regride mas quando nao é desenvolve-se
significativamente (HELLER, 2010).

O oxido nitrico produzido pelas células é eliminado ou inativado através de reagoes
quimicas e por difusao. Os tumores expostos ao ar, nomeadamente os da pele e pulmoes,
representam cerca de 60% de todos os cancros, sendo que os da pele correspondem a
aproximadamente metade do total, ocupando o primeiro lugar, seguidos dos tumores do
pulmao com 10% (HELLER, 2010). Nestes tumores em particular, a rapida difusao de NO
para o ar devido ao enorme gradiente de concentragao aumenta a probabilidade de
sobrevivéncia, uma vez que nao se mantém uma concentragao suficientemente elevada para
a indugao de apoptose (HELLER, 2010). Para além das perdas para o meio exterior, também
o sangue participa ativamente na remoc¢ao de NO das células neoplasicas, sendo a
hemoglobina o principal responsavel pela sua eliminagao. As proteinas presentes no sangue,
principalmente a oxihemoglobina, podem ser nitrosiladas por ligagao do NO, que vao depois
libertar noutros locais do organismo, de modo que o sangue pode ser considerado como
um reservatorio desta molécula (HUANG et al, 2001; JOSHI et al,, 2002). Assim, gracas a
inativacao do NO pela hemoglobina e a difusao para o ar, o tumor tem melhores condi¢oes

para sobreviver até a sua vascularizagao.
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Apos a vascularizagao, sendo o sangue a principal fonte de remogao do NO a partir
dos tumores, a apoptose induzida por NO deixa de ser capaz de limitar a proliferagao e ha
ainda um aumento do aporte de oxigénio e nutrientes. Todos estes fatores levam ao
aumento da proliferacdo e transformam o neoplasma adormecido (inativo) num cancro
agressivo.

Apesar das vantagens que a ele se podem associar, o NO apresenta muitas dificuldades
como agente terapéutico devido a elevada toxicidade que tem para as células saudaveis e
dado o seu curto tempo de vida e, consequente, dificil administracdo. Um dos possiveis
meios de administracao de uma terapéutica baseada em NO pode recorrer a utilizagao do
nitrito que, por redugao, origina NO (HELLER, 2010).

Esta monografia tem como objetivos estabelecer uma relagio entre a atividade
reguladora do NO e a suscetibilidade de células neoplasicas a sua agao e uma possibilidade
de administragao desta molécula baseada no nitrito, de modo a realgar a importancia de
apostar no desenvolvimento de uma terapéutica eficaz para uma das doengas mais

complexas e temidas em todo o mundo: o cancro.

2. Importancia fisiologica do 6xido nitrico

O NO é uma molécula gasosa de pequenas dimensoes, hidrofébica e com elevada
capacidade em permear as membranas biologicas. E um mensageiro celular que participa em
multiplas vias de sinalizagao de modo autécrino e paracrino, atuando na propria célula onde
é produzido e nas células vizinhas, respetivamente, e atua também em locais do organismo
distantes do local da sua produgao (LANCASTER, 1997), sendo transportado por proteinas
e péptidos. Estes elementos constituintes do sangue sao reversivelmente S-nitrosilados pelo
NO e transportam-no para os diferentes locais do organismo. A reversibilidade da reagao
permite que estas proteinas e péptidos libertem o NO nos destinos necessarios e possam
ser novamente nitrosilados a fim de o remover dos locais onde se encontra em excesso
(HELLER, 2010; LARAN]JINHA, 2008).

O NO apresenta diversas fungoes fisioldgicas, consoante a concentragio em que se
encontra no meio: vasodilatagao (1-10 nM), neurotransmissio (100-300 nM), indugao de
apoptose (>| pM), agregacao e adesao de plaquetas, reparagio de tecidos danificados e
regulacao do ténus muscular (BRUCKDORFER, 2005; RICCIO AND SCHOENFISCH, 2012;
THOMAS et al., 2008). As multiplas fungoes que se apresentam fazem do NO uma molécula

fundamental para a manutencao e regulagao do organismo.
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A agao do NO sobre a musculatura lisa decorre da ativagao da guanil ciclase com
consequente producao do segundo mensageiro cGMP, que promove o relaxamento
muscular (IGNARRO et al, 1987). Esta acao pode provocar diferentes efeitos biologicos
como, por exemplo, bronco e vasodilatagao (importante na regulagcao da pressao arterial e
da perfusao coronaria), eregao do pénis e aumento do peristaltismo.

Como neurotransmissor, o NO atua autocrina e paracrinamente nas células nervosas,
devido a sua elevada difusividade (HARA AND SNYDER, 2007; LANCASTER, 1997). Varios
estudos demonstraram que o NO esta envolvido no processo de aprendizagem e formagao
de memoria (BARTUS et al,, 2013; GARTHWAITE, 2008).

Uma outra fungao de elevada importancia esta associada a eliminagcao de organismos
estranhos pelo sistema imune. Os macrofagos produzem NO que, pela sua capacidade de
gerar radicais livres, induz a morte programada de varios microrganismos (bactérias, virus e
parasitas) e de células anormais (ALLEN et al,, 2012). Nas plaquetas, o NO desempenha uma
acao inibitéria, nomeadamente sobre as fungdes de adesao, ativagao, agregagao e
recrutamento plaquetar. Ele é libertado pelo endotélio e pelas proprias plaquetas e a inibigao
é fundamental para evitar a formacao de grandes trombos e as consequéncias a eles
associadas. Gragas as suas propriedades antibacterianas e efeitos secundarios benéficos em
varias fases da reparagao de tecidos como, por exemplo, modulagio da inflamagao,
angiogénese, proliferacio celular, deposicao de matriz e remodelagao, o NO evita
complicagoes derivadas de infegoes bacterianas e promove a cicatrizagao de tecidos lesados

(CARPENTER AND SCHOENFISCH, 2012).

2.1. Concentracao apoptotica de 6xido nitrico

O NO desencadeia a apoptose de células tumorais limitando a sua proliferagao para
concentragoes superiores a | pM, cerca de 100 vezes maior que a concentragao
vasodilatadora. Contudo, isto nao se aplica a todos os tumores, uma vez que depende da
sensibilidade das células a apoptose induzida por NO, que é condicionada pelo tipo de célula
e pela taxa de eliminagio deste. A capacidade de induzir a apoptose é inversamente
proporcional a eliminagao do NO. Este valor de referéncia (I pM) foi determinado através
de ensaios com JS-K, um pro-farmaco precursor do oxido nitrico (KITAGAKI et al., 2009).

Obviamente, para inferir acerca da suscetibilidade dos tumores aos fatores acima
referidos, € necessaria a realizacdo de estudos e ensaios. Segundo HELLER (2010), para
determinar a sensibilidade das células de um determinado tumor a apoptose induzida por

NO deve obter-se uma cultura dessas mesmas células numa atmosfera controlada, contendo
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NO e CO,. As células sao consideradas suscetiveis se sofrerem morte programada e

determina-se a concentragao de NO na cultura para saber qual a concentragao necessaria

para obter este efeito. A concentragao de NO nas culturas celulares pode ser obtida por

varios métodos de quantificagdo como, por exemplo, quimiluminescéncia ou por via indireta

através da quantificagdo de nitrito pelo método de Griess. Para determinar a taxa de

eliminacao do NO ¢ necessario ter em conta as variacoes da concentracao desta molécula
em periodos de tempo definidos.

Considerando a importancia fisiologica desta molécula tao multifacetada na eliminagao

de células anormais, € clara a necessidade de estudar a possibilidade de utilizagao do NO

como uma terapéutica antitumoral.

3. Reacodes biolégicas

O NO ¢ produzido por diferentes tecidos e células, dos quais sao exemplo o
endotélio, as plaquetas, os macrofagos e os neurdnios (CHEN et al, 1998). Pode atuar no
proprio local de produgao, como na inibigao das plaquetas e na neurotransmissao, ou pode
ser libertado e atuar nas células vizinhas ou até em regides mais distantes do organismo. A
sua agao ocorre por ligagao ao centro hémico e aos grupos sulfidrilo das proteinas, que tem
consequéncias a nivel da estrutura e fungao das mesmas. A principal via de sinalizagao
envolve a ligagao do NO ao Fe (ferro) do grupo heme da guanilato ciclase soluvel, que altera
a conformagao da proteina e estimula a sintese de guanosina monofosfato ciclico (GMPc),

que é um segundo mensageiro que atua no interior da célula (BRYAN et al., 2005).

3.1. Biossintese de 6xido nitrico

As enzimas responsaveis pela producio de oxido nitrico sao as sintases de NO
(NOS). A enzima funciona como um dimero, tal como se mostra na Fig. |. Cada monémero
apresenta dois dominios: um dominio C-terminal que atua como redutase e um N-terminal

que atua como oxigenase (ANDREW AND MAYER, 1999).

Redutase Oxigenase

Subunidade Il M,

Oxigenase Redutase

Figura | — Representagao da estrutura da enzima NOS (adaptado de ANDREW AND MAYER, 1999). 8
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Estas enzimas utilizam a L-arginina e o oxigénio para produzir o radical livre NO
(LUNDBERG et al., 2008). A NOS catalisa a oxidagao da L-arginina, na presenca de O, e
NADPH, a L-citrulina e NO (1) (ANDREW AND MAYER, 1999).

(1

HN@A/\)K HN@ /\/VOKOH

L -arginina L-utrulina

Existem trés tipos de NOS com elevada importancia fisiologica: a NOS neuronal
(nNOS), a NOS endotelial (eNOS) e a NOS indutivel (iNOS). A nNOS e a eNOS sao
expressas constutivamente e sio dependentes de cilcio (Ca®"), por outro lado, a iINOS é
expressa em grande quantidade apenas apos indugao por citocinas e outros mediadores
inflamatérios e é independente do aumento da concentragio de Ca** (ANDREW AND
MAYER, 1999). A nNOS é expressa em neurdnios do sistema nervoso central e periférico e
sintetiza o NO envolvido na modulagao da neurotransmissao. A eNOS produz o NO
necessario para o normal funcionamento do sistema cardiovascular e é expressa pelas
células endoteliais. A iINOS é expressa pelos macrofagos e pela grande maioria das células do
sistema vascular, nomeadamente as células endoteliais € musculares lisas e os cardiomiocitos,
e produz o NO responsavel pela eliminagao de agentes patogénicos e células mutadas
(ANDREW AND MAYER, 1999; STUART-SMITH, 2002).

A NOS de maior relevancia no caso particular dos tumores é a iINOS, cuja sobre-
expressao € estimulada pelo fator de necrose tumoral o (TNF-a) e outras citocinas,

produzidos e libertados por células tumorais (HELLER, 2010).

3.2. Sintese de 6xido nitrico por reducao de nitrito

O NO pode ainda ser produzido por uma via quimica alternativa e complementar a
via enzimatica da L-arginina-NOS que apresenta grande relevancia, principalmente em
estados de hipoxia (Fig. 2), por ser ativada a medida que a concentragao de oxigénio diminui.
A formacgao de NO independente da NOS funciona, assim, como uma via alternativa que
garante a producao deste quando o aporte de oxigénio esta limitado. Esta alternativa baseia-
se na redugao in vivo, nomeadamente no sangue e tecidos, do nitrito (NO,) a NO. O nitrito
pode ser proveniente da dieta, da oxidagao do NO produzido pelas enzimas NOS ou do

metabolismo do nitrato (NOj) pelas bactérias presentes na saliva e trato gastrointestinal.
9
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Sao varias as vias que levam a redugao do nitrito a NO, envolvendo varias proteinas, enzimas

e moléculas. Podem envolver a hemoglobina, mioglobina e xantina oxidase ou a reagao com
ascorbato e polifendis (LUNDBERG et al., 2008).

Segundo LUNDBERG et al. (2008), a hemoglobina atua como uma redutase de nitrito

alostericamente regulada pelo pH e também pelo oxigénio, uma vez que tem que estar

desoxigenada. O nitrito reage com a desoxihemoglobina ferrosa (HbFe**) e com H* e origina

NO e metahemoglobina (HbFe**), segundo a seguinte reacio (2):
NO; + HbFe* + H* «& NO + HbFe®* + OH™ ()

Nao se sabe exatamente qual a concentragao de O, a partir da qual a via dependente
de NOS deixa de ser preponderante mas nao ha ddvidas de que a produgao de NO
dependente de nitrito ocorre quando a concentragao de O, diminui (LUNDBERG et al,

2008).

L-Arginine _— NO

Normodxia Hipdxia

)| Via independente
de NOS

Via dependente i
de NOS v
Oxidagao

Redugio

NO NO,/NO,

Figura 2 — Representacao da via de sintese do NO dependente de oxigénio (adaptado de LUNDBERG et dl.,
2008).

Heller (2010) defende que o nitrito armazenado nos eritrocitos pode ainda sofrer
reducao através de uma reagao catalisada pela anidrase carbénica (3), que o converte em
nitrato e NO:

3NO; +2HY = 2NO + NO; + H,0 (3)

3.3. S-nitrosilacdao

O NO resultante das reagoes acima referidas reage com proteinas intracelulares
através de uma reagao de S-nitrosilagao (4), cujo equilibrio eletroquimico determina o pH, o
potencial oxidagao-reducao da célula e a dependéncia da concentragao de NO para indugao
de apoptose.

RSH+ NO < RSNO+H  + e~ (4)

A S-nitrosilagao da caspase-3, uma protease com um residuo de cisteina que

intervém na maturagao das citocinas, desencadeia apoptose celular, uma vez que esta reacao
10
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ativa a protease. A caspase-3 ativa, posteriormente, caspases iniciadoras que ativam mais
caspase-3 e esta cliva proteinas e enzimas essenciais a célula, levando a sua morte. A

caspase-3 &, portanto, um executor da morte programada das células (BRUEGGER et dl.,

2014).

3.4. Alteracao do DNA

Os mediadores da inflamagao produzidos pelas células do sistema imune tém como
objetivo destruir o que nao esta correto no organismo. Uma das suas armas é a produgao
de espécies reativas, como o NO e as ROS, que vao danificar o DNA e levar a apoptose
celular (LARAN]JINHA, 2008).

A reacao do NO com o superoxido (O,) provoca danos oxidativos devido a
formacao de peroxinitrito (ONOQO") (5), que é um potente oxidante, e as espécies reativas

de nitrogénio, formadas a partir do NO, provocam a desaminagao das bases nucleotidicas

formando xantinas (DEROJAS-WALKER et al., 1995; THOMAS et al., 2008).
0; + NO = ONOO™ (5)

Os investigadores comprovaram que o principal indutor da apoptose € o NO ao
inibirem a sintese deste radical e verificando uma diminuicao dos danos provocados no

DNA.

3.5. Estabilidade do 6xido nitrico

O NO tem um tempo de vida curto (5 a |5 segundos) e difunde-se em grande

extensao (LANCASTER, 1997). O Cc.—*ﬂ_z %%& ]

seu tempo de vida e gradiente de (CX -C;-X ob)/\——ox -OX Oj

difusao sao limitados por reagoes de < D o <> C >
\/]

eliminagio ou inativagdo que Q Desoxi-Hb >
€ >

envolvem, principalmente, a2 ouiHb

hemoglobina. Contudo, o NO pode O é:;ophsmina
ser convertido pela ceruloplasmina Q

em nitrito, que é um produto de

oxidagdo mais estavel que se

acumula nos tecidos e eritrocitos e

pode ser novamente convertido em . . o o
Figura 3 — Representagio da oxidagio do NO a nitrito pela

NO (Fig. 3) (LUNDBERG et al., 2008). ceruloplasmina; reagio do nitrito com a desoxihemoglobina
com formagdo de NO e metahemoglobina (adaptado de

LUNDBERG et al., 2008). [
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4. Acao do oxido nitrico em tumores vascularizados
O aumento da concentragao de NO produz espécies reativas de nitrogénio que,
juntamente com as ROS, originam stress oxidativo e nitrosativo, que leva a desaminagao das
bases de DNA, nitrosilagao de enzimas (caspase-3), diminuigdo da fungao celular, aumento

das reagoes inflamatérias, inibigdo da respiragdo mitocondrial e, consequentemente, a

apoptose celular (CARPENTER AND SCHOENFISCH, 2012).

4.1. Tumores vascularizados

Os tumores sao massas celulares que resultam de uma proliferagao descontrolada de
células tumorais que se tornaram imortais. Estas células surgem devido a mutagoes
significativas no genoma, como danos nas bases nucleotidicas, cross-linking e quebras nas
cadeias de DNA mal reparadas (LITTLE, 2000), e da ativagao de oncogenes (BUTZ AND
HOPPE-SEYLER, 1993).

Estas modificagoes podem ser desencadeadas por varios fatores como agentes
quimicos, radiagao, hormonas, virus (HPV) e até a dieta. Os agentes quimicos, dos quais sao
exemplo alguns farmacos, e as radiagdes tém a capacidade de provocar alteragoes
significativas no DNA celular e originar células tumorais (LITTLE, 2000). Os cancros
hormonais (mama, endométrio, ovarios, testiculos, prostata, tirdide e osteossarcoma)
apresentam um mecanismo Unico de carcinogénese, que decorre da acumulagao de
mutagoes genéticas pontuais, possibilitada pelo elevado nimero de divisdes celulares
induzidas por hormonas endogenas e exégenas (HENDERSON AND FEIGELSON, 2000).

A acdo carcinogénica do virus HPV tem particular importancia no uUtero, onde este
provoca alteragdes no epitélio cervical (BUTZ AND HOPPE-SEYLER, 1993). Os efeitos
carcinogénicos dos nitritos e nitratos usados como conservantes alimentares sao ha muito
conhecidos pela sua capacidade de originarem nitrosaminas in vivo. Para além destes, existem
outros fatores relacionados com a dieta que podem ser carcinogénicos, como por exemplo
dietas pobres em determinadas vitaminas e minerais, que juntos desempenham uma
importante agao antioxidante (ROGERS et al., 1993).

Numa fase inicial, os tumores proliferam lentamente e estao inativos, tornando-se
agressivos apos a vascularizagdo. Os tumores vascularizados sio tumores suportados por
uma grande quantidade de vasos sanguineos que lhes fornecem todos os nutrientes
necessarios para a sobrevivéncia e crescimento. Para além disso, o fluxo sanguineo que serve
os tumores remove muitos metabolitos resultantes das células em crescimento, preservando

as células. A vascularizagao resulta de um processo em que os ‘“vasos sanguineos existentes
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sao recrutados, remodelados e cooptados para fornecer um suprimento de sangue aos
tecidos tumorais avasculares” (DEPEILLE et al, 2007). Neste processo, designado como
angiogénese verifica-se a proliferacao das células endoteliais, que produzem enzimas
proteoliticas que degradam a matriz extracelular, alteram as suas propriedades adesivas,
migram e diferenciam-se em novos vasos sanguineos. O processo é controlado por fatores
paracrinos tumorais angioproliferativos e componentes da matriz extracelular, como o fator
de crescimento do endotélio vascular (VEGF) (DEPEILLE et al., 2007). O estudo realizado
por CONNOLLY et al,, (1989) determinou que o VEGF favorece a angiogénese através do
aumento de permeabilidade vascular e da indugao da mitose das células endoteliais.

Os tumores podem ser benignos ou malignos consoante o seu comportamento
biologico. Considera-se a forma como crescem, a organizagao da sua estrutura, a capacidade
invasiva/destrutiva local, a velocidade com que se desenvolvem, a diferenciacao das células, o
numero de mitoses, a antigenicidade e a capacidade de metastizar (PORDEUS et al., 2013).

Os tumores malignos surgem de uma série de mutagoes somaticas que decorrem da
divisao celular (HENDERSON AND FEIGELSON, 2000). Estes tumores crescem rapida e
desordenadamente, invadem e destroem os tecidos nos locais onde crescem, apresentam
uma estrutura desorganizada, as células tém varios graus de diferenciagao, pelo que nao
apresentam muitas semelhangas com as células que lhes deram origem, e sofrem um elevado
numero de mitoses que sao atipicas, produzem antigénios e metastases (crescimento
neoplasico em locais distantes do local onde teve inicio) (PORDEUS et al., 201 3).

Os carcinomas sao tumores malignos que afetam células de revestimento da pele e
do pulmao e apresentam uma evolugao bidimensional inicial na interface do tumor com o ar
e um descontrolo rapido, que se pensa estarem associados ao contacto com o ar (HELLER,
2010; PORDEUS et al., 2013). O NO é eliminado em grande extensao a partir das células
das camadas superiores da jungao derme-epiderme e a partir das células ciliares pulmonares
em contacto com o ar. Daqui resulta uma baixa concentragao de NO incapaz de induzir
apoptose (HELLER, 2010). Como resultado, as células tumorais desenvolvem-se quase sem

resisténcia por parte do organismo.

4.2. Concentraciao de oxido nitrico nas células tumorais

A concentragao de NO nos tumores da pele e pulmdes nao atinge os niveis
indutores de apoptose devido a deplegao continua do excesso de NO. A rapida difusao é um
fator limitante da sua atividade nas células quando as reagoes sao mais lentas do que a

difusao (LANCASTER, 1997). O out-flux (eliminagao por efluxo) desta molécula do tumor
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para o ar ou para o sangue depende da drea de contacto e do gradiente de concentragao na
barreira tumor-ar/sangue. Segundo HELLER (2010), o gradiente de concentragao ¢é
diretamente proporcional a diferenca de concentragao tumor-ar ou tumor-sangue e
inversamente proporcional a espessura da barreira entre os dois meios, e estes fatores
determinam taxa de efluxo de NO.

Para que ocorra a apoptose induzida por NO é necessario que a concentragao deste
radical se mantenha a valores superiores a | pM em estado estacionario. Nestas condigoes, a
concentragao € inversamente proporcional a taxa de eliminagao ou inativagao, a qual
depende das taxas de reagao e difusao para o exterior. A concentragao de NO no sangue é
10%-10° vezes inferior a |pM. Como resultado, o NO difunde para a corrente sanguinea a
favor do gradiente de concentracao, sendo este out-flux dependente da area de
vascularizagao do tumor: quanto mais vascularizado, maior o out-flux (HELLER, 2010).

No ar, a concentragao de NO é de aproximadamente 5 ppb que, pela lei de Henry,
corresponde a |10 pM em solugdo aquosa, ou seja, 10° vezes inferior a | yM. O gradiente de
concentragao € portanto muito elevado, o que implica que o NO se difunda nao so6 para a
corrente sanguinea mas também para o ar de modo que, mesmo que haja sobre-expressao
de iINOS, “a apoptose nao ¢ induzida nas células mutadas por radiagées UV (pele) ou por
particulas do ar (pulmao)”, o que as torna propensas para o cancro. Assim, compreende-se
o porqué de cancros da pele e pulmao serem os mais frequentes e também os de pior
prognostico: o constante contacto com o ar, tanto na pele como no pulmao, aumenta o
gradiente de concentragao; a evaporac¢ao do suor resultante do gradiente de temperatura a
superficie da pele e o fluxo respiratéorio diminuem a espessura da barreira (HELLER, 2010).

Como resultado de todas estas condicionantes, os carcinomas das células basais e
escamosas e os melanomas comegam a desenvolver-se a superficie da pele (epiderme) e
depois invadem as camadas mais profundas da derme, apods a vascularizagao e eliminagao de
NO pelo fluxo sanguineo. No caso dos carcinomas das células da mucosa pulmonar, os
brénquios sao o local onde surgem devido ao rapido fluxo de ar. A conclusao a que se pode
chegar considerando estes fatores € que a terapéutica contra tumores vascularizados e
avancados poderia ser baseada na redugao do out-flux de NO através do aumento da sua
concentragao sanguinea (HELLER, 2010). Segundo este autor, o aumento da concentragao
de NO, nos globulos vermelhos e sua conversaio em NO reduzira o gradiente de
concentragao na interface tumor-sangue e, consequentemente, também o out-flux a partir do

tumor sera reduzido.
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5. Potencial terapéutico do 6xido nitrico/nitrito

As fungoes do NO em condigoes fisiologicas bem como fisiopatologicas sao de tal
modo importantes e variadas que parece obvia a sua utilizagao terapéutica (RICCIO AND
SCHOENFISCH, 2012). As terapéuticas atuais baseadas em NO sio de dois tipos:
compostos dadores ou adutos que libertam NO e firmacos que alteram a sua produgao
enzimatica.

Virias terapéuticas promissoras tém sido baseadas na manipulagao da NOS, a fim de
alterar as concentragoes endogenas de NO. Contudo, nao tém tido sucesso devido a falta
de especificidade no local de agao, pelo que se aposta na administracao de NO exodgeno
(RICCIO AND SCHOENFISCH, 2012).

O problema da sua instabilidade e curto tempo de vida foi atenuado em algumas
terapéuticas através da utilizagido de dadores mais estaveis de NO. Uma das aplicagoes
terapéuticas mais conhecidas e largamente utilizadas é a administragao sublingual de nitratos,
como a nitroglicerina e o mononitrato de isossorbido, no alivio rapido da dor associada as
crises de angina de peito. A formulagao sublingual é a escolhida para as crises agudas porque
a dissolugao do nitrato na cavidade oral faz com que este seja mais rapidamente convertido
em nitrito pela flora comensal da boca e com que a agao vasodilatadora do NO ocorra mais
rapidamente (LUNDBERG et al., 2008).

Em infe¢coes bacterianas da pele também se utiliza o NO, aplicado topicamente e
diretamente sobre o local a tratar, para eliminagao dos microrganismos (LUNDBERG et dl,
2008).

No tratamento de situagoes isquémicas, como enfarte agudo do miocardio, acidente
vascular cerebral e transplante de 6rgaos, o NO desempenha também um papel importante
na medida em que atua como citoprotetor (LUNDBERG et al., 2008). A isquémia seguida de
reperfusao leva a producao de grande quantidade de ROS pela mitocondria. O NO atua
através da inibicao do complexo | da cadeia transportadora de eletrées mitocondrial por S-
nitrosilagao, diminuindo a formagao de ROS durante a reperfusao e evitando, assim, danos
celulares, necrose e apoptose (LUNDBERG et al.,, 2008). Nestas aplicagoes terapéuticas, o
NO é normalmente administrado através de pro-firmacos, nomeadamente nitratos, por via
oral ou transdérmica.

O nitrito como dador de NO também tem sido estudado para outras patologias,
como é o caso da hipertensio pulmonar primaria nos recém-nascidos (PPHN), uma
patologia devida a uma elevada resisténcia vascular pulmonar com consequente oxigenagao

sistémica baixa. A inalagao de nitrito, apés conversao em NO, demonstrou um aumento da
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vasodilatagao pulmonar em ovelhas, com aumento da oxigenagao sistémica (LUNDBERG et

al., 2008).

5.1. Potencial antitumoral

Se as células tumorais em cultura sofrerem apoptose, entao é de admitir o
tratamento do tumor através da administracao oral de doses subtdxicas de NO. KIZILTEPE
et al.,, (2007) estudaram a citotoxicidade do JS-K, um derivado N-diazeniodiolato (REN et al.,
2003) que é um dador de NO de baixo peso molecular (RICCIO AND SCHOENFISCH,
2012), em células de mieloma multiplo (MM). O JS-K é um pro-farmaco percursor de NO,
ativado pela glutationa-S-transferase (GST), que induz quebra de cadeias duplas de DNA,
ativa as vias de resposta de danos ao DNA e induz apoptose in vitro e in vivo em células de
MM. Este demonstrou citotoxicidade significativa tanto nas linhas celulares de MM
resistentes como nas sensiveis a terapéutica convencional (KIZILTEPE et al, 2007). Os
investigadores verificaram ainda que a citotoxicidade induzida pelo JS-K foi aumentada
quando associado a bortezomib, um anticorpo monoclonal.

Os resultados das terapéuticas com base no NO dependem muito da sua
concentracao e da duracao de contacto com o alvo. Concentracdes da ordem dos yM sao
necessarias para inibir o crescimento de células tumorais enquanto concentragoes da ordem
dos pM tém efeito angiogénico e promovem a proliferacio (Fig. 4). Deste modo, a
concentragao e o tempo de vida do NO determinam se ele atua como promotor ou

supressor (CARPENTER AND SCHOENFISCH, 2012; THOMAS et al., 2008).

e Mitochondrial

e Mutation
igsngNeA o Migration
. Oxida%ive and o Proliferation

nitrosative

Figura 4 — Representagio da dualidade de efeitos do NO dependente da concentragao (retirado de
CARPENTER AND SCHOENFISCH, 2012).

Os dadores de baixo peso molecular apresentam desvantagens, nomeadamente na
falta de seletividade e rapida eliminagao, pelo que ha necessidade de uma alternativa mais
eficaz (RICCIO AND SCHOENFISCH, 2012). Assim, para que as terapéuticas sejam eficazes,
o NO tem que ser armazenado e libertado apenas nas doses necessarias durante periodos
de tempo limitados. Como o tempo de vida do NO é muito curto, este deve ser libertado

em zonas especificas, muito proximas do alvo (CARPENTER AND SCHOENFISCH, 2012).
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Apesar de o NO ser ja utilizado como agente terapéutico em situagoes especificas,
principalmente  para  problemas cardiovasculares, topicamente para problemas
dermatologicos e inalado para problemas pulmonares, os dadores de NO tém vindo a ser
desenvolvidos com o objetivo de se conseguir armazenar e libertar o NO de uma forma
mais controlada, de modo que esta biomolécula possa ter outras utilizagoes, nomeadamente

no tratamento de tumores vascularizados (CARPENTER AND SCHOENFISCH, 2012).

5.2. Suscetibilidade celular

As terapéuticas com NO foram ja testadas em varias linhas celulares tumorais com
dadores de baixo peso molecular, como por exemplo os nitritos e nitratos. A conclusao a
que se chegou foi que a suscetibilidade das células ao NO depende, em primeiro lugar do
tipo de célula, da concentragao de NO e da oxigenagao do local em que este é libertado.
Assim, as concentragoes toxicas para as células tumorais nao implicam uma toxicidade tao
elevada para as células saudaveis como se verifica com outras terapéuticas, como € o caso da
quimioterapia. Contudo, estas terapéuticas nunca passaram a fase clinica do desenvolvimento
devido a incapacidade de controlar a concentragao e a libertagao. O que se pretende € a
libertagao controlada no alvo para maior eficicia e controlo da toxicidade (CARPENTER

AND SCHOENFISCH, 2012).

6. Barreiras a terapéutica

6.1. Toxicidade

O nitrito foi considerado biologicamente inerte e conhecido apenas como um
residuo potencialmente carcinogénico na cadeia alimentar. Contudo, a descoberta da
existéncia do ciclo do nitrato-nitrito-NO levou a realizagao de estudos no ambito do papel
do nitrito e também do nitrato nos processos fisiologicos que se sabe serem regulados pelo
NO (LUNDBERG et al., 2008).

As principais preocupagoes associadas a administragao de nitrito estao relacionadas
com a formagao de metahemoglobina e com a carcinogenicidade (LUNDBERG et al., 2008).
A metahemoglobina forma-se quando o ferro transportador de oxigénio (Fe*") do grupo
heme é oxidado a Fe’*, como se pode observar na reacio 6, que é incapaz de ligar oxigénio

(JOSHI et al., 2002).
NO + Hb(Fe**)0, — NO*™ + Hb(Fe?*") (6)
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Estudos em animais utilizando o nitrito intravenoso demonstraram que o aumento da
metahemoglobinémia é pouco significativo mesmo apos uma administragcao prolongada.
Foram também realizados estudos epidemiologicos em humanos que nao conseguiram
apresentar provas da atividade carcinogénica do nitrito, mesmo utilizando doses
suficientemente elevadas para provocar metahemoglobinémia. Estes resultados sugerem que
o risco de carcinogenicidade com a utilizagdo de doses baixas de nitrito, durante
tratamentos curtos, € insignificante (LUNDBERG et al., 2008). Contudo, questiona-se se este
risco se mantera insignificante nas doses e duragao necessdrias para o tratamento de
tumores.
A utilizagao de NO através de dadores nao especificos apresenta varias desvantagens
em termos de eficicia e efeitos secundarios, nomeadamente toxicidade para as células

saudaveis, hipotensao e cefaleias.

6.2. Administracao

A necessidade de libertar o NO de uma forma controlada levou a uma forte aposta
no desenvolvimento de dadores de NO. Existem ja varias classes de dadores de baixo peso
molecular nas quais se incluem: nitritos, nitratos, N-diazeniodiolatos, complexos metal-NO,
entre outros. Estes sio usados sobretudo em estudos de influéncia do NO exogeno em
varias patologias, contudo, a impossibilidade de os direcionar para locais especificos, as
preocupagoes sobre a toxicidade, as baixas concentragoes de 6xido nitrico atingidas e a sua
rapida eliminagao dificultam o seu desenvolvimento para a clinica (RICCIO AND
SCHOENFISCH, 2012).

Neste sentido, a investigagcao tem-se dirigido para as estruturas macromoleculares
(scaffolds) libertadoras de NO, como proteinas, particulas organicas e inorganicas, polimeros
sintéticos, entre outras, como forma de melhorar o potencial farmacoldgico desta
biomolécula. Segundo RICCIO AND SCHOENFISCH (2012), um veiculo macromolecular
ideal devera ser multifuncional e constituido por varios dadores de NO para garantir a
entrega de uma dose adequada no local necessario. Com este fim, varios investigadores tém
tentado desenvolver sistemas capazes de libertar doses precisas diretamente em
determinados tecidos. Os scaffolds macromoleculares sao particularmente promissores
devido a sua capacidade de armazenar e libertar maiores quantidades de NO, de forma mais
controlada e eficaz do que os dadores de baixo peso molecular.

Com o desenvolvimento desta tecnologia, podem até ser utilizados os dois tipos de

dadores. Podem, por exemplo, encapsular-se dadores de baixo peso molecular (Fig. 5),
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como o nitrito, conseguindo-se um maior controlo na libertagao devido ao facto de o NO
nao difundir livremente através da estrutura e necessitar que a agua difunda para o interior
do scaffold para iniciar a libertagao da molécula (RICCIO AND SCHOENFISCH, 2012). Esta
juncao é conseguida também através da incorporagao de nitrito em lipossomas e polimeros,

entre outros tipos de veiculos.

A

Figura 5 - Representacao de (A) NO gasoso e de
um (B) dador de NO de baixo peso molecular
encapsulados em  vesiculas macromoleculares
(retirado de RICCIO AND SCHOENFISCH, 2012)

6.2.1. Como controlar a libertacao de 6xido nitrico pelos dadores

O controlo da libertagio do NO a partir dos dadores macromoleculares exige a
utilizagao de técnicas bioquimicas e tecnologicas que alterem o comportamento destes
dadores.

As alteragoes poderao consistir em proteger o iniciador da decomposi¢ao do dador,
por exemplo, através da adicao de ligagoes adicionais, utilizar nicleos magnéticos, adicionar
sondas fluorescentes e ligandos especificos para o alvo (por exemplo, anticorpos) ou aplicar
um “ativador” externo como, por exemplo, um estimulo luminoso para dadores fotolabeis,
que permita controlar onde e quando ocorre a libertagao de NO. Estas alteragoes podem
ainda ser associadas a incorporacao de dadores de NO em estruturas macromoleculares,

como se pode observar na figura 6 (CARPENTER AND SCHOENFISCH, 2012).

Ligando especifico (anticorpo)

04% ? ﬁ Figura 6 — Representagio de

Niicleo magnético um dador macromolecular de

NO multifuncional (adaptado de
Sonda ® asd\ RICCIO AND SCHOENFISCH,
fluorescente Tk 2012).

Dador de NO
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7. Conclusoes

O NO, pelo leque de fungoes que apresenta em condigoes fisiologicas e patologicas,
tem muitas potencialidades como agente terapéutico. Contudo, a sua reatividade tem
dificultado a utilizagdo no desenvolvimento de terapéuticas eficazes, devido aos efeitos
toxicos que comporta e também pelas dificuldades de manipulagio e administragao,
acabando a maioria das terapéuticas desenvolvidas por nunca chegar a fase clinica do
desenvolvimento.

O facto de o NO atuar sobre células tumorais e de a suscetibilidade das células
saudaveis e tumorais para a apoptose por NO ser diferente representa uma oportunidade
terapéutica de elevada importancia, considerando que o cancro é uma doenca cada vez mais
frequente na populagao e uma preocupagao em termos de saude publica a escala global. O
facto de as células apresentarem diferente suscetibilidade ao NO implica vantagens
relativamente as terapéuticas mais utilizadas, nomeadamente a radio e quimioterapia,
vantagens essas que sao de extrema relevancia considerando os graves efeitos secundarios
destas terapéuticas e a redugao que provocam na qualidade de vida dos doentes. Assim, esta
€ uma alternativa terapéutica na qual é necessirio apostar até obtengao de resultados
favoraveis que permitam que ela chegue a fase clinica dos estudos.

O controlo da libertagao, da concentragcao e da taxa de libertagio do NO é
fundamental para o desenvolvimento de terapéuticas eficazes que tenham por base esta
biomolécula e é nestas varidaveis que os estudos tém sido focados. O objetivo é
precisamente a obtencao de melhores resultados terapéuticos com menos efeitos
secundarios, de modo a conseguir maiores taxas de sobrevivéncia com qualidade de vida.

Para conseguir controlar a administragio do NO ¢é necessario desenvolver veiculos
muito préximos do veiculo ideal, o que implica grandes desafios e limitagdes a nivel
tecnolégico e financeiro. Contudo, mesmo que se consigam desenvolver os veiculos ideais
para a entrega do NO nos tumores, mantém-se a particularidade das a¢oes opostas sobre as
células tumorais, nomeadamente a apoptose e a angiogénese. O NO sé podera ser utilizado
como antitumoral em monoterapia quando se conseguir fazer chegar uma concentragao
suficientemente elevada ao tumor sem que permanegam concentragoes residuais que
potenciem o crescimento tumoral.

Entretanto, a associagdo com outras terapéuticas antitumorais pode ser benéfica, na
medida em que é possivel uma agao sinérgica entre o NO, como sensibilizador das células, e

um segundo antitumoral, que contrarie o efeito angiogénico do NO. Para além de eficacia
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aumentada, podera havera vantagens também a nivel de efeitos secundarios visto que a
associagao permite reduzir as doses necessarias.

No caso particular dos tumores vascularizados e avangados, principalmente da pele e
pulmoes, verifica-se um elevado aporte de oxigénio devido a vascularizagao, o qual pode
conferir vantagens na terapéutica com NO, considerando, por exemplo, a agao nefasta do
NO sobre o DNA associada a reagdo com o oxigénio. Assim, associando a elevada
oxigenagao do tumor com a entrega especifica de uma elevada concentragao de NO,
consegue-se obter danos celulares muito mais severos e prejudiciais para o tumor.

O que se espera para o futuro é o tratamento bem-sucedido de tumores, incluindo
os mais dificeis e em estados avangados, de modo a prolongar e melhorar a vida dos

doentes. Esse sucesso pode depender do NO.
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