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Abreviaturas

AMPA — Acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropiénico

c¢GMP — Guanosina de 3’,5’-monofosfato ciclica

eNOS - Sintase do 6xido nitrico endotelial, do inglés, endothelial nitric oxide synthase
iNOS — Sintase do oxido nitrico indutiva, do inglés, inducible nitric oxide synthase
LTD — Depressao de longa duragao, do inglés, long-term depression

LTP — Potenciagao de longa duragao, do inglés, long-term potentiation

NADPH — Dinucleétido de nicotinamida e adenosina fosfato

NMDA — N-metil-D-aspartato

nNOS — Sintase do 6xido nitrico neuronal, do inglés, neuronal nitric oxide synthase
NO — Oxido Nitrico, do inglés, nitric oxide

NOS — Sintase do o6xido nitrico, do inglés, nitric oxide syntahse

RNS — Espécies reactivas de nitrogénio, do inglés, reactive nitrogen species

sGC — Guanilato ciclase soluvel, do inglés, soluble guanylate cyclase

SNC - Sistema Nervoso Central



Resumo

O oxido nitrico (NO) é um radical de natureza gasosa de enorme importancia no
nosso organismo, nomeadamente no sistema nervoso central (SNC). Apesar de ja ser
conhecido desde longa data como um poluente atmosférico, s6 nos anos oitenta € que a sua
importancia como mensageiro celular foi descoberta tendo sido considerada em 1992, pela
Revista Science, como a “molécula do ano”. No entanto, quando em |987/88 se descobriu
que as células endoteliais eram capazes de sintetizar NO a partir de L-arginina, a noticia foi
recebida com cepticismo na comunidade cientifica. A sua relevancia na biologia esta hoje
bem estabelecida e é crescente o numero de artigos cientificos publicados relacionados com
as accoes do NO como molécula sinalizadora.

O NO surgiu como uma molécula mensageira ubiqua que se encontra envolvida
numa grande variedade de processos no nosso organismo. Desde a diabetes, hipertensao,
impoténcia sexual, tuberculose ou outras patologias, passando pelo choque séptico, nao ha,
segundo a Nitric Oxide Society, nenhuma condicao patolégica em que o NO nao esteja
envolvido. Esta molécula intervém na sinalizacao intra e extracelular, actua como factor de
vasodilatacio no endotélio vascular, intervém na defesa do nosso organismo ao ser
produzido pelos macroéfagos (células do sistema imunitario) e é também um importante
neuromodulador. Neste contexto, modula muitos processos fisiologicos como o fluxo
sanguineo cerebral, a nocicep¢ao, o olfacto e a ingestao de alimentos. Por ser um gas
hidrofobico é facilmente difusivel e nao necessita de receptores transmembranares para
exercer os seus efeitos.

Ao NO atribui-se o envolvimento, na memoria e aprendizagem sendo o hipocampo
uma das estruturas do cérebro mais relevantes nestes processos. Isto deve-se ao facto de o
NO ter sido proposto como sendo o mensageiro retrogrado durante a indugao da
potenciagao de longa duragao (LTP) no hipocampo. A LTP, um modelo experimental da
plasticidade sinaptica, envolve o aumento persistente da neurotransmissao excitatoria. No
hipocampo, o NO tem origem num neurdnio pos-sinaptico, atravessa o espago extracelular
e vai actuar directamente no neurdnio pré-sinaptico. Prova disso foi a utilizagao de
inibidores da sintase do NO que bloquearam a LTP no hipocampo e prejudicaram a
aprendizagem espacial, o que indica que o NO esta envolvido em algumas formas de

memoria.

Palavras-chave: oxido nitrico, neurotransmissor, sintase do oxido nitrico, hipocampo, LTP,

LTD, membria.



Abstract

Nitric oxide (NO) is a gaseous radical of paramount importance in our body,
particularly in the central nervous system (CNS). Despite the fact that it has been known for
a long time as an atmospheric pollutant, only in the 80’s its role as a cellular messenger was
discovered and, in 1992, was elected “Molecule of the Year” by scientific magazine Science. In
1987/88 it was found that endothelial cells were able to synthetize NO from L-arginine, but
this discovery was received with skepticism by the scientific community. Today, nitric oxide
importance in biology is well established despite the increasing number of scientific articles
published relating his actions as a signaling molecule.

Nitric oxide is known to be a ubiquitous molecule involved in a variety of processes
in our body. According to Nitric Oxide Society, from diabetes, hypertension, male
impotence, tuberculosis to septic shock or other pathologies, there is probably no
pathological condition where nitric oxide doesn’t play an important role. This molecule
intervenes in intra- and extracellular signaling, acts as a vasodilation factor in the vascular
endothelium, is involved in our body defense because it's produced by macrophages
(immune system cells) and it is also an important neuromodulator. In this context modulates
many physiological processes such as cerebral blood flow, nociception, olfaction and food
intake. Because it is a hydrophobic gas, NO is highly diffusible and doesn’t need cell
membrane receptors to produce their effects.

NO is involved in memory and learning processes and hippocampus, which is one of
the most important brain structures in these mechanisms. This is due to the fact that NO is
considered a retrograde messenger during long-term potentiation (LTP) in hippocampus.
LTP, an experimental model of synaptic plasticity involves the persistent increase of
excitatory transmission. In hippocampus, NO is generated in the postsynaptic neuron,
traveling through the extracellular space and acting directly in the presynaptic neuron.
Indeed, NO-synthase inhibitors were able to block LTP in hippocampus impaired spatial

learning, indicating that NO is involved in some forms of memory.

Key-words: nitric oxide, neurotransmitter, nitric oxide synthase, hippocampus, LTP, LTD,

memory.



|. Introducao

A descoberta do NO foi um dos marcos importantes na biologia vascular no século
XX, de tal modo que os cientistas envolvidos na sua descoberta foram galardoados com o
Prémio Nobel da Medicina e da Fisiologia.

O NO é uma molécula simples e que desempenha varias fungdes no organismo,
tendo acgao nos sistemas nervoso, cardiovascular, imunitario e gastrico.

No final da década de 1970, Robert Furchgott comegou por examinar a dicotomia no
comportamento da acetilcolina. Uma experiéncia, com artérias das quais havia sido removida
a camada adventicia e o endotélio para obter uma preparacio de musculo liso “puro”,
conduziu a primeira descoberta do NO na histéria. Nestas circunstancias, normalmente, a
acetilcolina causa contrac¢ao da musculatura lisa. Mas, numa ocasiao, um técnico da equipa
de Furchgott, Zawadzki, nao removeu o endotélio numa preparagao da artéria aorta e, por
isso, a acetilcolina provocou um relaxamento potente (Furchgott, 1980). Furchgott
rapidamente estabeleceu que o relaxamento arterial em resposta a acetilcolina apenas
ocorre se o endotélio se encontrar presente, ou seja, o relaxamento vascular provocado
pela acetilcolina estd dependente do endotélio. Foi também possivel concluir que o
relaxamento é bloqueado pela atropina, o que significa que a acetilcolina actua nos
receptores das células endoteliais para produzir uma substancia que difunde para o musculo
liso e inicia o processo de relaxamento: um factor de relaxamento dependente do endotélio
(EDRF). As diferengas entre as respostas in vivo e in vitro a acetilcolina resultaram do facto de
as preparagoes in vivo permanecerem com o endotélio ao contrario das preparagoes in vitro
as quais tinha sido retirado (Furchgott e Zawadzki, 1980).

Em 1987, Palmer et al. (1987) relataram que a actividade biolégica do factor de
relaxamento do endotélio (EDRF) poderia ser explicada pela libertagio de NO, uma
descoberta muito importante e que foi corroborada por outros investigadores nesse mesmo
ano (Ignarro et al.,, 1987). Seguidamente, descobriu-se a via de sintese do NO (Palmer et al.,
1988; Schmidt et al., 1988).

No entanto, apesar de todas estas descobertas e evidéncias, as ac¢oes quimicas e
biolégicas do NO sao bastante complicadas de entender para uma molécula, aparentemente,
tao simples. Apds a sua descoberta é necessario aprender a manipula-la, conhecer e

compreender o seu papel no metabolismo dos organismos vivos.



2. Relevancia do Oxido Nitrico na Biologia

O NO surgiu como uma molécula mensageira ubiqua que se encontra envolvida
numa grande variedade de processos no nosso organismo (Moncada, 1992). Desde a
diabetes, hipertensao, impoténcia sexual, tuberculose ou outras patologias, passando pelo
choque séptico, nao ha, segundo a Nitric Oxide Society, nenhuma condigao patoldgica em
que o NO nao esteja envolvido. Esta molécula intervém na sinalizagao intra e extracelular,
actua como factor de vasodilatacao no endotélio vascular, intervém na defesa do nosso
organismo ao ser produzido pelos macrofagos (células do sistema imunitario) e é também
um importante neuromodulador. Neste contexto, modula muitos processos fisiologicos
como o fluxo sanguineo cerebral, a nocicepgao, o olfacto e a ingestaio de alimentos
(Bruhwyler et al. 1993).

Actualmente o NO ¢é conhecido por ser uma molécula ubiqua, sinalizadora e tém
sido descritas muitas formas das suas sintases (NOS), especificas de sistemas de orgaos
particulares e de algumas espécies (Fleming, 1999). E também uma molécula sinalizadora em
insectos e bactérias, por exemplo. Nas plantas induz a expansao das folhas e o crescimento
da raiz e protege de agressoes ambientais e infecgcoes (Delledonne, 201 I).

Estas observagoes sugerem que o NO é uma molécula sinalizadora com uma longa
histéria, que realiza fungoes biologicas nos organismos mais primitivos. Formas mais
primitivas de vida utilizaram nitrogénio vindo directamente da atmosfera para a formagao de
aminoacidos. Mudangas ambientais, eventualmente, conduziram a evolucio de métodos
enzimaticos/biologicos de fixagao de nitrogénio (Navarro-Gonzalez et al., 2001).

Espécies reactivas de oxigénio (ROS) tais como o radical superoxido, radical
hidroxilo e o perdxido de hidrogénio fazem parte dos mecanismos de sinalizagao e
homeostase de todos os organismos vivos. Estes surgem do normal processo de actividade
biologicas das oxidases celulares (por exemplo, NAD(P)H oxidase, xantina oxidase) e da
respiragao mitocondrial. Semelhantes ao NO, estas moléculas instaveis e reactivas sao
mediadoras numa grande variedade de actividades biologicas tais como a apoptose e a
sinalizagao intracelular (Droge, 2002). O stress oxidativo, bem como danos celulares, sao
causados pela produgao excessiva de ROS, que causam danos celulares ao interferirem na
respiragcao celular, nos sistemas de mensageiros secundarios intracelulares e na sintese
proteica (Thannickal e Fanburg, 2000). A produgao excessiva destas espécies esta implicada
na patogénese de varias doengas cronicas, como as doengas neurodegenerativas de
Parkinson e Alzheimer, bem como na destruicao de endotélio e na formagao de placas na

aterosclerose (Napoli et al., 2001; Sorescu et al., 2002).



Tem sido demonstrado que o NO desempenha um importante papel como regulador
da respiragao mitocondrial, como é possivel observar na Figura | (Clementi et al., 1999).
Liga-se a enzima citocromo C oxidase da cadeia respiratoria da mitocondria mais
rapidamente do que o proprio oxigénio e, por isso, parece controlar a taxa de produgao de
energia por regulacao da taxa de entrada de oxigénio na cadeia respiratoria (Brown et al.,
2001; Clementi et al., 1999). Como a afinidade do NO para a citocromo C oxidase é muito
maior do que a afinidade do oxigénio, a respiragio mitocondrial pode ser inibida
extensivamente com concentracoes moderadas de NO. Tem sido sugerido que em
momentos de stress celular, o NO inibe o metabolismo (aerébio) mitocondrial, reduzindo o
consumo de oxigénio e prevenindo a apoptose (Beltran et al., 2000). Este efeito protector
do NO tem sido postulado como forma de neuroproteccao em situagoes de stress no

sistema nervoso central (Almeida et al., 2001).

Mn-SOD

Aconitase

Figura | — Interaccao do NO com a mitocondria. Esta evidenciado o sentido de fluco
de electroes doados ao complexo | pelo NADH, pontos de inactivagao deste fluxo com
consequente sintese de O,". (Adaptado de Brown, 2001; Brown, 2007; Brunelli, et al., 2001 e
Ledo, 2007).

A citocromo C oxidase mitocondrial pode ter uma segunda fungao protectora da
célula: a remogao de derivados toxicos do NO, o peroxinitrito (Pearce et al., 2002). O NO
tem elevada afinidade para as ROS, o que resulta na formagao de espécies reactivas de
nitrogénio toxicas, incluindo o peroxinitrito. Com concentragoes baixas e fisiologicas de NO
estas reacgoes nao ocorrem porque o NO encontra-se ligado a guanilil ciclase, que estimula
a formagao de cGMP (Griffiths e Garthwaite, 2001). Em condigoes patologicas como a

sepsis, onde a produgao de NO e ROS esta bastante aumentada, espécies reactivas de



nitrogénio acumulam-se rapidamente no interior da célula. Estas espécies ligam-se de forma
irreversivel a multiplos componentes da cadeia respiratoria mitocondrial, conduzindo ao
término da respiragao celular, com a consequente necrose da célula (Brown e Borutaite,
2001). Todas estas recentes descobertas permitem considerar que o NO é um modulador
primario da mitocondria e o estudo desta complexa interacgao pode finalmente conduzir a

um melhor entendimento da doenca.

2.1. Efeitos fisiologicos do NO

Um dos principais efeitos fisiologicos do NO relaciona-se com o sistema vascular. As
células endoteliais controlam o relaxamento dos vasos sanguineos pela produgao de NO,
sendo o seu principal alvo as células da musculatura lisa. Pode ainda desempenhar um papel
protector do sistema vascular ao inibir a proliferagao de células de musculo liso na tunica
média e limitando a subsequente invasao e destruigao da camada intima dos vasos sanguineos
que ocorrer nos processos de aterogénese envolvidos na isquémia e deméncia multi-
enfartes (Moncada et al,, 1991).

O NO ¢é produzido através de diferentes estimulos e desempenha um papel
importante na resposta imunitaria (Nathan, 1997). As sintases constitutivas do NO (NOS),
que serao abordadas mais pormenorizadamente mais adiante sao activadas por um aumento
transitorio do calcio citosolico, que provoca um aumento do NO por breves minutos, e a
iNOS (sintase do oxido nitrico indutiva) € expressa nas células da glia e imunoldgicas apds o
estimulo imunologico ou inflamatorio, provocando um elevado aumento de NO por varios
dias. A producio massiva de NO pela iINOS é toxica uma vez que inactiva a cadeia
respiratéria mitocondrial e pode induzir a apoptose celular.

O NO tem ainda efeitos neuronais actuando como neurotransmissor e/ou
neuromodulador tanto no sistema nervoso central como periférico por mecanismos
dependentes de cGMP (Bredt e Snyder, 1994; Prast e Philippu, 201 1; Lewko e Stepinski,
2002; Trabace e Kendrick, 2000). A accao da nNOS no sistema nervoso central tem sido
associada a percepgao da dor, especialmente ao nivel da medula espinhal (Yamamoto et al.,
1993), ao controlo do sono, apetite e termorregulacio (Monti e Jantos, 2004), ao
desenvolvimento neuronal (Cheng et al, 2003) e a plasticidade sinaptica (Dinerman et al.,

1994).



3. Propriedades Fisico-Quimicas do Oxido Nitrico

O NO ¢ conhecido por ser um regulador importante da fungao das células e dos
tecidos através de mecanismos que utilizam as suas propriedades fisico-quimicas Unicas
como radical livre de reactividade limitada. Quando referimos que este radical livre controla
fungcoes bioldgicas fundamentais € uma afirmagao aceite actualmente. Mas quando se
estabeleceu a relagao entre o factor de relaxamento do endotélio e o NO foi uma surpresa
porque até entao pensava-se que os radicais eram espécies reactivas toxicas. O NO é um
mensageiro secundario com caracteristicas Unicas nao s6 por ser um radical livre, mas
também por ser uma molécula inorganica, gasosa, estruturalmente simples que nao é
reconhecida por proteinas através das forgas intermoleculares que tipificam o
reconhecimento de outros mensageiros secundarios. Pelo contrario, o sistema de sinalizagao
do NO actua pela ligagao deste ao grupo heme ferroso da enzima guanilato ciclase (sGC) e
promove a sua activagao. Além disso, o maior avango resultante desta descoberta nao foi a
identificacdo de um novo mensageiro secundario, mas sim a descoberta de uma nova classe
de mensageiros que controlam processos biolégicos por um novo mecanismo (Ignarro,
1990). As repercussoes e implicagoes destas descobertas em varios campos que vao desde a
quimica, biologia, farmacologia e medicina foram reconhecidos com o Prémio Nobel da
Medicina e Fisiologia entregue a Furchgott, Ignarro e Murad em 1998. (Toledo Jr. e Augusto,
2012).

Durante décadas a investigagao sobre radicais livres em biologia focou-se no
entendimento das propriedades do oxigénio molecular (O,) devido a sua capacidade para
gerar radicais livres e antioxidantes como metabolitos, e também para elucidar a forma
como as proteinas, lipidos e ADN sao danificados por eles, o que resulta em danos celulares
e doengas. No entanto tornou-se claro que radicais livres, como o NO, e as espécies
reactivas de oxigénio, como o H,0,, sao também essenciais a homeostase das células e
organismos. Ao exercer fungao de mensageiros secundarios, as espécies reactivas podem
regular circuitos fisioldgicos e patofisiologicos (Augusto e Myamoto, 2012).

Mediadores biologicos interagem rapida e reversivelmente com proteinas/enzimas
especificas e, por isso, a selectividade € um principio bioldgico fundamental na sinalizagao
celular. Tanto o H,0, como o NO tém reactividade especifica com alvos bioldgicos.
Evidéncias sugerem que a sinalizagao com NO se faz através da ligagao e activagao a sGC,

num processo que nao envolve alteragao redox (lgnarro, 1999).



As propriedades fisico-quimicas do NO como molécula pequena e sem carga que
reage rapidamente com alvos biologicos que contém electroes desemparelhados permitiram

a sua evolucao como mediador biologico.

3.1. Ligacdo Quimica

O NO é uma molécula com || electroes de valéncia: 6 do oxigénio e 5 do
nitrogénio, com um par de electroes desemparelhados na ultima orbital, o que o torna um
radical livre. Também pode existir sob a forma de ido nitrosénio (NO") dependendo do
estado redox (Stamler et al., 1992). E por esta razio que é considerado termodinamicamente
instavel e tende a reagir com outras moléculas.

Um olhar mais atento sobre a natureza da ligagdo quimica da molécula de NO é
relevante para o entendimento das suas fungoes fisiologicas. A diferenca na
electronegatividade dos atomos de oxigénio e nitrogénio resulta em orbitais moleculares
com contribuigoes distintas do oxigénio e do nitrogénio. As orbitais moleculares de ligagao
pertencem predominantemente ao oxigénio e as orbitais moleculares anti-ligagao pertencem
predominantemente ao nitrogénio. Este simples modelo de ligagao mostra a natureza radical
do NO e uma ordem de ligagao 2 ', que € consistente com o comprimento da sua ligagao
intermédia (1,15 A) em relagio ao do N, (1,06 A) e ao do O, (1,18 A) (Toledo Jr. e
Augusto, 2012).

O NO é formado por um atomo de oxigénio ligado a um atomo de nitrogénio em
estado de oxidagao +2. Possui 8 electroes ligantes e 5 anti-ligantes, pelo que a forga da
ligacao é de 22 e a distincia da ligagao N-O é intermédia entre uma ligagao dupla e uma
tripla. Por outro lado, a existéncia de um electrao desemparelhado significa que é um radical
livre. O electrao desemparelhado é anti-ligante, e a sua remogao resulta na espécie oxidada
NO" (ido nitrosénio), onde a ligagio N-O ¢é tripla. Pode também ser reduzido, formando-se
NO" (iao nitrosilo) que pode existir no estado tripleto ou singuleto (Bonner e Stedman,
1996).

Termodinamicamente, o NO ¢ instavel — a energia de Gibbs para a sua formagao a
partir de oxigénio e de nitrogénio moleculares é muito elevada (AG°; = 86,3 kl.mol') e
ocorre apenas para temperaturas elevadas. A sua decomposi¢ao nao é favoravel do ponto de
vista cinético, dai que o gas possa ser armazenado a pressio de | atm e temperatura
ambiente sem decomposicao apreciavel. Para pressoes elevadas ocorre desproporcionagao
com formagao de N,O e NO, (Bonner e Stedman, 1996).

O conhecimento da quimica do NO em sistemas biologicos normalmente organizado

em funcao de efeitos directos e indirectos (Miranda et al., 2000, Wink e Mitchell, 1998). Os



efeitos directos resultam de reac¢oes directas do NO com alvos moleculares (complexos
metalicos ou espécies radicalares) de onde resulta um efeito biolégico enquanto os efeitos
indirectos sao mediados por produtos de reacgao de NO com O, ou O, para formar RNS

que, por sua vez, reagem com moléculas biologicas (Wink e Mitchell, 1998; Ana Ledo, 2007).

3.2. Reactividade Quimica do NO: Efeitos Directos e Indirectos

O NO é um fraco agente oxidante e redutor em condices fisiologicas. E uma
molécula sem carga e uma base de Lewis muito fraca para actuar como agente nucleofilico.
Apesar de ser um radical livre, o NO reage apenas com algumas células alvo e esta
preferéncia/selectividade foi muito importante para a evolugao do NO como mediador
bioldgico (Toledo Jr. e Augusto, 2012).

Efeitos Directos: O NO reage com metais de transicio (livres ou em grupos
prostéticos associados a proteinas) que existem em varios estados de oxidagao variando
entre si num Unico electrao. Estas reacgoes, que exibem constantes de velocidade da ordem
de 107 M's”!, podem classificar-se em dois tipos (Wink e Mitchell, 1998):

i) Ligacdo ao centro metalico sem alteragao da carga formal de valéncia do metal
(nitrosilagao). Esta reacgcao ocorre tipicamente entre o NO e o heme ferroso presente em
algumas proteinas (reacgao |), nomeadamente com a guanilato ciclase soluvel (sGC), o alvo
de accao bioldgica do NO mais bem conhecido, varias enzimas do grupo citocromo P450
(catalizam a hidroxilagao de varios substratos relevantes no metabolismo de drogas, na
biossintese de colesterol e esterodis) e a oxido nitrico sintase (NOS). A formagao de

complexos Fe(ll)-nitrosilo € um exemplo claro deste tipo de reacgao.
R — Fe(Il) +¢NO —» R —Fe(Ill) — NO Reaccao |
ii) Reacgao de oxidagao-reducao entre o NO e um complexo metalico dioxigénio
(reacgao 2), de que é exemplo a reacgao com a oxi-hemoglobina, uma das principais vias de

remog¢ao em sistemas biologicos (Lancaster, 1994). Esta reacgao resulta na formagao de

nitrato (NOj’) e meta-hemoglobina.

HB(Fe — 0,) + ‘NO — metHb(Fe(Il)) + NO3 Reaccio 2

Efeitos Indirectos: A variagao da concentracao e a fonte de NO parecem

determinar o seu efeito bioldgico. E aceite, embora sem validagao experimental robusta, que



enquanto que para concentra¢oes baixas de NO (<| pM) predominam os efeitos directos
acima referidos, para concentragdes elevadas (>| pM), normalmente associadas a processos
patolégicos, prevalecem os indirectos (Wink e Mitchell, 1998). A reaccao do NO com
espécies diamagnéticas, como os tidis ou outras biomoléculas, ocorre a uma velocidade lenta
em sistemas bioldgicos (Wink et al, 1994) e é precedida por activagao do radical por
reaccao com O, ou O,. As reacgoes subsequentes incluem-se na categoria de efeitos
indirectos do NO (Wink e Mitchell, 1998; Ledo, 2007).

Os efeitos indirectos do NO em sistemas biologicos podem traduzir-se em trés tipos
de reacgoes associadas respectivamente, as nogoes de stresses oxidativo, nitrosativo e
nitrativo: oxidagao-redugao, nitrosagao e nitragao. Dependendo da RNS predominante e do
ambiente celular, numa situagdo de desequilibrio uma ou mais destas reacgoes pode
predominar e caracterizar o tipo de stresse. A quimica de oxidagao-redugao envolve a
transferéncia de electroes entre os substratos. As espécies reactivas derivadas da reacgao de
NO com O, com O, podem ter um poder oxidante moderado, ou seja, ser capazes de
remover electroes a outras moléculas (Ledo, 2007).

No sistema nervoso central o ONOO" é sugerido como a principal RNS mediadora
de stresse oxidativo (Beckman, 1991). A impossibilidade de ser medido em sistemas
biologicos devido ao seu reduzido tempo de vida tem mantido acesa a discussao sobre a sua
participagao nos danos oxidativos atribuidos ao NO (Fukuto e Ignarro, 1997). A figura 2

esquematiza a quimica bioldgica do NO.
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Figura 2 — Quimica biolégica do NO, com distingao entre efeitos directos (2 esquerda do
NO) e indirectos (a direita do NO). (Adaptado de Davis et al, 2001; Winck e Mitchell,
1998).



3.3. Transporte biolégico do NO

O NO é razoavelmente solivel em agua e cerca de 10 vezes mais soluvel em
solventes hidrofobicos (Shaw e Vosper, 1977). Por isso mesmo a bicamada lipofilica que
constitui as membranas bioldgicas nao representa uma barreira ao NO, que é transportado
por difusao simples. Este tipo de transporte confere-lhe propriedades bioldgicas Unicas:
atravessa facilmente membranas e nao necessita de transportadores membranares; nao fica
confinado as células ou compartimentos celulares que o produzem; ha um movimento de
NO das células produtoras, onde se encontra mais concentrado, para as células vizinhas

através de difusao simples, um processo dirigido pelo gradiente espacial de concentragao

(Toledo Jr. e Augusto, 2012).

4. Biosintese do 6xido nitrico

Devido ao seu baixo peso molecular e propriedades hidrofébicas, o NO nao pode
ser armazenado em vesiculas e é capaz de atravessar com facilidade as membranas
plasmaticas das células por difusao simples (Shaw and Vosper, 1977), sem que para isso seja
necessaria a existéncia de receptores ou transportadores transmembranares.

Nos mamiferos, o NO é sintetizado em varios tipos de células, tais como os
neurdnios, células endoteliais e macrofagos por uma familia de isoenzimas designadas por
NOSs (nitric oxide synthases).

As primeiras descri¢oes da sintase do NO demonstraram que a sua sintese requer L-
arginina e NADPH, resultando na formagao de citrulina. Esta sintese requer ainda outros
quatro cofactores/coenzimas, bem como a presenga de calmodulina. Trabalhos posteriores
demonstraram que o oxigénio é também um substrato para esta reacgao, sendo
incorporado tanto no NO como na citrulina (Knowles e Moncada, 1994). Sabe-se agora que
a sintese do NO a partir da arginina é uma reacgao que envolve duas mono-oxigenagoes
separadas. Na primeira a N"-hidroxiarginina € uma espécie intermediaria formada pela
reaccao de hidroxilagao da L-arginina, que requer uma molécula de oxigénio e uma molécula
de NADPH, bem como a presenca de tetrahidrobiopterina (BH,). O segundo passo resulta
da oxidagao da N"-hidroxiarginina para formar a citrulina e NO, reac¢ao representada pela
figura 3. O dominio redutase liga os dois cofactores de flavina e funciona como aceitador de
electroes provenientes do NADPH, passando-os para o grupo hémico, de modo semelhante
ao observado para as citocromo P450 redutases (Knowles e Moncada, 1994). De facto, a
semelhanga na sequéncia entre a sintase do NO e a redutase do citocromo P450 juntamente

com a presenga de um centro hémico com as propriedades espectrais do citocromo P450,



demonstram que a sintase do NO ¢é a primeira enzima P450 auto-suficiente a ser
identificada. Além disso ha evidéncias que sugerem que a N"-hidroxiarginina pode ser
convertida em NO e citrulina pela redutase microssomal do citocromo P450 do figado

(Knowles e Moncada, 1994).
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Figura 3 — Reacgao de sintese do NO. O N e O dentro dos quadrados demonstram a

origem dos atomos constituintes do NO. (Adaptado de Knowles e Moncada, 1994.)

4.1. Isoenzimas: nNOs, eNOS e iINOS

Até ao momento foram caracterizadas e clonadas trés sintases do NO distintas, o
que veio permitir classifica-las em: nNOS (neuronal NO synthase) que se encontra presente
nos neurdnios e é expressa constitutivamente, sendo a sua actividade regulada pelo calcio,
também designada como NOS tipo |; eNOS (endothelial NO synthase), designada NOS tipo
Ill, que estd presente nas células endoteliais do sistema vascular, sendo também expressa
constitutivamente e regulada pelo calcio; iNOS (inducible NO synthase), designada NOS tipo
I, presente nos macroéfagos e é expressa de forma induzida pela presenga de citoquinas nao
sendo regulada pelo calcio (Forstermann e Kleinert, 1995; Mayer e Andrew, 1998).

Embora distintas em varios aspectos, as isoformas de NOS partilham trés
caracteristicas estruturais: o terminal aminio forma o dominio oxigenase catalitico e liga os
cofactores heme, BH, e o substrato L-arginina; o terminal carboxilico forma o dominio

redutase e liga os restantes cofactores (FMN, FAD) e o co-substrato NADPH; existe um



local de ligagao para a calmodulina entre os dois dominios (Ghosh e Stuehr, 1995; McMillan
e Masters, 1995).

A nNOS foi a primeira isoenzima a ser purificada e clonada, a sua actividade ¢é
dependente de calcio e calmodulina e é expressa constitutivamente cérebro. Devido a sua
ampla distribuicao, por varios tecidos do sistema nervoso central e periférico e na medula
Ossea, e a sua elevada actividade no cérebro e musculo-esquelético, é provavel que esta
isoenzima seja responsavel pela maior propor¢ao de actividade da sintase do NO nos
mamiferos. A clonagem, sequenciagao e caracterizagao do cDNA da nNOS revelaram uma
elevada homologia (93%) entre a nNOS do rato e a nNOS do homem, o que significa que
esta enzima mantém uma sequéncia de aminoacidos altamente conservada entre espécies.

A eNOS, a sintase do NO constitutiva das células do endotélio vascular, aparenta
funcionalidade semelhante a nNOS e actividade distinta em relagao a iNOS, a isoenzima
encontrada em macroéfagos activados. As duas primeiras isoenzimas sao constitutivas e
dependentes de calcio e calmodulina para a sua actividade, ao contrario do que ocorre com
a iINOS. Com a clonagem da eNOS bovina e humana foi possivel perceber que esta e a
nNOS tém produtos de genes distintos, com apenas 57% de homologia de aminoacidos
entre si. A eNOS tem em comum com a nNOS os locais de ligagcao da calmodulina, NADPH
e FAD, mas apresentam diferencas ao nivel do N-terminal. Esta isoforma de sintase do NO
é, provavelmente, responsavel pela actividade da sintase do NO no endotélio vascular dos
vasos sanguineos: a analise BLOT revelou a presenca de mRNA para eNOS nas células de
endotélio vascular de artérias, pequenos vasos ou veias de humanos, bovinos, coelhos e
ratos (Knowles e Moncada, 1994).

Apods exposicao de varios tipos de células e tecidos a citoquinas ou produtos
bacterianos, uma sintase do NO ¢ induzida o que revelou que esta é diferente da nNOS e
eNOS. Os macrofagos de roedores tém sido a fonte de estudos intensivos sobre a iINOS. A
sintase de NO dos macrofagos tem sido purificada e é totalmente activa tanto na auséncia de
calcio como na auséncia de calmodulina. A sequéncia de aminacidos demonstra que esta
enzima indutivel é bastante distinta das outras duas isoenzimas constitutivas, partilhando 51%
e 54% de homologia com a eNOS e nNOS, respectivamente (Knowles e Moncada, 1994).

Os genes que codificam a sintase do NO representam uma familia de genes dispersa
em trés diferentes cromossomas, uma vez que o gene que codifica a nNOS se encontra no
cromossoma 12, o gene da eNOS encontra-se no cromossoma 7 e o gene para a iINOS
encontra-se no cromossoma |7.

Estudos intensivos sobre as sintases do NO durante os Ultimos 5 anos tém revelado

uma familia de enzimas, capazes de realizar complexas reacgoes, que aparentam uma elevada



conservagao entre espécies mamiferas estudadas até agora. Esta conservagao entre espécies,
juntamente com a diversidade das isoenzimas e a enorme lista de fungoes fisiologicas que
desempenham, sugere que a sintese do NO a partir da L-arginina é um mecanismo de
regulacao e defesa do hospedeiro de grande importancia. A combinagao das varias fungoes
que o NO desempenha, nomeadamente sinalizacao intracelular, intercelular e como

molécula citotoxica, nao tem precedentes na biologia.

5. Mecanismos de sinalizacao do 6xido nitrico no cérebro

Tal como ja foi dito anteriormente, o NO é uma molécula sinalizadora difusivel e que
esta amplamente envolvida em processos fisioldgicos e patologicos como por exemplo na
doenga de Alzheimer. No cérebro, a sintese de NO depende da activagao dos receptores
NMDA do glutamato que desencadeia uma cadeia de sinalizagao intracelular com efeitos na
plasticidade sinaptica, no desenvolvimento neuronal, na degenerescéncia sugerindo portanto

que o NO intervém nestes processos.

5.1. Hipocampo

Ao NO atribui-se a capacidade que o ser humano tem em adquirir conhecimentos e
experiéncias, sendo o hipocampo um dos locais mais importantes neste processo de
aquisicao de memoria sobretudo nas memorias de longa duragao.

Os mamiferos possuem um hipocampo em cada hemisfério. E uma estrutura de
forma curva que se localiza no lobo temporal mediano do SNC. Cada hipocampo é
constituido por duas camadas de células principais em forma de “C” que se encaixam uma na
outra. A primeira destas camadas é formada por células piramidais (que no humano formam
as sub-regides CAl a CA4 e no rato formam as sub-regices CAl e CA3) enquanto que a
segunda é formada pelas células granulares do giro dentado (DG), o hipocampo recebe
também informagao oriunda do septo, amigdala, tilamo, hipotilamo e nucleos
monoaminérgicos do tronco cerebral e, em algumas espécies, do hipocampo contralateral
(situado no hemisfério oposto). Embora nao exista enervagao do cértex sensorial primario,
a informagao sensorial chega indirectamente ao hipocampo a partir do cértex associativo
relacionado com o estado de alerta, atengao, emogao e memoria (Copper e Lowenstein,
2003).

Os niveis mais elevados de NO em todo o organismo foram encontrados nos
neurdnios (Bredt, 1999), sabendo-se que o NO esta envolvido na plasticidade sinaptica em

diferentes areas do cérebro, incluindo o cerebelo e o hipocampo. O NO contribui para a



plasticidade sinaptica no SNC entre as quais se destaca a potenciagao de longa duragao
(LTP), bem como a existéncia de outros tipos de plasticidade sinaptica (Garthwaite e
Boulton, 1995; Prast e Philippu, 2001; Bliss e Collingridge, 1993). A LTP corresponde a um
aumento, de longa duragao, na transmissao sinaptica e representa um modelo experimental
de estudo da memoria e da aprendizagem (Bliss e Collingridge, 1993). Estudos recentes
revelam que a LTP pode ser comunicada a sinapses “vizinhas” perto do local de indugao
(Engert e Bonhoeffer, 1997).

A primeira indicagao de que o hipocampo participa nos processos de formagao de
memoria surgiu em meados da década de 1950 quando se observou num doente sujeito a
remocao bilateral do lobo temporal a incapacidade de formar novas memorias, embora as

formadas antes da cirurgia se mantivessem intactas (Scoville e Milner, 1957).

5.2. Receptores NMDA no hipocampo

Os receptores NMDA tém um papel fundamental no processo de memoria e
aprendizagem. A activagao dos receptores NMDA conduz ao aumento de calcio intracelular
no neurdnio pos-sinaptico que por sua vez se liga a calmodulina activando a nNOS. Como
anteriormente referimos, o NO vai activar a guanilato ciclase soliuvel (sGC) levando ao
aumento de cGMP. Parte deste ¢é libertado no fluido extracelular através de transportadores
de cGMP presentes nas membranas celulares (Sager, 2004). Varios estudos indicam que a
activagao desta via glutamato-NO-cGMP esta envolvida em algumas formas de aprendizagem
(Danysz et al., 1995; Chen et al., 1997; Meyer et al., 1998). O papel do NO na aprendizagem
€ de acordo com os estudos efectuados mediado pela activagao da guanilato ciclase soltvel e
pelo aumento de cGMP (Figura 4). Demonstrou-se também que a administracao de analogos
do cGMP permeaveis as membranas facilitou a consolidagao de memoria (Bernabeu et al,
1996), enquanto a administragao bilateral intra-hipocampo de um inibidor da sGC provocou
amnésia total na aprendizagem de fuga quando administrado imediatamente apos o treino
(Bernabeu et al., 1997). Todos estes resultados indicam que o aumento de cGMP produzido
pela guanilato ciclase em resposta ao NO tem um papel fundamental na memoria e

aprendizagem.

5.3. Neurotransmissao e Neuromodulacao
O conceito de NO enquanto neuromodulador tomou forma quando se relacionou a
activagao do receptor do glutamato do tipo NMDA com a sintese do radical em fatias de

cérebro (Garthwaite et al., 1988, Garthwaite et al., 1989). A actividade reguladora do NO é



particularmente relevante no hipocampo uma vez que tem sido proposto o seu
envolvimento nos mecanismos de memoria e aprendizagem bem como nos mecanismos de
morte celular associados ao envelhecimento e neurodegenerescéncia nesta estrutura do
SNC. Neste contexto é importante salientar que o NO é um mensageiro distinto dos
convencionais — como é um gas hidrofébico e altamente difusivel, nao pode ser armazenado
em vesiculas e libertado face a uma estimulagao. Antes, quando a célula produtora recebe o
estimulo apropriado, sintetiza NO que entao difunde intra e intercelularmente, sem que
estruturas membranares limitem a sua esfera de ac¢ao (Ana Ledo, 2007). Por outro lado,
nao existem receptores membranares especificos para o NO como acontece para outros
neurotransmissores. O seu principal alvo molecular é a guanilato ciclase soliuvel que se
encontra no citosol das células alvo.

A guanilato ciclase soluvel (sGC) foi o primeiro alvo fisioldgico do NO a ser
identificado (Arnold et al., 1977). A enzima faz parte da familia de nucleotido ciclases onde se
incluem a guanilato ciclase membranar e a adenilato ciclase e cataliza a conversao de
guanosina 5’-trifosfato (GTP) em guanosina 3’,5’-monofosfato ciclica (¢GMP). Embora ainda
nao esteja ainda totalmente esclarecido o mecanismo de activagao da sGC, sabe-se que o
NO se liga ao ferro hémico resultando dai uma alteragao conformacional e quebra da ligagao
axial do heme a um residuo de histidina. (Stone e Marletta, 1996). O cGMP formado por
actividade desta enzima é um mensageiro intracelular, isto é, traduz o sinal de NO numa
resposta celular. A elevagao da concentracao intracelular de ¢cGMP resulta na regulagao de
canais iénicos, na activagao proteina cinases dependentes de cGMP — cGKIl e cGKIl — que
fosforilam residuos de serina e treonina (Jurado et al, 2005) em proteinas que regulam
processos fisiologicas diversos no hipocampo, nomeadamente alguns associados a

aprendizagem (Schlossmann e Hofmann, 2005).

5.3.1. Glutamato e Oxido Nitrico

O glutamato é o principal neurotransmissor excitatorio do SNC dos mamiferos
(Clements, 1996, Clements et al., 1992, Nicholls e Attwell, 1990). No hipocampo por
exemplo, 90 % das sinapses sao glutamatérgicas (Vizi e Kiss, 1998). O neurotransmissor é
armazenado em vesiculas no terminal pré-sinaptico, sendo libertado quando este recebe um
estimulo apropriado. Uma vez na fenda sinaptica, liga-se a receptores ionotrépicos a outros
de natureza metabotropica, funcional e farmacologicamente distintos (Ana Ledo, 2007). A
activagao de receptores metabotropicos resulta na activagao de proteinas G, que podem
conduzir a supressao de corrente de canais de K+, ao aumento de corrente em canais

idnicos nao selectivos, a inibicao de receptores de acido y-amino butirico (GABA) e a



potenciagao de receptores ionotropicos (Conn e Pin, 1997, Pin e Duvoisin, 1995). Os
receptores ionotropicos sao canais ionicos cuja actividade depende da ligagao de um ligando
especifico, neste caso glutamato, e sao responsaveis pela maior parte da transmissao

sinaptica excitatoria no SNC.
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Figura 4 — Esquema de sinapse com o envolvimento do NO e de receptores NMDA do

glutamato. (Adaptado de Ledo et al., 2004).

Existem trés tipos de receptores ionotropicos de glutamato com propriedades
distintas. Os nomes foram atribuidos em fungao da selectividade dos seus agonistas nao
endogenos — NMDA, AMPA (acido a-amino-3-hidroxi-4-metil-4-isoxazolepropionato) e KA
(cainato). Estes 2 ultimos sao normalmente designados de nao-NMDA, pois a especificidade
de ligagao a cada um dos agonistas nao é total. Para além das diferengas farmacolégicas entre
os diferentes receptores ionotropicos, existem também diferencas ao nivel da
permeabilidade idnica: enquanto os receptores NMDA sio permeaveis principalmente a Ca**
e apenas ligeiramente permeaveis a Na®, os receptores nio-NMDA apresentam tipicamente
maior permeabilidade a Na* (Dingledine et al., 1999, Kew e Kemp, 2005, Ozawa et al., 1998).

A observagao de que o aminoacido excitatorio glutamato, ao actuar nos receptores
NMDA localizados nos neuronios provoca a libertagao de um agente com propriedades
semelhantes ao EDRF levou Garthwaite et al. (1988) a sugerir que o EDRF era uma molécula
mensageira do sistema nervoso central. Um ano antes o EDRF foi identificado como sendo o

NO (Ignarro et al., 1987; Palmer et al., 1987; Snyder e Bredt, 1991). Foram necessarios mais



alguns anos até que fosse possivel demonstrar, pela primeira vez, que o NO modula a
libertagao neuronal de neurotransmissores tanto em condi¢oes ex vivo (Hanbauer et al.,
1992; Lonart et al., 1992) como in vivo (Prast e Philippu, 1992) o que levou a conclusao de

que esta envolvido na neurotransmissao quimica.

6. O papel do Oxido Nitrico na Plasticidade Sinaptica

A sintase do NO é expressa na regiao CAl do hipocampo (Hara et al., 1996; Doyle e
Slater, 1997), e na regiao CAl, a LTP ¢ induzida pos-sinapticamente (Medina e Izquierdo,
1995). Este conhecimento conduziu a hipétese de que um mensageiro retrogrado se difunde
do terminal pos- para o pré-sinaptico durante a indugao da LTP (Schuman e Madison, 1994).
No hipocampo, o NO foi identificado como sendo o mensageiro retrogrado, (Arancio et al.,
1996). De facto, inibidores da nNOS bloquearam a LTP no hipocampo (Bohme et al., 1991) e
interferiu com a aprendizagem espacial, indicando que o NO estd envolvido em algumas
formas de memoria (Bohme et al., 1993).

Encontra-se hoje bem estabelecido que o NO participa em varios tipos de
plasticidade sinaptica, incluindo a depressao de longa duragao (LTD) no cerebelo e a
potenciagao de longa duragao no hipocampo (LTP) e cortex cerebral (Garthwaite e Boulton,
1995; Daniel et al., 1998; Hawkins et al., 1998; Centonze et al., 1999). LTP e LTD sao formas
modificadas de transmissao sinaptica. Este tipo de plasticidade neuronal, demonstrada pela
primeira vez no hipocampo (Lomo, 1966), tem sido encontrado noutras regidoes do cérebro
como um fendmeno muito difundido no SNC. Tal como ja foi referido, a descoberta de que
o NO actuava como mensageiro retrogrado permitiu perceber que este tem influéncia na
transmissao sinaptica e promove a plasticidade sinaptica.

Consistente com esta hipotese foi a descoberta que a LTP no hipocampo é eliminada
(Bohme et al.,, 1991; O’Dell et al., 1991; Schuman and Madison, 1991; Bon et al., 1992; Doyle
et al, 1996) ou parcialmente bloqueada (Gribkoff and Lum-Ragan, 1992; Chetkovich et al.,
1993; Haley et al., 1993; Iga et al., 1993) por inibidores da NOS e pelo knocking-out da nNOS
e eNOS em ratinhos duplamente mutados (Son et al, 1996). A inibicao da LTP também é
conseguida através da injecgao de inibidores da NOS nos terminais pos-sinapticos, mas nao
ocorre caso a injecgao seja nos terminais pré-sinapticos (O’Dell et al, 1991; Schumann e
Madison, 1991). Estas e outras descobertas sugerem que, tal como referido anteriormente,
como consequéncia de estimulagao repetida, o NO ¢é sintetizado na célula pds-sinaptica,
atravessa o espacgo extracelular e induz a formagao de cGMP no terminal do nervo pré-

sinaptico, modulando a fungao celular que conduz a LTP.



Uma vez que a LTP esta associada a aprendizagem, é de esperar que o bloqueio de
um mensageiro retrogrado envolvido na plasticidade sinaptica venha a afectar essa mesma
capacidade. De facto, inibidores da NOS reduzem a capacidade de animais realizarem varias
tarefas de aprendizagem. A manipulagio do sistema NO-cGMP afecta a aprendizagem
associativa do olfacto em ratos recém-nascidos (Samama e Boehm, 1999), o reconhecimento
de individuos da mesma espécie numa tarefa de interacgao olfactiva (Bohme et al., 1993),
aprendizagem espacial (Chapman et al, 1992; Bohme et al, 1993; Mogensen et al, 1995;
Yamada et al., 1995; Ho™ Ischer et al., 1996; Toyoda et al, 1996; Prendergast et al., 1997;
Ingram et al., 1998; Meyer et al.,, 1998; Zou et al., 1998), o reconhecimento de objectos que
se baseia na memoria de trabalho (Cobb et al., 1995; Prickaerts et al., 1997) e a habituagao a
um novo ambiente (Yamada et al,, 1995).

A eficacia dos inibidores da NOS nestas tarefas sugere que o NO esta envolvido na
formacao de varios tipos de memoria a longo prazo. Nestas tarefas, o NO afecta,
preferencialmente, a aquisicio de memoria, um processo que se acredita estar relacionado
com a fase de inducao da LTP.

Varias linhas de evidéncia sugerem que o NO e o cGMP sao necessarios para facilitar
a plasticidade sinaptica em varias estruturas do cérebro incluindo o hipocampo, cortex
cerebral, amigdala, entre outros. A nNOs e eNOs estao envolvidas nesta fungao do NO e
este influencia a LTP. De acordo com esta conclusao esta também o facto de a inibicao da
NOS afectar alguns tipos de aprendizagem através da deterioragao da aquisicao de memoria.

Por outro lado, estudos com genes knock-out foram uma nova abordagem a esta
tematica. Para testar como a transmissao neuronal é afectada na auséncia da sintase do NO
foi criada uma estirpe de ratinhos que nao expressavam a nNOS. A plasticidade sinaptica no
cérebro desses animais nao foi comprometida e nao houve sinais de défices de
aprendizagem. De forma surpreendente, outros estudos demonstraram que bloqueadores da
sintase do NO afectavam a LTP no cérebro. Demonstrou-se posteriormente que os
neuronios piramidais no hipocampo expressam, também, a forma endotelial da sintase do
NO (eNOS) (O’Dell et al., 1994). A nNOS por si s6 pode nao ser crucial na indugao do LTP
ou dos processos de aprendizagem, ou talvez a expressao de mais eNOS durante o
desenvolvimento possa compensar a falta de nNOS. Estes resultados suportam a hipotese de
que o NO é um importante mensageiro neuronal que actua na plasticidade sinaptica.

O fendmeno inverso da LTP é o enfraquecimento da forga sinaptica por um longo
periodo, denominada de depressao de longa duragao (LTD), e normalmente surgem em
resposta a uma estimulagao tetanica fraca. No hipocampo, a LTD é dependente da activagao

de receptores do glutamato ionotropicos (nomeadamente do tipo NMDA) e



metabotropicos (Bashir et al, 1993, Dudek e Bear, 1992, Stanton et al, 1991, Wexler e
Stanton, 1993). Observa-se elevacio da concentragio intracelular de Ca** nos terminais pos-
e pré-sinaptico, e também neste caso, o NO foi identificado como um mensageiro
retrogrado (Izumi e Zorumski, 1993). Contrariamente ao observado em LTP, o NO diminui
a quantidade de neurotransmissor libertada, o que claramente resulta na diminuicao da forga

sinaptica (Stanton et al., 2003).

7. Medicio do Oxido Nitrico no Cérebro

A deteccio de NO representa um desafio para os investigadores devido a sua
reactividade, rapida eliminagao, bem como a sua gama de concentragoes fisiologicas.

Por ser um radical com uma reactividade significativa, designadamente com o radical
superoxido e também em menor extensao com o oxigénio, tem um tempo de vida curto no
organismo o que dificulta a sua medi¢ao directa in vivo em tempo real (Archer, 1993).
Frequentemente, sao utilizados inibidores da sintase do NO (NOS), enzima responsavel pela
conversao da L-arginina em NO (Bredt et al, 1991). Estes agentes designados como
inibidores da NOS sao andlogos substituidos da L-arginina que inibem competitivamente a
NOS (Palmer et al, 1988; Sakuma et al., 1988). Assim analisam-se produtos resultantes da
sua actividade biologica, em vez do proprio NO.

Os métodos mais utilizados para a sua medigao sao baseados em espectroscopia e
electroquimica. Métodos baseados na absor¢ao na regiao do visivel (como por exemplo, o
método de Griess), beneficiam de uma instrumentagao e procedimentos experimentais
simples, mas sao incapazes de detectar NO em tempo real e a baixas concentragoes.
Indicadores ou sondas de fluorescéncia sensiveis ao NO sao sensiveis a produtos reactivos
resultantes da oxidagao do NO. Além disso os dois tipos de reacg¢oes de quimiluminescéncia
que existem para a sua detecgao sao baseados no NO ou um produto derivado que reage
com O, ou luminol. Ambos tém baixos limites de deteccio e um intervalo de detecgio
alargado. A ressonancia paramagnética electrénica (EPR) é um bom método de detecgao e
imagem da produgao de NO em amostras biologicas tanto in vivo como ex vivo. Sensores
electroquimicos sensiveis e selectivos tém sido produzidos com o uso de membranas
permeaveis e/ou modificagdes em sensores electrocataliticos para reduzir o potencial
necessario a oxidagao do NO (Santos et al, 2008; Hetrick e Schoenfisch, 2009). Outra
abordagem promissora para a medigao de NO passa pelo uso de microeléctrodos de fibra
de carbono inseridos em tecido cerebral para medir a distribuicao de NO (Ledo et dl,

2005).



As concentragoes de NO podem ser medidas directamente com eléctrodos
selectivos em experiéncias com células (Malinski et al, 1993), sendo que o intervalo de
valores da concentragao fisiologica de NO aceite é de | nM a 100 nM. Em condigoes
infecciosas e inflamatorias a concentracao de NO aumenta devido a expressao de iNOs nas
células do sistema imunitario. Este aumento permite a detecgao instantinea de
concentragoes de NO em fluidos biologicos e tecidos de animais experimentais por

ressonancia paramagnética electrénica (EPR).

Conclusao

A descoberta do NO demonstrou que as células conseguem comunicar através da
producao e da difusao local de uma molécula instavel e hidrofébica. Desde a demonstragao
que as propriedades relaxantes vasculares derivam do NO, esta molécula fascinante tem
demonstrado que desempenha multiplos e complexos papéis em varios sistemas biologicos.
Sabe-se hoje que é uma molécula essencial em muitas fungoes fisioldgicas, especialmente no
cérebro. Induz a vasodilatagao, inibe a apoptose e desempenha um papel muito importante
nos processos de memoria, tornando-o num agente terapéutico muito valioso no que toca a
doencas associadas ao envelhecimento.

Hoje sabe-se que o hipocampo é uma estrutura heterogénea no que se refere a
sintese de NO dependente da activacao de receptores NMDA, com maior producao do gas
na subregiao CAl, o que coincide nao sé com diferengas funcionais conhecidas para essas
subregioes no ambito dos mecanismos da memoria, como também com uma susceptibilidade
diferencial associada a processos de envelhecimento e neuropatologias (Lourengo et al.
2014; Ledo, 2007).

No entanto, apesar de todas estas descobertas e evidéncias, as ac¢oes quimicas e
biologicas do NO sao bastante complexas para uma molécula, aparentemente, tao simples.
Apos a sua descoberta foi necessario aprender a manipula-la, conhecer e compreender o seu
papel no metabolismo dos organismos vivos.

O cérebro humano continua a ser alvo de imensas investigagoes por ainda haver
tanto para descobrir sobre ele. Por isso mesmo muitas descobertas irao surgir na busca
incessante que o Homem promove para melhor se conhecer, compreender e melhorar sua

saude.
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