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OXIDO NÍTRICO (NO): PRODUÇÃO E SIGNIFICADO
FISIOLÓGICO DURANTE AS INFECÇÕES

Gláucia Noemy Rodrigues Vespa , João Santana Silva'

RESUMO

A autora faz uma atualização sobre a produção do NO e o papel desempenhado por este
agenie farmacológico nos evenlos de proteção e nos fenómenos imunopatológicos que se apresentam
interconectados durante as infecções parasitárias.

LIN1TERMOS: L-arginÍna, óxido Nítrico, defesa do hospedeiro

ABREVIATURAS UTILIZADAS

IFN-y Interferon gama
IL Interleucina
L-NIO N-iminoetil-L-ornitina (inibidor da enzima NOS)
L-NMMA N-metil-L-arginma (inibidor da enzima NOS)
NO Óxido nítrico
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Nitri to
Nitrato
N-nitro-L-arginina (inibidor da enzima NOS)
Óxido nítrico sintetase
Óxido nítrico sintetase constitutiva
Óxido nítrico sintetase induzida
Reativos intermediários do nitrogénio
Reativos intermediários do Oxigénio
S-nitroso-acetil-penicilamina (doador de NO)
Linfócito T auxiliar
Fator de necrose lumoral

INTRODUÇÃO

Na defesa do organismo às infecções, o macrófago é de vital importância
(ADAMS & HAMILTON, 1987). Entretanto, seu papel na resistência a alguns
patógenos, como Trypanosoma e a Leishmania, é complicado pelo fato desta célula
poder tanto matar o parasito quanto suportar seu crescimento, sendo fundamental a
ativação desta célula para a aquisição de competência de modo a desempenhar
funções complexas, como a atividade microbicida. Apesar da relevância fisiológica
e médica da ativação dos mecanismos microbicidas de macrófagos, esta ainda é
relativamente pouco conhecida, principalmente quanto aos eventos que ocorrem ao
nível bioquímico.

Até 1988, foram realizados trabalhos enfocando de maneira relevante
apenas quatro sistemas bioquímicos antimicrobianos: 1) reativos intermediários do
oxigénio (RÓI), produzidos em consequência do aumento de consumo de oxigénio
(explosão respiratória), íons superóxidos (O2_), peróxidos de hidrogénio (H2O^), que
podem ser convertidos para formar o radical hidroxil (OH), e oxigénio simples (O2);
2) pH ácido nos fagossomas; 3) diminuição induzida pelo IFN-y dos receptores de
transferrina e do ferro livre; 4) enzimas lisossomais. Todavia, estes sistemas não
eram capazes de explicar de forma completa e satisfatória muitas atividades
antimicrobianas e antitumorais, especialmente no que diz respeito a macrófagos
atívados.

Surpreendentemente, o óxido nítrico (NO), uma molécula que há uma
década era conhecida apenas como poluente ambiental, foi capaz de unir a
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neurociência, a fisiologia e a imunologia de forma a alterar os conhecimentos dos
cientistas a respeito da comunicação celular e de como estas se defendem. Em
oposição a este antigo "background", o NO foi recentemente identificado como um
novo sistema antimicrobiano de macrófagos ativados. Nos últimos anos, têm-se
demonstrado interesse crescente pelo estudo da produção de intermediários reativos
do nitrogénio (RNI). Dentre estes, muitos estudos têm sugerido que muitas das ações
dos macrófagos contra certos fungos (GRANGER et ai.,1990; CENCI et al.,1993),
bactérias (SUMMERSGILL et al.,1992), protozoários extra célula rés (MALKIN et
ai.,1987; JAMES & GLAVEN,1989), protozoários intracelulares (GREEN et ai.,
1990; LIEW et ai., 1990, GAZZINELLI et al.,1992), células transformadas por vírus
(DUERKSEN-HUGHES et al.,1992) e células namorais (AMBER et ai.,1988;
STUEHR & NATHAN, 1989; LEPOIVRE et al.,1990; 1SOBE & NAKASHI-
MA.1993) são mediados pelos RNI.

As primeiras investigações sobre o envolvimento dos RNI na atividade
antimicrobiana dos macrófagos advieram da convergência de duas linhas de pesquisas
independentes - a análise do metabolismo de nitrosaminas na carcinogênese e do
estudo da atividade antitumoral dos macrófagos.

Admitia-se que a presença de nitritos identificados na urina de animais de
laboratório e de humanos era devido ao seu consumo durante a dieta e as bactérias
que compunham a flora intestinal normal. Contudo, em 1981, pesquisadores
demonstraram que animais "germ free" excretam mais nitrito do que são ingeridos
(GREE, TANNENBAUM, GOLDMAN, 1981; WITTER, GATLEY, BALISH, 1981),
indicando que células de mamíferos, ao contrário do que se entendia, eram capazes
de sintetizar metabólitos do nitrogénio. STUEHR e MARLETTA (1985) encontraram
a primeira evidência direta desta produção de óxidos inorgânicos a partir dos estudos
com macrófagos murinos e estimulados in vitro. Dois anos após, observou-se que a
L-arginina era o único aminoácido requerido por macrófagos ativados para inibir a
replicação de células tumorais (HIBBS & TAINTOR, 1987).IYENGAR, STUEHR
e MARLETTA (1987), utilizando imunoestimulantes, concluíram que óxidos de
nitrogénio derivados de macrófagos eram sintetizados a partir do nitrogénio
guanidino da L-argininna e que a citrulina era um produto adicional.

Os nitritos não podem por si só reproduzir a atividade citotóxica de
macrófagos (HIBBS, VAVRIN, TAINTOR, 1987; IYENGAR, STUEHR, MARLET-
TA, 1987), exceto em pH ácido, condição na qua t o NO é gerado a parlir de nitr í lns
(STUEHR & NATHAN,1989). Entretanto, o NO é capaz de miincti/ar o padrão dr
citotoxicidade mediado por macrófagos ativados (MARLETTA et ai.,1988; HIBHS
et ai.,1989) e "scavcngcrs" de NO bloqueiam o efeito citostático (HIBBS cl aL . l
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Biossíntese do NO

A reação bioquímica envolvida na produção do. NO (N=O) é catalisada
pela enzima óxido nítrico sintetase - NOS (Figura 1). Essa via biossintética, em
macrófago e outros tipos celulares, utiliza a L-arginina como substrato, o O2 e
NADPH como co-substrato, requerendo como cofatores flavoproteínas FMN e FAD,
tetrahidro-L-biopterina, sendo L-citrulina e o NO coprodutos. O óxido nítrico é um
gás altamente reativo que possui vida média de 6 a 30 segundos devido a sua rápida
oxidação e consequente geração de nitritos (NO"2) e nitratos (NO"3) (MARLETTA et
al.,1988;FõRSTERMANN et al.,1991; HEVEL, WHITE, MARLETTA.1991;
MAYER et al.,1989; STAMLER, LOSCALZO, 1992).

HJS

fiJS

FIGURA l - Via biossiniélica de produção de NO em mamíferos, 'cofatores

Tem sido relatado que alguns tipos de NOS necessitam ainda da
calmodulina (CaM) como cofator. CHO e colaboradores (1992) demonstraram que,
embora a CaM ligue-se à NOS induzida em macrófagos estimulados, a atividade
NOS nestas células não é CaM dependente, pois esta alividade não é aumentada por
Ca*VCaM exógeno ou diminuída por quelantes de cátions divalentes e por drogas que
bloqueiam a ligação da CaM em seus alvos.

Vários isoformes de NOS já foram identificados e podem diferir quanto
.1 distribuição nos tecidos, peso molecular e propriedades físicas e funcionais
(R)KSTKRMANN et al.,1991). Alguns trabalhos indicam que uma mesma célula
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pode apresentar mais de um tipo de NOS (KILBOURN & BELLONI, 1990).
Atualmente, propõe-se a existência de pelo menos 3 genes que apresentam "splicing"
alternativos para a produção desta enzima (BREDT et al.,1991; LAMAS et ai., 1992;
LYONS, ORLOFF, CUNNINGHAM, 1992; LOWENSTEIN et ai., 1993). Embora
tenham sido sugeridas várias classificações, pode-se basicamente dividir as NOS em
óxido nítrico sintetase induzível (NOSi) e óxido nítrico sintetase constitutiva (NOSc).

A NOSi e a NOSc diferem-se quanto à distribuição (Figura 2);
sensibilidade aos agentes farmacológicos e fisiológicos de regulação. A expressão da
NOSi em macrófagos é induzida após o estímulo imunológico, e necessita dr
transcrição do DNA (LORSBACH et ai., 1993). Uma vez ativados, os macrófagos
são capazes de sintetizar e liberar grande quantidade de NO (nmoles) por longos
períodos. Este evento tem sido correlacionado à inibição da atividade de várias
enzimas, que se daria pela ligação do NO com o ferro, seu alvo molecular, prcscnk1

no grupamento prostético destas,como por exemplo: a ribonucleotidil rcdutasc
(enzima passo limitante da replicação do DNA), aconitase e enzima do complexo l
e 2 da respiração celular, o que seria importante para se poder explicar muitas das
atívidades observadas em macrófagos ativados sobre células tumorais e sobre uma
série de patógenos (HIBBS et ai., 1990). Por outro lado, o NO pode ser produzido
constitutivamente por outros tipos celulares e liberados em pequenas quantidades
(pmoles), evento este que tem sido relacionado como o responsável pela estimulação
da guanilato ciclase em grande número de tecidos, a saber: o endotélio vascular, o
cérebro, adrenal e plaquetas (MONCADA, 1992).

FIGURA 2 - Distribuição da NOSc e da NOSi de acordo com tipos celulares.

CARACTERÍSTICA NOSc NOSi

TIPOS Célula endoielial'
CELULARES Alguns neurônios centrais2

Alguns neurônios periféricos NANC3

Neutrófilos*
Mastócilos'
Plaquetas6

Células da medula da adrenal7

Aslócitos*
Células epiteliais do rilH
Células da retina10

Megacariócitos"

Macrofágos12

Hepa(õciios'J
Células tumorais1*
Fibroblastos"
Células do músculo liso vascular"
Células mesangiais17

Células endoieliais"
Neutrófílos inflamatórios"
Astrócitos33

Condrócilos articulares'1
Células da medula óssea"
Clone de célula T murinio23
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Modulação da produção de NO

Existem agentes farmacológicos que podem promover ou antagonizar a
produção de NO. Os agentes que mimetizam a liberação de NO pelas células,
chamados de doadores de NO, incluem os nitratos, nitroglicerina, nitroprussiato de
sódio, sidnoniminas, nitrosotióis como S-nitroso-N-acetilpenicilamina (SNAP) e
complexos de NO com nucleófilos "NONOates"(MARAGOS et ai., 1991.) dependen-
do do mecanismo de ação sobre a atividade NOS dos agentes farmacológicos que
inibem a síntese de NO, estes podem ser divididos em seis classes: 1)
competidores do substrato da NOS, análogos da L-arginina como o Nw-amino-L-
arginina (NOARG), N-iminoetil-L-omitina (L-NIO), N-w-amino-L-argim'na, N^metil-
L-arginina (L-NMMA), Nw-nitro-L-arginina-metil-éster (L-NAME) e ácido 2-amino-4
(guanidinaoxi) butírico (CANAVANINA); 2) ligantes a flavoproteínas como o
dilrnilcno iodínico (DPI), iodínico difenil, di-2-tienil iodínico; 3) ligantes ao
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grupamento heme como o monóxido de carbono (CO); 4) agentes que depletam a
tetrahidrobiopterina (2,4-diamino-6-hÍdroxipirimidina); 5) ligantes à calmodulina,
como calcioneurim, trifluoroperazina, N-(4-aminobutU-5-cloro-2-naftalenosulfonami-
da, N-(6-aminoexil-l-naftaleno-sulfonamida; 6) Inibidores da indução como «s
corticosteróides e algumas citocinas (revisto em STUERH & GRIFFITH, 1992;
NATHAN, 1992).

Os agentes fisiológicos que regulam a síntese de NO podem ser divididos em
três classes: 1) agonistas que atuam rapidamente, ativam a síntese de NO em poucos
minutos, principalmente através da NOSc, não sendo, portanto, afetados por
inibidores de transcrição e da tradução; 2) indutores que atuam gradualmente -
ativam a síntese de NO após algumas horas, sendo afetados por inibidores da
transcrição e da tradução; 3) agentes que suprimem a síntese do NO (DING et ai.,
1990; MONCADA, 1992; NATHAN, 1992).

O gnipo de indutores que aluam de forma gradual é principalmente
constituído por citocinas. Dentre estas, o IFN-y, reconhecido como importante
ativador de macrófagos, é o que, efetivamente, possui a capacidade de estimular a
síntese de NO. Camundongos que apresentam ausência da produção de IFN-y, pela
eliminação do gene desta citocina, desenvolvem-se normalmente e são saudáveis em
condições livres de patógenos; todavia, a infecção com doses subletais dtMicobctcte-
rium bovis matam estes animais. O aumento de suscetibilidade ao patógeno
intracelular observado pode ser explicado pelo marcado comprometido da produção
de NO pelos macrófagos, mesmo após a estimulação in vivo (DALTON et ai., 1993).
Esta supressão de produção pode ser revertida pelo tratamento das células dos
animais deficientes, por 48 horas, com IFN-y.

Adicionalmente, observa-se uma marcada sinergia entre o IFN-y com outras
citocinas que por si só são inativadas (TNFct, TNFB, IL-1, IL-2) e com produtos de
microrganismos, como por exemplo lipopolissacáride da parede de bactérias gram-
negativas (LPS), exotoxinas (TSST.LTA) e o Ag do Stapliylococcus aureus
(ESPARZA et ai.,1987; DRAPIER,WIRTZERBIN,HIBBS,199S; KILBOURN &
BELLONI,1990; COX et al.,1992; CUNHA et al.,1993a). Macrófagos murinos
expressam altos níveis de NOS e produzem grandes quantidades de NO quando
estimulados com IFN-y mais LPS in vitro. O pico de expressão de NOS ocorre 12
horas após a estimulação c declina rapidamente, alcançando após 72 horas níveis
comparáveis com os controles não estimulados. Os macrófagos podem ser rcativados
repetidamente a expressarem NOS em níveis e tempo idênticos a primeira ativação
(CUNHA et al.,1993b).
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Por outro lado, citocinas também podem suprimir a síntese de NO. O
pré-tra ta mento de macrófagos com IL-4 e IL-10, produzidas preferencialmente pela
subpopulação Th2, é capaz de inibir a indução de NO mesmo em células estimuladas
por IFN-v mais LPS (LIEW et ai., 1991; CUNHA,MONCADA,LIEW, 1992). O fator
desativador de macrófagos (MDF) e os três membros da família de fatores de
transformação do crescimento: TGF-fll, TGF-B2 e TGF-C3 foram identificados por
DING e colaboradores (1990) como bloqueadores parciais da produção de NO pela
estimulação com IFN-y; este efeito não é observado quando da estimulação
concomitante de IFN-y e LPS. Mais recentemente, foi demonstrado que mesmo após
a indução do mRNA para NOS, o TGFfi é capaz de reduzir a quantidade de proteína
específica, sugerindo que a NOSi pode ser objeto de outros mecanismos reguladores,
além da transcrição do DNA (VODOVOTZ et ai., 1993). Efeito inibitório sobre a
produção de NO também tem sido descrito para citocinas da família de proteínas
pró-inflamatória s chamadas de "chemokines", como a IL-8 e o MCP-1-monocyteche-
motactic protein-1 (McCALL,PALMER,MONCADA,1992; ROJAS et ai.,1993).

Produção de NO e a imunidade a patógenos

A indução da síntese de NO por macrófagos ativados é crucial para o
desenvolvimento da imunidade contra grande número de microrganismos. O efeito
protetor do NO a parasitos intracelulares tem sido evidenciado em vários modelos
esperimentais como na tripanossomíase e na leishmaniose onde, o mesmo foi
demonstrado in vitro e in vivo (GREEN el ai.,1990; LIEW et ai.,1990; VESPA.CU-
NHA & SILVA.1994).

Aumento da produção de NO tem sido verificado após a injeção de LPS em
animais em consequência da indução da atividade NOS (OGUCH1 et ai.,1992). A
administração de microrganismos, como Corynebacíerium parvum, Listeria
monocytogenes e Mycobacterium bovis(BCG), também induz aumento da produção
de RNI in vivo (STUEHR & MARLETTA,1987a; OGUCHI et al.,1992; BERCKMA-
N et ai.,1993; GREGORY et ai.,1993). No entanto, não foi estabelecida uma relação
direta entre os níveis de produção de NO e a resistência a estes patógenos, sendo, em
alguns casos, como na listeriose experimental, discutido até um possível envolvimen-
to deste reativo no aumento da suscetibilidade.

Nós temos demonstrado que durante a infecção aguda com T.cruzi,
camundongos resistentes produzem níveis maiores de NO que camundongos
suscetíveis e que o tratamento com inibidores da síntese de NO (L-NMMA e
NOARG) induz exacerbação da parasitemia e 100% de mortalidade (VESPA et
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al.,1984) e que, in vitro, a atividade tripanocida de macrófagos ativados com IFN-y
é mediada pelo NO (VESPA.CUNHA & SILVA, 1994). LffiW e colaboradores em
1990 e EVANS e colaboradores em 1993, verificaram que camundongos resistentes
(CBA e C3H/HeN) infectados com Leishmania major, que receberam injeção L-
NMMA no local da lesão ou por via oral também apresentam aumento da
suscetibilidade à infecção à Leishmania, por outro lado, na listeriose experimental a
função protetora do NO tem sido questionada. GREGORY e colaboradores (1993)
relataram que a elevada produção de RNI durante a infecção primária parece
promover a replicação da Listeria in vivo, uma vez que a administração de L-
NMMA, a camundongos C57BL/6, induz uma redução do número de Listeria no
fígado dos animais, e que o NO é incapaz de matar, de forma direta, este microrga-
nismo. Contraditoriamente, o tratamento de camundongos imunodeficientes SCID
(extremamente resistente à infecção) e camundongos controles imunocompetentes,
com aminoguanidina, inibidor da NOS, resultou num marcado aumento da
mortalidade e do número de Listerias no baço (BERCKMAN et ai.,1993). Estes
dados foram concordantes com os observados em experimentos in vitro, onde
constatou-se que o L-NMMA era capaz de inibir a morte de Listeria por macrófagos
ativados pelo IFN-v (BERMUDEZ,1993). Naturalmente, o entendimento do papel do
NO na listeriose requer ainda investigações antes que conclusões gerais e definitivas
sejam alcançadas.

Todavia, faz-se necessário enfocar não só os efeitos protetores do NO
também discutir a significação fisiológica da exacerbação dos níveis de sua produção
in vivo, e a possível mediação concomitante de fenómenos patológicos que cursam
com a infecção. Tem sido sugerida a participação do NO na imunossupressão
generalizada induzida pelo Trypanosoma brucei (STERNBERG & McGUI-
GAN,1992; SCHLEIFER & MANSFIELD,1993). Nestes trabalhos, foi evidenciado
que a supressão da resposta proliferativa induzida por mitógeno, observada na
tripanossomíase africana, é mediada por macrófagos, a qual se correlaciona com a
liberação de NO, e que pode ser inibida pelo L-NMMA. Ademais, várias publicações
têm implicado a síntese de NO com injúria tecidual (KRÕNCKE et ai.,1991; LUKIC
et al.,1991, MULLIGAN et al.,1991; DAWSON et al.,1991).

CONCLUSÕES

Possivelmente, a produção de NO in vivo í modulada pelo aumento da
produção de IFN-y, a qual poderia ser resultante da ativação de linfócitos T e células
NK (Natural Killer), causada por IL-2 (CHAN et al.,1991; MANETTI et al.,1993;
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HEINZEL et ai.,1993} que por sua vez estaria sendo produzida por macrófagos
(HSIEH et ai., 1993) ativados durante as infecções. O IFN-y poderia induzir direta
ou sinergicamente, como, por exemplo, com TNF, a produção de NO. Este reativo,
ao combinar-se com seu alvo molecular, o ferro, presente no grupamento prostético
de várias enzimas importantes para a replicação e desempenho das atividades vitais
do parasito, o levaria à morte. Por outro lado, o desequilíbrio da produção de NO
poderia levar ao desencadeamento de processos deletérios no hospedeiro. Assim,
citocinas como TGF-B e IL-10 aluariam de maneira antagónica ao IFN-y, regulando
negativamente a produção de NO (DING et ai., 1990; LIEW et al.,1991; CUNHA,-
MONCADA, LIEW,1992). Na infecção experimental com T.cruzi tem sido sugerido
que o TGF-B e a IL-10, que se encontram elevados durante a fase aguda, apresentam
papel regulatório na mediação da suscetibilidade à infecção (SILVA et ai., 1992). A
IL-10 e o TGF-B coincidentemente inibem a produção e os efeitos do IFN-y
(KILLARetal.,1987; COFFMANetal.,1988; BOOM et ai.,1988; SILVA,TWARDIZ
& REED.1991) e do NO (DING et al.,1990; LIEW et al.,1991; CUNHA,MONCA-
DA.LIEW, 1992).

Assim, a produção adequada de NO envolvida nos eventos de proteção aos
patógenos seria reflexo do minucioso balanço de citocinas, sendo importante destacar
não apenas as concentrações, mas, também, a cinética de produção das mesmas
durante a infecção. Este fato pode ser sustentado pelas observações que demonstram
ser a indução da síntese de NO por macrófagos dose dependentes de IFN-y (ADAMS
& HAMILTON.1987; GAZZINELI et al.,1992), e o efeito inibitório do TGF-B e das
citocinas tipo Th2 sobre a atividade NOS tempo dependente, pois, para que este
possa ocorrer, é de fundamental importância que o tratamento das células, com estas
citocinas inibitórias, seja anterior à estimulação (LIEW et al.,1991; CUNHA.MON-
CADA & LIEW, 1992).

SUMMARY

Nitric Oxide (NO): production and fisiológica l signification during the
infections

The authoress review the production of NO and role played by this
phannocological agent in the protective and immune pathological fenomena which
are interconected during the parasite infections.

KKYWOKDS: L-arginine. NO. NOS. NOS inibitors, hosi defence
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