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O Óxido Nítrico, uma Molécula Versátil
RICARDO FRANCO E ALICE S. PEREIRA*

O óxido nítrico, NO, é uma
molécula pequena, relativamente
instável e potencialmente tóxica.
Embora tenha sido desde ha
muito estudado como um
sub-produto reactivo da queima
de combustíveis fósseis, foi só
recentemente que este radical
livre diatómico se tornou numa
das moléculas mais estudadas,
devido ao seu protagonism° em
sistemas biológicos.

A QUÍMICA DO NO

O óxido nítrico (NO) é um gás
incolor, moderadamente solúvel em
água (a saturação ocorre a 2 mM de
gás) e pertence a uma família de
compostos, os óxidos de azoto, que
são bastante diferentes entre si do
ponto de vista de estrutura e reactivi-
dade. O NO é o membro mais simples
dessa família: é um radical diatómico,
paramagnético e com um compri-
mento de ligação N-0 igual a 1,15 A,
um valor intermédio entre uma liga-
ção tripla (1,06 À) e uma ligação
dupla típica (cerca de 1,20 À), o que
faz com que o NO tenha uma ordem
de ligação de 2,5.

O NO pode ser sintetizado no la-
boratório, pela acidificação do nitrito
de sódio na presença de um agente
redutor, que pode ser o ião ferroso,
de acordo com a seguinte reacção:

NO2- + Fe2+ + 2 H+ —) NO + Fe3+ + H2O

Numa escala industrial, o NO é
produzido pela oxidação da amónia
na presença de um catalisador metá-
lico ou por passagem de um fluxo de
ar através de um arco eléctrico.

A natureza dos produtos de oxi-
dação do NO depende do meio reac-
cional. Enquanto que em fase gasosa
o NO reage com o oxigénio molecu-
lar para gerar dióxido de azoto
(NO2), em fase aquosa é produzido
nitrito (NO2-) e em certas culturas
celulares produtoras de NO podem
ser detectados tanto nitrito como ni-
trato (NO3-).

O PAPEL DO NO COMO
AGENTE POLUENTE

Nos motores de combustão in-
terna são produzidos diferentes óxi-
dos de azoto (N0x) pela combinação
directa de N2 e 02 a temperaturas
elevada. Os gases deste modo produ-
zidos são considerados, juntamente
com o SO2, como os poluentes
atmosféricos responsáveis pela for-
mação de "smog" fotoquímico e de
chuvas ácidas.

Como seria de prever, os países
industrializados são os grandes res-
ponsáveis pelas emissões mundiais
de NOx. Na União Europeia, por
exemplo, em 1985, 77% das emis-
sões totais de NOx foram da respon-
sabilidade, por ordem decrescente,
da Alemanha, Reino Unido, França
e Itália, estando Portugal em décimo
lugar com apenas 0,9% do total das
emissões (1).

Os governos dos países indus-
trializados, preocupados com as
crescentes emissões de NOx, têm
vindo a tomar medidas conducentes
a sua diminuição, das quais são
exemplos a busca de fontes de
energia alternativas aos combustí-
veis de origem vegetal e a utilização
de catalisadores nos veículos auto-
móveis. De facto, o sector dos
transportes é responsável, por si só,
por 40% do total das emissões
mundiais que serão de cerca de 90
milhões de toneladas em 1995 (pre-
visões da Agência Internacional de
Energia) (2).

O PAPEL DO NO EM SISTEMAS
BIOLÓGICOS

Até 1981 pensava-se que a bios-
síntese do NO se restringia a bactéri-
as envolvidas em reacções de nitrifi-
cação/desnitrificação, mecanismos
fundamentais para a fixação biológi-
ca de azoto (Figura 1).

No entanto, estudos recentes
envolvendo macrófagos (células do
sistema imunitário de mamíferos,
que desempenham um papel impor-
tante na defesa contra tumores e in-
fecções), provaram que estas células
são capazes de produzir NO através
da oxidação enzimática específica do
ácido-aminado L-arginina na presen-
ça de NADPH (o NADP - dinucleóti-
do fosfatado de nicotinamida e ade-
nina, aqui na sua forma reduzida, é
um mediador redox por excelência
em sistemas biológicos), dando ori-
gem, para além de NO, a L-citrulina
e a NADP+ (a forma oxidada do
NADP) (3-6) (Figura 2). Esta via me-
tabólica de produção de NO, por cé-
lulas de mamíferos, é catalisada pela
sintetase do óxido nítrico (SON,
ou NOS na notação inglesa). Todos
os tipos de SON estudadas até ao
momento contêm quatro grupos
prostéticos: um dinucleótido de flavi-
na e adenina (FAD), um mononu-
cleótido de flavina (FMN), uma
tetra-hidro-bio-pterina (H4biopteri-
na) e finalmente um grupo hemo
(ferro-protoporfirina IX) (Figura 3).
A proteína é funcional na forma di-
mérica, contendo cada subunidade
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os quatro co-factores. Embora todos
estes co-factores possam ser encon-
trados em vários sistemas biológicos e
catalisem um elevado número de re-
acções de oxidação e de redução, a
SON é a única enzima conhecida que
necessita da presença simultânea dos
quatro grupos para ser funcional. Es-
tudos por via genética da sequência
de ácidos-aminados da SON sugerem
uma relação entre a sequência detec-
tada e o desempenho de funções en-
zimáticas. De facto, cada subunidade
da enzima encontra-se dividida num
domínio de redutase e num domí-
nio de oxidase. A ligação entre
ambos os domínios é efectuada por
um local de ligação para a calmoduli-

na, enzima que necessita de ião cál-
cio (Ca2+) para funcionar e que está
envolvida em processos biológicos
tão importantes como a contracção
muscular ou a transmissão de impul-
sos nervosos. A relação entre a cal-
modulina e a SON é presentemente
objecto de estudos aprofundados com
vista a elucidar até que ponto a liga-
ção da primeira tem influência na ac-
tividade da segunda.

É interessante notar que o do-
mínio de redutase da SON contém
os locais de ligação para os co-facto-
res FAD e FMN e para o agente re-
dutor (NADPH). A sequência de áci-
dos animados deste domínio é seme-
lhante à de outras enzimas que pos-
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Fig. 3 - Os co-factores da sintetase do óxido

nítrico (SON).

suem este tipo de co-factores e que
estão envolvidas em reacções de re-
dução, tais como a redutase do cito-
cromo P450 de mamífero ou a redu-
tase do sulfito de E. coli. O domínio
de oxidase da SON possui então lo-
cais de ligação para o substrato, L-
arginina, assim como para os grupos
H4biopterina e hemo. Pensa-se que
este último co-factor desempenha
um papel determinante no processo
catalítico de síntese do NO.

O principal papel desempenha-
do pelo NO a nível biológico é o de
mensageiro. Mas como mensageiro
e pelo facto de ser um gás, apresenta
a particularidade de se difundir li-
vremente pela célula em todas as
direcções, sem estar dependente de
transportadores ou canais específi-
cos. A sua intervenção verifica-se a
vários níveis, nomeadamente na
transmissão nervosa, na coagulação
sanguínea, no controlo da pressão
arterial e a nível imunitário, onde
apresenta a capacidade de matar cé-
lulas cancerosas e parasitas intrace-
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lulares (Figura 2).
Entre as mais importante fun-

ções do NO a nível biológico, desta-
ca-se a sua interacção com o ligando
02 da oxi-hemoglobina. A interac-
ção leva à produção da forma inacti-
va, a meta-hemoglobina, diminuin-
do o transporte de oxigénio para a
célula. Uma vez que a maior parte
das células se encontra na proximi-
dade de vasos capilares contendo
glóbulos vermelhos, a probabilidade
do NO encontrar uma molécula de
oxi-hemoglobina e com ela reagir, é
muito elevada.

O metabolismo do NO in vivo re-
sulta, também, na formação de uma
série de compostos nitrosotióis de
alto e baixo peso molecular. A S-ni-
trosoglutationa e a S-nitrosocisteína,
são exemplos de S-nitrosotióis bioló-
gicos que são conhecidos como
transportadores de NO em animais.

Como neurotransmissor,
pensa-se que o papel do NO é o de
um mensageiro retroactivo, i.e., após
uma sinapse nervosa, o NO difundi-
ria para o neurónio de onde tinha
sido originado o impulso e ligar-se-

'

ia, aí, ao hemo da enzima ciclase do
guanilil, activando-a. Esta enzima
converte GTP (trifosfato de guanosi-
na), o principal mensageiro molecu-
lar celular, a cGMP (monofosfato cí-
clico de guanosina), o segundo mais
importante mensageiro celular, pelo
que a síntese de cGMP seria assim
aumentada. Esta hipótese de um
mecanismo retroactivo tem especial
interesse devido ao seu possível en-
volvimento nos processos cerebrais
de memória. O NO é ainda mediador
de certos neurónios do sistema ner-
voso periférico que apenas são sensí-
veis ao NO mas não aos neurotrans-
missores "normais" (a acetilcolina e
a norepineferina). Foram também
detectados neurónios deste tipo nos
sistemas cardiovascular, urogenital,
respiratório e digestivo.

Ao nível da regulação da
pressão sanguínea, é necessária a
síntese constante de NO pelas células
do endotélio vascular de modo a ga-
rantir uma pressão sanguínea nor-
mal. De facto, vários estudos têm de-
monstrado que os músculos vascula-
res não relaxam devidamente quan-

do não é produzido NO a um ritmo
nonnal, quer devido ã produção de
NO ter sido bloqueada pela adminis-
tração de um inibidor da SON, quer
em estados patológicos tais como a
arterioesclerose. Refira-se a propósito
a nitroglicerina, uma substância va-
sodilatadora que in vivo liberta NO,
muito utilizada no tratamento de do-
enças cardiovasculares dadas as suas
propriedades vasodilatadoras, dimi-
nuidoras da pressão arterial e de au-
mento da corrente sanguínea. Estu-
dos efectuados por Ignarro vieram
demonstrar que o mecanismo mole-
cular de acção farmacológica da ni-
troglicerina se baseava na formação
de S-nitrosotióis como precursores do
NO (7).

Como agente citotóxico, o
Oxido nítrico pode provocar danos a
nível celular ao atacar os centros de
ferro-enxofre de certas proteínas-
chave do metabolismo, nomeada-
mente na aconitase, uma enzima
do Ciclo de Krebs que, na sua
forma activa contém um centro de
[4Fe-4S] (8). De facto, o NO é uma
molécula que apresenta elevada afi-

DETECÇÃO DE OXIDO
NÍTRICO GERADO
BIOLOGICAMENTE

Existem várias técnicas expe-
rimentais que possibilitam seguir
a produção de óxido nítrico e que
detectar a sua libertação a partir
de substâncias exógenas em siste-
mas biológicos:

(1) Quimioluminescência

Trata-se de uma técnica que
permite a análise do NO em fase ga-
sosa. A amostra biológica pode ser
purgada por um gás arrastador iner-
te (p.e., azoto) de modo a libertar
para a fase gasosa o NO produzido.
A oxidação do NO com ozono, pro-
duz dióxido de azoto num estado
excitado que, ao relaxar para o esta-

do fundamental, emite luz com
uma energia característica que pode
ser facilmente detectada por um
tubo fotomultiplicador. Esta técnica
tem como vantagem o facto do NO
poder ser detectado directamente e
com grande sensibilidade. A maior
desvantagem deste método está as-
sociado ao facto do NO ter que ser
removido do meio biológico, remo-
ção essa que pode nem sempre ser
perfeitamente quantitativa. No caso
de amostras sanguíneas torna-se ex-
tremamente difícil remover NO
dada a sua grande afinidade e reacti-
vidade com a hemoglobina.

(2) Ensaios baseados na reacção
de Griess

Este ensaio baseia-se na capaci-
dade que o NO tem de ser oxidado a

nitrato ou nitrito em condições fisio-
lógicas. As soluções de nitrato e ni-
trito assim obtidos, são inicialmente
reduzidas a nitrito através, p.e., da
utilização da enzima bacteriana re-
dutase do nitrato. A solução resul-
tante é reagida com sulfanilamida
numa solução acidificada de dihi-
drocloreto de N-(1-naftil)etilenodia-
mida, o que leva ao aparecimento
estequiométrico de um derivado azo
que pode ser detectado a 548 nm
por espectrofotometria. Este ensaio,
também conhecido como reacção de
Griess, é o normalmente usado para
detectar NO produzido biologica-
mente, dado a reacção em que se
baseia ser completa e estequiométri-
ca e também por ser um método
simples e de elevada sensibilidade.
No entanto, a técnica não mede di-
rectamente o NO produzido mas
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nidade para metais de transição, em
particular para o ferro e para o
cobre. A interação do NO com pro-
teínas de ferro-enxofre foi descrita
pela primeira vez por Salerno e co-
laboradores em 1976 (9). Pela apli-
cação da espectroscopia de Resso-
nância Paramagnética Electrónica
(R.P.E.), técnica por excelência
para a detecção de NO (vide caixa),
os autores caracterizaram espec-
troscopicamente o complexo pro-
teína-NO, com a finalidade de de-
terminar o número e o arranjo es-

trutural dos átomos de ferro pre-
sentes. Na figura 4, apresenta-se
um mecanismo hipotético da inte-
racção da molécula de NO com
uma proteína de ferro-enxofre, que
neste caso contém um centro do
tipo [4Fe-4S]. Neste mecanismo a
interacção implica a destruição do
centro de ferro-enxofre e a forma-
ção de derivados de ferro sulfo-ni-
trosilados, quer solúveis, quer liga-
dos à proteína. Estes derivados
podem ser detectados através dos
seus espectros de R.P.E. típicos. A

estrutura apresentada mais â direi-
ta, ainda na figura 4, representa a
possibilidade, ainda não provada,
da formação de um poli-sulfureto â
custa do enxofre inorgânico liberta-
do no processo de destruição do
centro de ferro-enxofre.

PERSPECTIVAS FUTURAS
Enquanto que, por um lado, o

mundo industrializado se preocupa
em controlar os níveis de emissões
atmosféricas de óxidos de azoto e é
posta em evidência a sua elevada

apenas nitrato e nitrito que repre-
sentam os derivados estáveis do
NO produzido em mamíferos.
Assim, esta técnica não distingue
entre o nitrato ou nitrito produzi-
dos pelo metabolismo do NO da-
quele proveniente de outras fon-
tes.

(3) Espectroscopia
de Ressonância Paramagnética
Electrónica (R.P.E.)

O NO é uma molécula para-
magnética, possuindo um número
quantico de spin semi-inteiro
(S=1/2) que corresponde a um
electrão desemparelhado por mo-
lécula, possibilitando a sua detec-
ção por aplicação da espectroscopia
de R.P.E. (uma técnica que detecta

electrões desemparelhados) em so-
luções aquosas, células e tecidos. O
método baseia-se na formação de
um complexo estável de NO, o
[NOFe(DETC)21, obtido pela incu-
bação da amostra contendo NO
com Fe(II)-DETC (dietiltiocarba-
mato de ferro). A produção deste
complexo pode ser seguida quanti-
tativamente por R.P.E. utilizando a
calibração com um padrão (geral-
mente o CuEDTA, que apresenta 1
electrão desemparelhado por mo-
lécula). A maior vantagem desta
técnica é que permite a detecção
directa da produção de NO. A sua
maior desvantagem, além da ne-
cessidade de equipamento adequa-
do, é a de apenas poder ser feita a
detecção em meios hidrofóbicos,
uma vez que o complexo formado
como NO não é solúvel em água.

(4) Espectrofotometria
por monitorização
da meta-hemoglobina

A base para este ensaio con-
siste na detecção espectrofotomé-
trica da meta-hemoglobina forma-
da aquando da reacção do NO com
a oxi-hemoglobina. De facto, a re-
acção rápida do NO com a oxi-he-
moglobina (Hb02) para gerar
meta-hemoglobina (Hb÷) e ião ni-
trato, leva a um deslocamento da
banda de visível de 415 nm para
405 nm. Embora este método per-
mita não apenas uma detecção do
NO formado de modo quantitativo
mas também um acompanhamen-
to dessa formação ao longo do
tempo, apresenta as desvantagens
de, por um lado, o mecanismo da

(..-)
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toxicidade, por outro são descober-
tas as mais variadas e excitantes
funções biológicas para este radical
livre diatómico.

Embora a descoberta da exis-
tência de um papel importante para
o NO em sistemas biológicos tenha
sido feita há apenas dez anos, os
progressos na elucidação das suas
múltiplas funções têm sido notá-
veis. No entanto, numerosos enig-
mas continuam a existir: as funçõ-
es do NO a nível do cérebro são in-
trigantes e continuam a levantar
grande polémica; as funções desta
pequena molécula a nível dos
vasos sanguíneos e de outros teci-
dos estão longe de se encontrarem
perfeitamente esclarecidas. O pró-
prio mecanismo de funcionamento
da sintetase do óxido nítrico
(SON), a enzima responsável pela
produção de NO in vivo, coloca
grandes desafios. Outro tópico de
grande interesse e actualidade con-
siste no estudo dos mecanismos
pelos quais o NO destrói determi-
nadas células, nomeadamente cé-

lulas cancerosas e o seu mecanismo
de acção ao provocar a desagrega-
ção dos centros de ferro-enxofre,
grupos prostéticos essenciais de de-
terminadas enzimas-chave do me-
tabolismo.

Por um lado um radical livre
altamente tóxico, por outro um
efector biológico de importância
fundamental, é esta a surpreendente
vida dupla do óxido nítrico.

* Departamento de Química e Centro

de Química Fina e Biotecnologia,

Faculdade de Ciências e Tecnologia,

Universidade Nova de Lisboa, 2825 Monte

da Caparica
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(—)
reacção envolvida não ser bem
compreendido e por outro, haver
um erro considerável nas medidas
devido à contribuição de outras
formas de hemoglobina na região
do visível.

(5) Oxidação electroquimica

Estudos recentes levaram ao
desenvolvimento de uma técnica de
electroquímica que se baseia na ca-
pacidade que o NO tem de ser oxi-
dado a nitrato, de modo a seguir
quantitativamente a formação do
NO em amostras biológicas. O
ânodo e o cátodo são introduzidos
na amostra em estudo, sendo o NO
desta oxidado no ânodo. A corrente
gerada é proporcional à quantidade
de NO que foi oxidado:

NO + 40H- —> NO3- + 2H20 + 3 e-

De modo a evitar a ocorrência
de outro tipo de oxidações, ambos os
eléctrodos são envolvidos numa pelí-
cula que é apenas permeável a gases.
Esta técnica é a única que apresenta
a vantagem de permitir a medição de
concentrações momentâneas de NO.
Qualquer dos outros métodos mede
o NO produzido em determinado in-
tervalo de tempo (embora este possa
ser bastante reduzido para o caso da
Espectrometria de Massa). As des-
vantagens desta técnica prendem-se
com possíveis interferências quími-
cas e eléctricas.

(6) Espectrometria de Massa

A Espectrometria de Massa
aplicada à detecção de gases gera

dos por amostras biológicas baseia-
se na utilização de uma célula reac-
cional contendo uma membrana
porosa que apenas é permeável a
gases. A amostra biológica em estu-
do é colocada nesta célula e os
gases produzidos difundem através
de um sistema de alto vácuo para
uma camara de ionização, sendo
em seguida detectados os diferentes
iões assim gerados. Este método
apresenta elevada sensibilidade e
selectividade (apenas é seguido o
pico correspondente ã massa do ião
de interesse, o NO, 30 uma.) e é
capaz de detectar todo o NO produ-
zido por qualquer amostra biológi-
ca. Além disso, permite um acom-
panhamento da produção de NO
para intervalos de tempo muito
curtos. A única desvantagem deste
método consiste na necessidade de
equipamento adequado.
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