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OXIDUL NITRIC SI UNELE MEDICAMENTE
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Rezumat

Sinteza literaturii in domeniu include date actuale privind
caracteristicile fiziologice si patobiologice ale uneia dintre
cele mai importante molecule de semnalizare ale organismu-
Iui - oxidul nitric (NO). Efectul citotoxic al NO se datoreazi
capacitdtii sale de a produce oxidantul puternic peroxinitrit
(ONOO-) ca urmare a reactiondrii cu radicalul superoxid.
Capacitatea peroxinitritului de a schimba structura mole-
culelor se datoreazd in principal formdrii radicalilor liberi
OH si NO*. In concentratii mari, NO si peroxinitritul induc
moartea celulard prin apoptozd sau necroza.

Cuvinte-cheie: oxid nitric, NOS inductibild, peroxinitrit,
inflamatie, apoptozd

Summary
Nitric oxide and some medicines

The presented review of literature covers the current notions
on the physiological and pathobiological characteristics of the
most important signaling molecule of the body - nitric oxide
(NO). The cytotoxic effect of NO is due to its ability to produce
a strong oxidant peroxynitrite (ONOO-) in reaction with
the superoxide radical. The ability of peroxynitrite to change
the structure of molecules is mainly due to the formation of
OH' and NO* free radicals. In high concentrations NO and
peroxynitrite induces cell death by apoptosis or necrosis.

Keywords: nitric oxide, inducible NOS, peroxynitrite, inflam-
mation, apoptosis

Pe3rome
Oxcud asoma u HeKomopuvle nexkapcmea

IIpedcmasnennuiti numepamypHoiii 0030p 6xnouaem 6 ce6s
cospemeHHbvle 0aHHble, OMHOCUMENLHO PUSUOTIOZUHECKUX U
nAamooUonoeUHeCKUX XAPAKMePUCINUK 8acHeliulell CUZHATIb-
Hoti MoneKynvL opeanusma — oxcuda azoma (NO). Llumo-
moxcuueckoe Oeticméue NO 00ycri0671eH0 €20 CnOCOOHOCHbIO
Npou3so0Umo, 6 peaKyuul ¢ CynepoKCUOHbIM PAOUKATIOM, He-
poxcurnumpum (ONOO-). CnocobHocmb nepokcunumpuma
UBMEHAMb CIMPYKIMYPY MOIEKYT 00YCI067IeHa, 6 OCHOBHOM,
00pasosanuem 6 MuUx peakyusx c60000HbIX PaduKanos
OH u NO*. B 6onvuux xonuenmpayusx NO unu nepox-
CUHUMPUM UHOYUUPYIOM KIIEMOUHYI0 CMepmb 1o Nymu
anonmo3sa nubo Hexpo3a.

Knioueevie cnosa: oxcud asoma, unoyyubenvnas NOS,
HepOKCUHUMPUM, 80cnaneHue, anonmos




Introducere

Oxidul de azot (oxidul nitric) prezinta un mare
interes pentru specialistii din diverse domenii ale
biologiei si medicinei.

Desi activitatea fiziologica a oxidului nitric (NO)
afost descrisa pentru prima data in secolul XIX, ipote-
za de sinteza a lui in organism a fost inaintata abia la
inceputul secolului XX. Cercetarea rolului biologic al
NO avanseaza rapid incepand cu anul 1980, cand s-a
constatat ca NO este un factor endogen de relaxare
vasculard si este prezent in macrofagele activate si
in tesuturile cerebrale [1, 13].

Volumul de date stiintifice referitor la rolul bi-
ologic al oxidului nitric, acumulat pana in prezent,
este enorm, dar inca nu a fost recunoscuta actiunea
totala produsa de acesta. NO este implicatinreglarea
activitatii mitocondriale, tonusului vascular si adeziu-
nii celulelor sangvine, contractilitatii miocarduluisia
muschilor scheletici, tonusului bronhiilor si motilitatii
gastrointestinale. Substanta moduleaza angiogene-
za si regenerarea, fiind implicata in raspunsul imun,
etc.[1,5, 6, 14].

Rezultate si discutii

Oxidul de azot din organismul mamiferelor se
formeaza prin oxidarea aminoacidului L-arginina
(L-ARG) sub influenta enzimei NO-sintetaza (NOS), in
prezenta oxigenului molecular, a NADPH (nicotina-
mid adenin nucleotid fosfat, forma redusa) si a altor
cofactori, cum ar fi: tetrahidrobiopterina (BH4), FMN/
FAD (flavinmononucleotid/flavinadenindinucleotid),
glutationul, ionii de Ca** si calmodulina [6].

Reactia, ce duce laformarea de NO este descrisa
de catre M. Marletta [19]:

2L-Arginin+3 NADPH+40,+3H"
2L-Citrullin+2NO+3NADP*+4H,0

-

Pe parcursul acestei reactii, concomitent cu NO,
se formeaza un produs inactiv — L-citrulina, care din
nou poate sa se transforme rapid in arginina, menti-
nand astfel fondul acesteia in celulele endoteliale.

Nitric oxid sintetaza (NOS) este cunoscuta sub
3 izoforme: endoteliala (NOS-3, eNOS, endothelial
NOS), neuronala (NOS-1, nNOS, neuronal NOS) si ma-
crofagala (NOS-2, iNOS, inducible isoform) [6, 12].

Izoformele nNOS (NOS-1) si eNOS (NOS-3) sunt
produse in mod constant in celulele endoteliale si
neuronale, din acest motiv fiind numite NOS consti-
tutive, fiind forme Ca?*-dependente. iNOS (NOS-2)
este forma inductibild si Ca?* - forma independents,
functioneaza in mod periodic. Enzima a fost detecta-
ta pentru prima data in macrofage, dar se contine de
asemenea in multe alte celule, precum neutrofilele,
celulele musculare netede, celulele epiteliale, micro-
gliale, hepatocite, fibroblaste si altele [6, 18].
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Generarea oxidului nitric de catre NOS consti-
tutiva duce la eliberarea unor cantitati mici de NO
(pmol) [5] pentru o perioada scurta de timp siare un
efect biologic pozitiv, pe cand pentru activarea NOS
inductibila este nevoie de mai mult timp. Expresia
iNOS este indusa de citokinele proinflamatorii: in-
terleukina-1, interleukina-2, y-interferonul, factorul
de necroza tumorala a (TNFa) si lipopolizaharidele
bacteriene, catecolaminele si alte substante [1, 6].
NOS macrofagala (iNOS) se activeaza peste 2-8 ore
dupa excitarea din exterior a celulelor, formand o
cantitate enorma de NO (nanomoli) [5], de 100-1000
de ori mai mare decat cantitatea fiziologica produsa
de formele constitutive ale NOS, are un efect toxic
si este implicata in dezvoltarea inflamatiei [6, 19].
In acelasi timp, sinteza de NO se mareste pentru o
perioada mai lunga de timp.

NOS inductibila este mecanismul de declansare
(trigger mechanism) a stadiului timpuriu in raspun-
sul inflamator - formarea edemului inflamator si
infiltrarea ulterioara cu leucocite. Septicemia si socul
septic cauzate de infectiile bacteriene reprezinta
un raspuns inflamator sistemic. A fost demonstrat
ca excesul de oxid nitric joaca un rol important in
dezvoltarea socului septic [5]. Efectele NO in infla-
matie se manifestata prin cresterea permeabilitatii
vasculare, dilatarea pronuntata si de durata a vaselor
mici, activarea adeziunii leucocitelor, modularea
efectelor citotoxice ale leucocitelor (in special ale
macrofagelor), a proliferdrii si a regenerarii [4].

in focarul inflamator se acumuleaza in canti-
tate excesiva radicalul superoxid (anionul supero-
xid) - O, In prezenta enzimelor ce contin fier, NO,
interactionand cu radicalul superoxid, formeaza
radicalul oxidant puternic peroxinitrit (O = NO-O-),
care depdseste dupa reactivitatea sa toti radicalii de
oxigen [3, 22].

ON-+0O, = ONOO" + H" © ONOOH ¢ [HO + NO,]
= H*+NO,

Nici superoxidul, nici NO nu sunt toxice in vivo,
datorita mecanismelor eficiente de minimizare a
acumularii lor. Superoxidul este indepartat rapid prin
enzima superoxiddismutaza (SOD). NO difuzeaza din
tesuturi in eritrocite, unde se transforma in nitrati
prin reactia cu oxihemoglobina. NO este o molecula
biologica ce reactioneaza cu superoxidul mai rapid
decat SOD si este produs in concentratii destul de
mari, care depasesc nivelul endogen al SOD. Ca
agent puternic de oxidare, peroxinitritul are un grad
ridicat de citotoxicitate, oxidand grupele sulfhidri-
ce si legaturile tioeterice din peptide, proteine si
lipide. NO de asemenea este capabil sa nitreze si sa
hidroxileze inelul aromatic al guanozinei (afectand
AND-ul), tirozinei, triptofanului si tocoferolului. Acest




efect negativ al radicalilor NO perturba procesele
de semnalizare celulara si poate duce la modificari
patologice [3].

Formarea peroxinitritului duce la deteriorarea
endoteliului vascular, a proteinelor si lipidelor mem-
branelor celulare si la cresterea agregarii plachetare.
Peroxinitritul patrunde cu usurinta prin membra-
nele celulare si, odata patruns in interiorul celulei,
inactiveaza gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza,
blocheaza sinteza de ATP, incetineste transportul
de electroniin mitocondrii, ducand la destabilizarea
energetica si moartea celulelor; deterioreaza ADN-ul
celulelor-tinta prin dezaminarea sa, precum siinhiba
ribonucleotid reductaza, care controleaza viteza de
replicare a ADN-ului; are un efect genotoxic, afectand
direct aparatul genetic al celulei. Astfel, nivelele
inalte ale oxidului nitric au efect proinflamator in
endotoxemie, socul septic si bolile inflamatorii.

Un alt mecanism al citotoxicitatii peroxinitritu-
lui este interactiunea cu superoxiddismutaza (SOD).
Reactionand cuionii metalelor din componenta SOD,
peroxinitritul determina formarea cationului nitroso-
niu (NO"), reactiv si foarte toxic, care in final se leaga
de grupadrile fenolice, formand nitrofenoli [2, 4].

Formarea nitroxidului, impreuna cu alte forme
reactive de oxigen, reprezinta o cauza esentiala
in distrugerea biomembranelor celulare in cazul
afectiunilor ischemice, traumatice si convulsive.
Totodata, nitrarea proteinelor mareste antigenita-
tea lor, fapt care conduce la dezvoltarea proceselor
autoimune.

in afara de reglarea inflamatiei, NO poate avea
efecte proapoptotice asupra celulei. Concentratiile
marite de NO sau peroxinitritinduc moartea celulara
prin apoptoza sau necroza. Cdile de semnal pentru
initierea apoptozei si necrozei sunt adesea comune,
iar realizarea unei sau a altei variante depinde de
diferite motive, de exemplu, de concentratia ATP:
in apoptoza, in etapa activarii caspazelor in lipsa
ATP-uluiin celula se dezvolta necroza. Factorii ce de-
termina sensibilitatea specificd a celulei la apoptoza
mediata de NO pot fi asociati cu starea energetica
a celulei, activarea cascadei caspazei, eliberarea
citocromului C mitocondrial sau reglarea expresiei
genelor [3, 11].

Moartea celulelor in apoptoza pe cale mito-
condriala este asociata cu eliberarea citocromului
C mitocondrial in citosol (lichidul intracelular),
activarea cdilor de semnalizare a apoptozei si a
caspazelor efectoare. Citocromul C este una dintre
enzimele-cheie ale lantului respirator in mitocondrii
si, in acelasi timp, una dintre cele mai importante
proteine in realizarea cailor mitocondriale de apop-
toza. In citosol, citocromul C activeaza cascada
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de semnalizare a apoptozei, avand ca rezultat de-
gradarea inhibitorului DNazei activate de caspaza
(caspase-activated DNase, CAD), activarea CAD si
fragmentarea ADN-ului. In mitocondrii, NO se lea-
ga in mod reversibil cu enzimele mitocondriale ce
contin FeS, cum ar fi aconitaza, complexele | si Il ale
lantului respirator mitocondrial, precum si oxidaza
citocromului C (complex IV), inhiband astfel sinteza
de ATP. Deteriorarea ADN-ului indusa de NO duce la
acumularea proteinei p53, care determina stoparea
ciclului celular prin cresterea expresiei inhibitorului
kinazelor ciclin-dependente p217, sau apoptoza prin
exprimarea crescuta a genei bax. Acumularea de
p53 joaca unrol criticin moartea celulara indusa de
NO. Concentrarea acestei proteine in celule reduce
expresia iNOS si eNOS, ceea ce duce la o scadere a
sintezei NO, fapt important atat in reglarea apop-
tozei, cat si in suprimarea productiei de cantitati
genotoxice de NO [11].

Apoptoza mediata de NO poate fi indusa si de
semnalul reticulului endoplasmatic (ER), stresul ER
duce la activarea caspazei 12, care apoi activeaza
direct caspaza 9 fara citocrom C sau caspaza 3. In
cazul apoptozei induse de NO, apare inhibarea
mecanismului dependent de ubiquitina, insa nu se
cunoaste daca inhibarea proteasomului este o con-
secintd sau unul dintre motivele lansarii cascadei de
semnalizare a apoptozei [10].

Astfel, apoptoza indusa de NO include redu-
cerea potentialului transmembranar mitocondrial,
eliberarea din mitocondrii a citocromului C, activarea
caspazei, condensarea cromatinei, fragmentarea
ADN-ului, cresterea expresiei proteinei p53, activa-
rea expresiei genelor proapoptotice, cum ar fi bax
si p21 inhibitorii kinazelor dependente de cicling,
scaderea expresiei genelor antiapoptotice, ca bcl-2
si bcl-XL [20].

Activitatea biologica a NO este stimulata de
unii agonisti, inclusiv L-arginina, bradikinina etc., dar
sinteza de NO este un proces reglementat si poate
fi inhibat de diferiti analogi ai L-argininei, care sunt
inhibitori competitivi ai NOS. in acest caz, N-ome-
ga-cicloporil-L-arginina este un inhibitor selectiv
al NOS constitutive, pe cand aminoguanidina este
inhibitor selectiv al NOS inductibile [7]. Alti analogi
ai L-argininei, cum ar fi N-monometil-L-arginina
(L-NMMA), N-nitro-L-arginin-metil-esterul (L-NAME),
N-nitro-L-arginina (L-NNA), pot inhiba sinteza de NO
prin ambele enzime [9, 17]. Producerea de NO poate
fiincetinita sau stopata sub influenta hemoproteine-
lor, albastrului de metilen, radicalilor de superoxid,
etanolului, glucocorticosteroizilor, indometacinei.

Prezinta un mare interes stiintific si practic
substantele medicamentoase ce suprima sinteza




de NO endogen-inhibitori ai nitric oxid sintetazelor
(NOS) - derivatii izotioureici [15, 21]. Reprezentantii
acestei grupe de compusi sunt: metiron (S-metilizo-
tiuroniu), izoturon (S-etilizotiuroniu), difetur (raviten,
dietilfosfat-S-etilizotiuroniu), metiferon (dimetil-
fosfat-S-metilizotiuroniu), profetur (izopropilfosfit-
S-izopropilizotiuroniu).
Preparatele din grupa respectiva au urmatoarea
structura chimica generala:
NH
Ve

R——C “SNH,

unde R - radical etilic, metilic, dietilfosfat sau izopro-
pilfosfit-S-izopropil.

Din structura chimica a preparatelor se vede ca
ele poseda gruparea amidinica, care intra in com-
ponenta argininei. Acest aminoacid face parte din
componenta vasopresinei si bradichininei. Derivatii
S-izotioureici cu lant scurt alchilic sunt inhibitori ai
NOS cu selectivitate fata de izoforma inductibila
[16]. S-a determinat ca derivatii izotioureici poseda
actiune vasoconstrictoare musculotropa directa,
efect antihipotensiv de lunga durata si activitate
antihipotensiva marcata pe fundal de actiune a a1-
adrenoblocantelor. in comparatie cu adrenomime-
ticele, nu activeaza sistemul simpatic, nu determina
cresterea frecventei cardiace, nu deregleaza echili-
brul electrolitic si acidobazic si nu provoaca hipo-
tensiune secundara [15, 16]. Pe langa aceste efecte
farmacologice, poseda si actiune radioprotectoare
si antiinflamatoare.

Concluzii

Considerand cele mentionate anterior, con-
chidem ca NO are un rol dublu in organism: pozitiv
(participarea in procesele de imunitate celulara,
precum siin reglarea activitatii enzimelor sistemului
de semnalizare celulard) si negativ (participarea la
dezvoltarea stresului oxidativ in celule si tesuturi)
[8]. Generat in urma inductiei NOS, oxidul nitric
are, in primul rand, rolul de a proteja organismul, a
reduce activitatea celulelor inflamatoare; provoaca
moartea microorganismelor si a parazitilor intrace-
lulari, inhiba agregarea plachetara si imbunatateste
circulatia sangvina locala. Sensul actiunii biologice a
oxidului nitric este determinat de concentratia sa.in
concentratii mici predomina, in general, efectele di-
recte ale oxidului nitric, directionate spre mentinerea
hemostazei sistemelor cardiovascular si nervos. In
concentratii mari predomina efectele sale indirecte,
determinate de formarea si actiunea ulterioara a
oxidantului puternic - peroxinitritul.

Este necesar de remarcat faptul ca, in pofida
numadrului mare de cercetari ce abordeaza rolul
oxidului nitric in inflamatie si al utilizarii inhibitorilor
NO-sintetazelor, multe momente importante rdman
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neelucidate. Legatura dintre actiunile distructive si
cele de protectie, in rezultatul acumularii de NO,
determina rolul sau in deteriorarea celulelor.
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Rezumat

Antibioticele si chimioterapicele antimicrobiene reprezintd
unele dintre cele mai cunoscute si mai utilizate medicamen-
te. Notorietatea lor si insuficienta infelegere a mecanismelor
de actiune determind tot mai mulfi pacienti s le foloseascd
pentru tratarea tusei, rdcelii comune sau chiar durerii [6]. In
multe cazuri, chiar prescrierea de antibiotice este neadecvatd
[3]. Astfel, antibioticele sunt adesea prescrise fard a exista con-
firmarea unei infectii de origine bacteriand sau fard sd existe
motivul unui tratament profilactic. Cunoasterea agentului
infectios in vederea stabilirii substantei active potrivite, a dozei
corecte, a cdii de administrare si a duratei tratamentului este
absolut necesard pentru a putea institui o antibioterapie stiin-
tificd si rationald [1, 4]. Utilizarea inadecvatd a antibioticelor
poate duce la reactii adverse, toxicitate de organ, suprainfectie
cu microorganisme rezistente, precum Clostridium difficile
sau Pseudomonas aeruginosa [5].

Cuvinte-cheie: antibiotice, chimioterapice, farmacoterapie,
microorganisme
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Summary

The study about pharmacotherapy with antibiotics in Ro-
manian community pharmacy

Antibiotics and antimicrobial chemotherapeutic drugs are
among the best known and most used drugs. This notoriety
and the insufficient knowledge of their mechanism of action
lead more and more patients to use them in the treatment of
the common cold cough or even pain [6]. In many cases, the
prescription itself of antibiotics is inadequate [3] as it often
occurs without the confirmation of a bacterial infection or
without a real need of a prophylactic treatment. Knowing the
infectious agent in order to determine the appropriate active
substance, the correct dosage, the administration path and the
length of treatment is essential for establishing a scientific and
rational antibiotherapy [1, 4]. Inadequate use of antibiotics
may lead to side effects, organ toxicity, over infection with
highly resistant microorganisms such as Clostridium difficile
or Pseudomonas aeruginosa [5].

Keywords: antibiotics, chemotherapy, pharmacotherapy,
microorganisms

Peszrome

Vlccnedosanue anmubuomuxomepanuu 6 KOMmMyHumap-
HbIX anmexax 6 Pymvinuu

Anmubuomuxu u npomusoMuKpobHvle npenapamol A67s-
10MCA 0OHUMU U3 CAMbIX NONYTAPHLIX U HAUOOTIEe 4aAcmo
ucnonvsyemulx npenapamos. Vx Hosamopcmeo u Headex-
8amHoe NOHUMAHUE MEXAHUIMOB OeliCTBUs 3aCMABAIOM
8ce 607vie NAUUEHNOB UCHOTIb30BANb UX 0TS IEYeHUS KA~
7151, npocmyOdvt unu 0axce 6onu [6]. Bo mHozux cnyuasx oasxe
8binuUcbl8aHUe anmubuomukos Headexksamnoe [3]. Taxum
00pasom, aHmMuOUOMUKU 4acmo HA3HA4am 6e3 noomeepi-
OeHust uHPexyuu 6aKmepuanvbHO20 NPOUCXONOEHUS U
6e3 npuuuHb npodunaxmuueckozo neweHus. Onpedenetie
UH(DEKUUOHHO20 AzeHmMa OIS YCAHOBIeHUS NPASUIbHO20
AKMUBHO20 Beulecnea, NPABUNLHAT 003d, NYMb 86e0eHUs
U NPOOOTHUMENVHOCID JleUeHUST AOCOMOMHO He00X00UMbl
0717 YCMAHO8/IeHUS HAYHHOTI U PAYUOHATIBHOL AHMUbaK me-
puanvroti mepanuu [1, 4]. HenpasunvHoe ucnonv3osarue
AHMUOGUOMUKOE MOJer NPUBECIU K HeONIA20NPUSIMHBIM pe-
AKUUAM, OP2AHHOLL MOKCUMHOCU, CynepuH@eKyuLl ¢ ycrmoti-
4usbLIMU MUKpoopeanusmamu, maxumu kax Clostridium
difficile unu Pseudomonas aeruginosa [5].

Kniouesvie cnosa: anmubuomuxuy, xumuomepanus, pap-
MAKOMEPANUs, MUKPOOP2AHU3ZMbL

Introducere

Obiectivele antibioterapiei trebuie sa fie efica-
citatea si siguranta tratamentului pacientului afectat
de o anumita infectie. De asemenea, este important
a se avea in vedere si faptul ca eficacitatea antibio-
ticului administrat se extinde dincolo de pacientul
individual si de patogenul-tinta si ca antibioticul
influenteaza microecologia bacteriana generala a
bolnavului [2].




