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Summary
Biochemical interpretation of nitric oxide pluralism of action

Nitric oxide, synthesized in vascular endothelium, macrophages, neutrophils, adrenals,
cerebellum and other tissues from endogenous L-arginine and oxygen by the nitric oxide
synthase, has an important role in inter- and intracellular signaling. Nitric oxide possesses a
broad spectrum of biological activities, which can be conventionally classified in regulating,
protective and toxic. Although the second messenger role of nitric oxide has been shown already
in 1980, the molecular mechanisms by which nitric oxide exerts its biological effects are far from
completely understood. This paper is a summary of the literature on mechanisms of action,
biological role and involvement of nitric oxide in pathological processes.

Rezumat

Oxidul de azot, sintetizat in endoteliul vascular, macrofage, neutrofile, suprarenale,
cerebel si alte tesuturi din L-arginina endogena si oxigen sub actiunea nitricoxid-sintazelor,
indeplineste un rol important in semnalizarea inter- si intracelulard. Poseda un spectru larg de
actiuni biologice, care pot fi clasificate conventional in reglatoare, protectoare si toxice. Cu toate
ca rolul de mesager secund al oxidului de azot a fost mentionat incd din anul 1980, mecanismele
moleculare prin intermediul carora oxidul de azot isi exercitd efectele biologice sunt departe de a
fi complet elucidate. Lucrarea reprezinta o sinteza a literaturii referitoare la mecanismele de
actiune, rolul biologic si implicarea oxidului de azot in procesele patologice.

Introducere

Oxidul de azot (NO) reprezintd un gaz incolor, greu solubil in apa, cu temperatura de
topire -163.,6 °C si cea de fierbere -151,7 °C. In ultimele doud decenii a fost stabilit ca aceastd
moleculd poseda un spectru vast de activitate biologica, pe care conventional il putem imparti in
reglator, protector si nociv. Oxidul de azot participd la procesele de semnalizare inter- si
intracelulara. In comparatie cu mediatorii clasici endocrini, paracrini si neuromediatorii, care ca
reguld sunt proteine, peptide sau alte substante organice complexe, NO este o molecula mica,
lipsita de sarcind electrica, ceea ce 1i permite sa difuzeze usor prin membranele plasmatice si in
spatiile intracelulare. Traversand membrana plasmatica, NO actioneaza nu doar ca purtator al
semnalului intercelular, dar si ca parte componenta a sistemului efector intracelular, functionand
ca mesager secund [4].

Oxidul de azot posedd un electron necuplat, ceea ce 1i conferd o reactivitate chimica
inaltd si 11 permite sd interactioneze usor cu mulfi compusi chimici si structuri celulare, fapt ce
explica diversitatea exceptionald a efectelor biologice produse [6].
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Sinteza NO si ciclul oxidului de azot in vivo

Oxidul de azot poate fi sintetizat pe mai multe cai [1]. Plantele utilizeaza reactia
fotochimica nefermentativa dintre NO; si carotenoide. La animale, sinteza o efectueaza familia
de NO-sintaze (NOS), enzime hem-purtitoare din subclasa monooxigenazelor. In dependenti de
structura, localizare si functii, NOS sunt clasificate in trei grupe: endoteliale (eNOS), neuronale
(nNOS) si inductibile (iNOS) [6]. Centrul activ al oricarei NO-sintaze confine complexul Fe-
porfirind, ce posedd o legaturd coordinativd axiald cu cisteina sau metionina. Desi toate trei
izoforme ale NOS catalizeaza formarea oxidului nitric, ele sunt codificate de gene distincte si
difera prin mecanismul de actiune si rolul biologic. Din acest motiv e mai rational de a le
clasifica in NO-sintaze constitutive (cNOS) si inductibile (iNOS). Actualmente a fost descoperita
activitate NO-sintazica si in unele celule bacteriene, inclusiv in unii agenti patogeni, cum ar fi
Bacillus anthraces si Staphylococcus aureus (tabelul 1) [1]. Se presupune ca NOS bacteriene
(bNOS) protejeaza celula bacteriana de stresul oxidativ, unele antibiotice, de raspunsul imunitar.

Tabelul 1
Clasificarea, rolul si localizarea NO-sintazelor
Grupul de Reprezentantul Gena Localizarea Functia
enzime codificatoare
cNOS eNOS NOS; endoteliu vasodilatare
nNOS NOS; e fesut nervos comunicare
e muschii scheletici intracelulara
de tip 11
iNOS iNOS NOS;a, NOSy5, | e sistemul imunitar raspunsul imunitar
NOS;c e sistemul
cardiovascular
bNOS bNOS multiple specii Gram(+) protectie de stresul
oxidativ, antibiotice
si atacul imunitar

cNOS este prezentd permanent in citoplasma, depinde de concentratia ionilor de Ca”sia
calmodulinei si este capabila sa sintetizeze o cantitate mica de oxid de azot intr-un timp scurt, ca
raspuns la activarea a receptorilor. iINOS apare in celule doar in cazul inductiei de céitre
endotoxinele bacteriene sau unii mediatori (cum ar fi y-interferonul, factorul de necroza tumorala
etc.). Cantitatea de NO sintetizat de NOS inductibile variazd considerabil si poate atinge valori
destul de Tnalte (pind la nanomoli), iar producerea poate fi de lunga durata. Reglarea activitatii
INOS este complexa si are loc preponderent prin feedback negativ prin produsul final. Printre
stimulatorii sintezei NO mentiondm: y-interferonul, lipopolizaharidele, muramildipeptidul si
interleukina-1. Inhibitorii NO-sintazelor sunt: factorul de crestere transformant-f3, interleukinele
4,8, 10 si 13, factorul de activare al macrofagelor, prostaglandina E», glucocorticoizii etc. [7].

NOS produc oxidul nitric prin reactia de oxidare a L-argininei, vizand 5 electroni ai
azotului gruparii guanidinice [4]. Schema reactiei si reactiile adiacente sunt reprezentate in fig. 1.
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Figura 1. Sinteza oxidului de azot (1) si caile inrudite ale metabolismului

Oxidarea L-argininei in L-citrulina parcurge doua reactii monooxigenazice succesive; in
calitate de intermediar serveste Nw-hidroxi-L-arginina (NOHLA). Astfel, la formarea unui mol
de NO se consuma 2 moli de O3 si 1,5 moli de NADPH (figura 2).

o
+  NH; NADPH +0;  HO. = MNHz uz NADPH + O3 HN— NGO
HEN=<
NH NADP* + H;0 1/2 NADP* + H0
+
:]Ha HH3 _-.NH-&
N 'E' H
o H o-
-
B NOHLA L-citrulina

Figura 2. Reactiile intermediare de sinteza a oxidului nitric

Odata sintetizat, NO se metabolizeaza destul de rapid (in mai putin de 5 secunde) si, in
functie de calea de transformare, poseda actiuni diferite. Totalitatea cailor de transformare a
oxidului de azot in organism constituie ,,ciclul NO”, redat schematic 1n figura 3 [8].

Rolul biologic al oxidului de azot

Oxidul de azot are un spectru larg de actiune, determinand in multe cazuri efecte
diametral opuse. Ca exemplu, NO are capacitatea atdt de a stimula procesele de oxidare
peroxidica a lipidelor din membranele celulare, cét si de a le inhiba. Ca regula oxidul de azot
provoacd vasodilatare, insd in anumite condifii poate determina s§i vasoconstrictie; induce
apoptoza celulara, dar poseda si efect protector in apoptoza indusa de alti agenti etc. Datorita
efectelor controversate, molecula data a fost numita ,,Janus, cel cu doua fete” [1].
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Figura 3. Ciclul oxidului de azot (1) in vivo

De fapt, diversitatea efectelor biologice este bazata pe complexitatea ciclului oxidului de
azot si este determinatd de existenta multor produsi ai metabolismului NO. Conform conceptiei
ciclului oxidului de azot, acesta se poate transforma in alti compusi azotati: NO;', NOs’, NO*,
NO’, radicalul ONOQO" etc., substante cu efecte biologice distincte [8]. Acesti produsi se
formeaza in diferite conditii, sub influenta diversilor factori, de aceea, in dependentd de
circumstante, NO poate avea actiuni distincte, inclusiv contradictorii. Momentul-cheie in
transformarea oxidului de azot in alti compusi este concentratia oxigenului. In functie de gradul
hipoxiei metabolizarea NO are loc pe diferite cdi, dar toate implica reactii de oxido-reducere,
unde oxigenul este indispensabil.

Chiar dacd se exclud cdile de actiune a metabolitilor NO, 1nsasi oxidul de azot poate
actiona prin intermediul a catorva mecanisme:

1) Oxidarea proteinelor ce contin Fe (hem), cum ar fi ribonucleotidreductaza, aconitaza,
NADH-ubiginon-oxidoreductaza, succinat-ubiginon-oxidoreductaza, ceea ce conduce la
deprimarea functiilor vitale ale celulei si determina actiunea microbicida si citotoxica a NO [1];

2) Activarea guanilatciclazei solubile, enzima heterodimerica ce catalizeaza formarea
GMP-lui ciclic. Acesta, la randul sau, activeaza proteinkinaza G, care cauzeazad fosforilarea
fosfatazei catenei usoare a miozinei (si inhibarea kinazei respective). Defosforilarea ulterioara a
catenei usoare a miozinei provoaca relaxarea muschilor netezi [3, 6];

3) Nitrozilarea grupelor sulfhidrice
ale proteinelor, avand drept intermediar activ

anhidrida azotica (N,O3) (figura 3). Dintre toti NO GsH RSH
compusii  sulfhidrici, cea mai mare v
concentratie o are glutationul. Sub acfiunea N,O, trans-nitrozare

NO endogen, pand la 10% de glutation se
transformd  in  nitrozoglutation,  prin
intermediul caruia are loc formarea altor GSNO RSNO
nitrozotioli. In plus, nitrozoglutationul poate Mitrozarea glutationului si trans-nitrozarea
regenera NO si, in asa mod, exercitd functia
de depou al oxidului de azot [8].

In functie de efectul produs, spectrul activitatii biologice a NO este divizat in trei
domenii:
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a) Reglator — in acest caz oxidul de azot se manifesta ca purtitor al semnalului
intercelular si ca mesager secund intracelular. La aceastd categorie se refera urmatoarele
efecte esentiale:

A Agent vasodilatator. Efectul se realizeaza prin activarea guanilatciclazei solubile si
asigurd, in cele din urmi, relaxarea muschilor netezi ai intimei vasculare, determinand
vasodilatarea. Vasodilatarea poate fi atat locala (prin activarea guanilatciclazei solubile), cat si
prin intermediul SNC (prin mecanisme inca neelucidate) [2];

A Inhibitor al adeziunii si agregarii trombocitare, chemotaxiei si adeziunii limfocitare,
prin inducerea formarii de cGMP;

A Neuromediator, cu rol important in controlul activitatii oscilatorii a neuronilor, in
procesele de coordonare a miscdrilor si echilibrului, ca mediator al nociceptieli,

A Mediator in procesul de autocontrol al automatismului cardiac [2];

A Factor de relaxare a muschilor netezi. Actualmente este cunoscut cd NO produs de
eNOS si nNOS diminueazad bronhospasmul, regleaza peristaltismul intestinal, relaxeaza
sfincterele intestinului gros, participd la relaxarea uretrei, moduleaza peristaltica faringelui si a
esofagului [3].

b) Protector fata de diferite substante toxice si agenti patogeni. Se poate manifesta
drept:

A Antioxidant — in concentratii fiziologice NO stopeaza derularea reactiilor cu
participarea radicalilor liberi (prin captarea acestora) si inhiba descompunerea peroxizilor. In
acest caz constanta reactiei NO cu radicalii peroxidici este comparabila cu cea a a-tocoferolului,
insa concentratia oxidului de azot e mai mare [7];

A Antiproliferativ — inhiba dezvoltarea celulelor canceroase prin mecanisme inca
neelucidate. Se presupune ca acest efect este legat de inactivarea enzimelor ce contin Fe,
responsabile de sinteza ATP-lui si replicarea DNA-lui, sau de lezarea directa a moleculei de
DNA de catre produsele de autooxidare a NO (cum ar fi peroxinitritul ONOOQO") [5];

A Antimicrobian — ca parte componentd a sistemului efector al fagocitelor
mononucleate. Este efectiv contra ciupercilor, virusurilor, parazitilor si bacteriilor, atat
extracelulare (Shistosoma mansoni, Salmonella typhimurium, Naegleria-fowleri amoebae, T.
musculi), cat si intracelulare (Leishmania major, Toxoplasma gondii, Trypanosoma cruzi,
Legionella pneumophila, Mycobacierium leprae, Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium
bovis, Cryptococcus neoformans, Listeria monocytogenes). Efectul antimicrobian este asigurat
de nitrozilarea grupelor ce contin Fe din centrul activ al superoxid-dismutazelor bacteriene si
inducerea socului oxidativ. Este cazul de mentionat ca actiunea antibacteriand a NO este
potentata in prezenta produselor sale de metabolizare (NO; si NO3) [5];

c) Toxic fatd de celulele proprii ale organismului, fapt determinat de formarea

peroxinitritului, prin interactiunea NO cu anionul superoxid [5]:

‘Oz +:NO — ONO,

Peroxinitritnul este un oxidant puternic si datorita proprietatilor sale poate cauza
deteriorarea unui numar apreciabil de molecule celulare, inclusiv a proteinelor si DNA-lui. Calea
esentiala de metabolizare a peroxinitritului este cuplarea cu bioxidul de carbon (in 2/3 din cazuri)
cu formarea nitrozoperoxicarbonatului, care se descompune in CO; si NO3-:

ONOO -+ CO; — ONOOCO; — CO, + NO3

Insa in 1/3 de cazuri catabolismul peroxinitritului are loc pe calea formarii radicalilor
liberi:
ONOO™ + H" — ONOOH — -OH + ‘NO,

Radicalul hidroxil este unul dintre cei mai nocivi compusi in organism. Spre deosebire de
anionul superoxid, el nu poate fi neutralizat de superoxid-dismutaza si, corespunzator, nu poate
fi eliminat prin vreo reactie enzimaticd [5]. Acest radical poate deteriora majoritatea
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macromoleculelor: hidratii de carbon, acizii nucleici (aparitia mutatiilor), lipidele (oxidarea
peroxidica a acestora), aminoacizi (ca exemplu, conversia Phe in m-Tyr sau o-Tyr). Unica
misurd de protectic a celulei ar fi utilizarea antioxidantilor, in special a glutationului. insa
glutationul este din start inactivat de peroxinitrit, cu formarea radicalilor tiolici ai glutationului
(GS-), ceea ce favorizeaza derularea stresului oxidativ si, implicit, a apoptozei celulare.

Implicarea in geneza proceselor patologice

Datorita diversitatii efectelor biologice provocate de catre oxidul de azot (II), implicarea
sa In geneza proceselor patologice are loc in doud cazuri: insuficientd sau supraproductie de NO:

1. Diminuarea producerii de NO are urmatoarele consecinte:

A Hipertensiunea arteriald cauzatd de cresterea tonusului bazal al vaselor si de
vasoconstrictie. Mentionam ca in caz de insuficientd renald cronica creste concentratia
plasmaticd a dimetilargininei, ceea ce provoaca inhibarea competitiva a NO-sintazelor. Posibil
aceasta ar fi cauza aparitiei hipertensiunii arteriale din insuficienta renala [2];

A Cresterea riscului aterogen. Factorii de risc cardiovascular (hiperlipoproteinemia,
diabetul zaharat, fumatul etc.) deregleaza functionalitatea endoteliului si micsoreaza sinteza NO,
ceea ce conduce la cresterea tonusului vascular, diminuarea activitatii sistemului anticoagulant,
sporirea proliferarii celulare, cresterea permeabilitatii vasculare etc. [2];

A Se presupune ca o serie de maladii ale tractului gastro-intestinal (boala Hirschprung,
acalazia esofagiana, pseudoobstructia intestinala cronicd) sunt cauzate de micsorarea numarului
de neuroni intramurali care sintetizeaza NO.

2. Sporirea sintezei de NO poate avea loc in cazul activarii iNOS, cu numeroase
consecinte:

A In caz de sepsis endotoxinele si citokinele induc NO-sintaza, ceea ce se soldeazi cu
cresterea concentragiei NO si, ca consecintd, cu aparifia hipotoniei arteriale si a
hipocoagulabilitatii;

A In concentratii mari NO are actiune toxica asupra SNC — are loc lezarea celulelor
nervoase si eliberarea unei cantitdfi mari de L-glutamat, care induce i mai mult formarea NO

[1].
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