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Summary
Cyclic nucleotides and liver disease

Cyclic nucleotides (CN) cAMP and cGMP are recognized
as cell signaling molecules that control a variety of bio-
logical processes such as cell growth and adhesion, energy
homeostasis, neuronal signaling and muscle relaxation. The
alterations of CN signals were being observed in a number
of pathophysiologic conditions, including liver disorders.
In the liver, cAMP is distributed along the sinusoids and
c¢GMP — in the nuclear elements and membranes of the
hepatocytes. Their role is to mobilize the reserves of glucose
and fatty acids from peripheral tissues. Alterations in the
intracellular signaling process by cAMP has been shown
to be involved in the pathological changes in colangiocyte:
cholestatic secretory disorders and disorders associated
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with changes in cell proliferation, hepatocyte: advanced
fibrotic processes as cirrhosis (CH), hepatocellular carci-
noma (HCC). Cyclic AMP and cGMP can exert a stimula-
tory or inhibitory effect on cell proliferation depending on
the cell type. This would suggest that disruption of intracel-
lular signaling plays an important role in carcinogenesis.
In patients with primary HCC were determined high serum
levels of cAMP and cGMP. This data show the importance
of studying CN as a potential cornerstone in the treatment
of fibrotic processes and oncological pathologies, given the
growing prevalence of this diseases worldwide, including in
Moldova which leads after CH mortality index of the 192
countries of the world.
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Pezrome
Huxnuueckue HyKieomuowvl u nAmMoOI02UA NeYeHu

Huknuueckue nykneomuowt (L{HK) yAM® u yI'M®D
U36eCMHubl, KAK MOJEKYIbl yuacmeyioujue 8 nepeoayu
cucHana 6 Kiemke, KOMopbvle pe2yiupyiom MHOICECHEO
buonocu1eckux npoyeccos, maxKue Kax ao2e3us u pocm
KIIeMOK, SHep2emuyecKull 20Meocmas, nepedaid HepeHO20o
umnynvca, Mvluieynoe paccrabnenue. Mzvenenue cuenanog
I[HK Habnrwoaemcs 6 pside namo@u3uoniocuueckux
npoyeccog, 6 Mom Yucie u npu NAmoro2uUu NedeHu.
B newenu yAM® pacnpedenen 600onb cunycoudos, a
ylI'M® pacnonazaemcs 6 s0epHblX MeMeHmMax U Ha
naasmamudeckux membpanax cenamoyumos. Mx ponv
3aKTIOUACMCSL 8 MOOUUZAYUU 3ANACOS 2TIOKO3bL U IHCUPHBIX
Kuciom u3 nepugpepuveckux mrxaneu. Hapywenus
8 npoyecce SHYMPUKIEMOYHOU Nepeodayu CucHaios
npu yuacmuu yAM® Ovuiu doxazamsl npu xoiecmase,
Xonaneumax u 8 Opyeux Nnamono2usix, C8A3AHHbIX C
UBMEHEHUEeM KILeMOYHO20 0OMeHA HA YPOBHe 2eNamoyumos.
Buipasicennvie pubposznvie usmenenuss y 60J1bHbIX C
yupposom nevernu (L{I1), zenamoyentionsipHol KApYUHOMOu
(I'IK). Hsmensrom yposenvo yAM®@ u yI' M®, nomom
oKaszvlealOm CmumMyrupylowee uiu uHeubupymoujee
Oeticmeue Ha nporugepayuio K1emox 6 3a6UcUMOCu om
ux muna. Imo no36oJsem npeononodNCcUmsb, Ymo Hapyuenue
6HYympukiemounou nepedauu cueHara yAM® u yl M
uepaem 8adNCHYI0 PONb NPU GO3HUKHOBEHUU DA3TUYHBIX
NeYeHOUHbIX HAPYUWEeHU.

IlIpu nepsuunou I'l[K 6 cvisopomke kKpoeu Oviiu
evisignensl gvicokue yposuu YAM®D u yl' M®. Bozmooicno
Hopmanusaeanus yposus LIHK mooicem umems 8asicHyro poro
8 leverHuu hubposa u paxka nevenu, pacnpocmpaneHHoCHb
KOMOpbIX 803pacmaem 60 6cem mupe, 8 MoM yucie u 6
Pecnybnuxe Monoosa.

Knroueente cnosa: yukiuveckue Hymeomudbl, namomnocus
nevyeHu

Introducere

Nucleotidele ciclice (NC) sunt derivati ai acizi-
lor nucleici care controleaza activitatea mai multor
proteine in interiorul celulelor organismului, pentrua
regla sia coordona metabolismul. Exista doud forme
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majore de nucleotide ciclice: 3} 5'-ciclic adenozin
monofosfat (AMP ciclic sau AMPc) si 3; 5'-guanozin
monofosfat ciclic (GMP ciclic sau GMPc) [1, 2].

Mai mult de patru decenii, nucleotidele ciclice
AMPc si GMPc au fost recunoscute ca molecule de
semnalizare importanta in interiorul celulelor. in
conditii fiziologice normale, nucleotidele ciclice
regleaza o multitudine de procese biologice, cum
ar fi cresterea si adeziunea celulara, homeostaza
energetica, semnalizarea neuronala si relaxarea mus-
culara. In schimb, modificarea semnalelor nucleoti-
delor ciclice a fost observata intr-un numar mare de
conditii patofiziologice [3]. Ca si toate nucleotidele,
AMPc si GMPc contin trei grupe functionale: o baza
aromatica azotata (adenina sau guaninad), o zaharoza
(riboza) si o baza fosfat.

NC difera de alte nucleotide in care gruparea
fosfat este legata de doua grupe hidroxil diferite (3’
si 5'), in consecinta formand un inel ciclic. Cresterea
AMPc sau GMPc este declansata de hormoni si
neurotransmitatori care pot avea multiple efecte asu-
pra oricarei celule individuale. Tipul de efect depinde
intr-o oarecare masura de proteinele celulare la care
nucleotidele ciclice se pot lega [8]. GMPc si AMPc
sunt localizate in ficat, intestinul subtire si testicule.
in ficat, AMPc este distribuit de-a lungul sinusoidelor,
iar GMPc se afla in elementele nucleare si pe mem-
branele plasmatice ale hepatocitelor. n jejun, AMPc
se gaseste in principal la nivelul bazal si pe partile
laterale ale celulelor in perie si in lamina propria, iar
GMPc este localizat in membrana celulelor in perie,
musculatura neteda si elementele nucleare [2, 5].

Date generale privind receptorii membranari

AMPc este al doilea mesager la nivel intra-
celular ce regleaza activitatile opuse a doud enzime:
adenilciclaza (SCA), care catalizeaza formarea sa de
la ATP (adenozin trifosfat), si fosfodiesteraza (PKA),
care catalizeaza hidroliza sa de la 5-AMP [3].

Adenilat ciclaza (ADK) poate fi reglata de
subunitatea a a doua proteine G - Gi si Gs. Gi inhiba
activitatea ciclazei, in timp ce Gs catalizeaza formarea
AMPc in ATP. AMPc ulterior activeaza PKA, care in
schimb fosforileaza un sir de proteine intracelulare,
tintind in asa mod o serie de reactii care conduc la
un raspuns celular specific: secretia de ioni, absobtia
si motilitatea. Adenilat ciclaza catalizeaza biosin-
teza AMPc, iar fosfodiesteraza realizeaza hidroliza
AMPc. Respectiv, activarea ADK duce la cresterea
rapida a concentratiei de AMPc in celula. Astfel ca
si continutul de AMPc in celule este determinat de
raportul dintre activitatea ADK si PKA [5, 8].

Mesagerul secundar, GMPc, se formeaza prin
activarea guanil-ciclazei (GC). Cea mai vasta familie
de receptori recunoscuti sunt receptorii proteinelor
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ce asociaza GTP (guanilat-3- fosfat) sau proteinele G.
Cel putin 15 tipuri de proteine G au fost identificate,
fiecare fiind constituita din subunitatile a, B, y. Subu-
nitatea a poseda activitatea GTP-azica (guanilat-3-
fosfataza) la nivelul situsului de legare cu guanina.
Cand unligand se leaga de receptorul GDP (guanozin
difosfat), are loc transformarea rapida in GTP, care fi
permite proteinei G sa se decupleze de la receptor
si subunitatea a se disociaza de la subunitatile 3,
y. Disocierea subunitatilor ulterior activeaza pro-
teinele efector, precum ADK, fosfolipaza C (PLC)
sau alte hidrolaze, care in schimb genereaza sau
activeaza molecule-semnal, cum sunt AMPc kinaze
dependente de AMPc inozitol 1,4,5-trifosfat (InsP3),
1-2 diacilglicerol (DAG), calciu citoplasmatic (Ca)
sau protein kinaza C (PKC) [3]. O diferenta distincta
de semnalizare fata de AMPc este ca enzimele GC
sunt dispersate mai uniform intre membrana si
citoplasma celulelor, fiind activate direct de stimulii
lor. Multe efecte ale GMPc sunt in mod caracteristic
opuse efectelor AMPc [2].

Actiunea AMPc la nivel hepatic

AMPc joaca un rol important in reglarea meta-
bolismului integru, rolul principal al acestuia fiind
de a mobiliza rezervele de glucoza si acizi grasi la
nivelul tesuturilor. In ficat, glucagonul si catecolami-
nele determina o crestere intracelulara a AMPc, prin
stimularea ADK, aceasta duce la cresterea producerii
de glucoza hepatica prin cel putin trei mecanisme:
stimularea activarii fosforilazei, suprimarea activitatii
glicogen sintetazei si stimularea gluconeogenezei.
Printre efectele principale ale AMPc sunt glicoge-
noliza in muschi si lipoliza in tesutul adipos. Sub
actiunea AMPc creste eliberarea insulinei de catre
celulele beta pancreatice. AMPc este implicat in
eliberarea si mecanismul de actiune a insulinei, fiind
astfel in discutie rolul posibil al AMPc in dezvoltarea
diabetului zaharat [5, 8].

NC actioneaza pe doua nivele: in primul rand,
nivelurile de AMPc determina starea de fosforilare
a enzimelor implicate in metabolismul glucidic
(piruvat kinaza si 6-fosfofructo-2-kinaza / fructoza-
2,6-bisfosfataza); in al doilea rand, AMPc joaca un
rol-cheie in reglarea transcriptiei genelor carboxiki-
nazei fosfoenolpiruvat, piruvat kinaza, glucokinaza
si, probabil, 6-fosfofructo-2-kinaza / fructoza-2,6-bis-
fosfataza — enzime importante in gluconeogeneza,
sediul principal al careia este ficatul [2].

Reglarea hormonala a metabolismului glucidic
hepaticimplica in principal modificari ale nivelurilor
citoplasmatice ale AMPc si Ca*". Gluconeogeneza
hepatica este stimulata de nivelurile sangvine de
glucagon side nivelul ridicat de catecolamine, acest
efect al hormonilor fiind mediat de AMPc. Absenta




oricarui efect al glucagonului asupra glucozei sau
formarea de lactat din fructoza sugereaza ca AMPc
nu produce niciun efect semnificativ asupra reactiilor
dintre triozo-P si glucoza sau cu privire la conversia
P-piruvat la piruvat. Gluconeogeneza pare a fi la
fel de sensibila ca si glicogenoliza la stimularea cu
glucagon, catecolamine si AMPc. Acumularea AMPc
in ficat se datoreaza nivelurilor mult mai scazute ale
glucagonului decat ale catecolaminelor.

De exemplu, actiunea adrenalinei asupra ce-
lulelor hepatice este insotita de fosforilarea a doua
enzime: fosforilaza si glicogen sintetaza. Fosforilaza
activata duce la hidroliza rapidd a glicogenului, care
este substanta de stocare in ficat. Odata cu debutul
hidrolizei glicogenului, inceteaza sinteza sa ulteri-
oara, deoarece enzima care participa la sintetizarea
glicogenului isi pierde activitatea la fosforilarea cu
protein kinaza. Noradrenalina stimuleaza glicoge-
noliza si formarea AMPc in ficat, fapt explicat prin
asemanarea receptorilor hepatici cu receptorii beta-
adrenergici mai mult decat cu a-receptorii.

Deficitul de insulina determind o crestere de
AMPc la nivelul ficatului, de asemenea inhiba multe
procese in ficatul normal, care sunt stimulate de
AMPc, si antagonizeaza actiunile glucagonului si epi-
nefrinei asupra productiei de glucoza [5]. Actiunile
glucagonului si ale agonistilor beta-adrenergici
la nivelul ficatului poate fi atribuita in intregime
interactiunii lor cu receptorii membranari specifici,
care activeaza adenilat ciclaza, conducand laacumu-
larea intracelulara a AMPc si activarea dependenta
de AMPc a protein kinazei [8].

AMPCc joacd de asemenea un rol important in
morfologia, mobilitatea si pigmentarea celulelor, in
hematopoieza, in imunitatea celulara si in infectiile
virale. In leziunile hepatice colestatice, pe langa
reglarea in mod negativ a citokinelor inflamatorii
sistemice si hepatice, cresterea AMPc s-a dovedit
a proteja hepatocitele de la apoptoza datorita mai
multor stimuli inruditi, inclusiv acizii biliari, lipopoli-
zaharidele si TNF-a [3, 8]. Efectele antiinflamatorii si
antifibrotice ale PDK au un rol important pentru nu-
cleotidele ciclice in patogeneza fibrozei hepatice.

Endotoxemia joaca un rol critic in agravarea
inflamatiei prin activarea celulelor Kupffer (KCS)
prin intermediul receptorilor Toll-like 4 (TLR4) de
semnalizare. Activarea KCS produce o varietate de
citokine proinflamatorii, cum ar fi factorul de ne-
croza tumorala (TNF), proteina chemoatractanta - a
si monocitele (MCP-1), care promoveaza activarea
celulelor stelate hepatice (CSH). In timpul activarii,
CSH creste expresia lor la a-actina muschiului neted
(a-SMA), care devine proliferativa si migratoare, si
produc cantitati tot mai mari de componente ale
matricei extracelulare, cum ar fi tipul de colagen | si
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fibronectina, astfel CSH joaca un rol-cheie in dezvol-
tarea fibrozei hepatice [3, 5].

Nucleotidele ciclice si colangiocitele

Celulele biliare epiteliale sau colangiocitele
tapeteaza lumenul arborelui biliar. Ca si hepatocitele,
colangiocitele sunt epiteliocite polarizate, cu carac-
tere structurale, care includ membrana apicala si
bazolaterald bine definita. Colangiocitele reprezinta
circa 5% din masa totala a ficatului si au un rol im-
portant in formarea bilei prin alterarea canaliculelor
biliare primare printr-o serie de procese secretorii
si reabsorbtive. Aceste mecanisme sunt reglate de
peptidele hormonale, nucleotide, sarurile biliare,
factorii de crestere, citokine, neurotransmitatori ce
leaga si stimuleaza specific receptorii de suprafata
dela nivelul membranei apicale si bazolaterale, care
ulterior initiaza un semnal intracelular complex ce
regleaza starea functionala a celulei. Colangiocitele
de asemenea participa activ in functia de detoxificare
a xenobioticelor [6, 10].

Colangiocitele sunt tinta primara a unei leziuni
in cadrul bolii colestatice a ficatului (ciroza biliara
primara, colangita sclerozanta si atrezia biliara ). S-a
dovedit existenta unor dereglari de transmitere a
semnaluluiintracelular determinat de AMPcin cadrul
acestor boli, care poate contribuila defecte secretorii
ce caracterizeaza aceste boli [9].

Efectele specifice ale AMPc in colangiocite in-
clud: stimularea exocitozei, deschiderea canalelor de
aquaporine, activarea canalelor de CI" transmembra-
nare reglatoare de fibroza chistica (CFTR) si activarea
schimbului CI"”/HCO3". Cresterea concentratiei AMPc
in colangiocite conduce la majorarea fluxului ductal
al bilei. Colangiocitele expreseaza pe suprafata mem-
branei o serie de canale ionice, dintre care CFTR este
cel mai bine studiat si se presupune a fi responsabil
de majorarea in secretia apicala a Cl". Fosforilarea
PKA creste probabilitatea de deschidere a canalelor
membranare CFTR, care si reprezinta mecanismul de
baza prin care AMPc mareste secretia apicald a Cl".

Pana la moment a fost unanim acceptata
opinia ca majorarea AMPc conduce si la excretia
HCO3" in colangiocite [6, 7, 9, 10]. Transportul apei
in lumenul ductal biliar este accentuat de cresterea
AMPcin colangiocite. Acestea contin vezicule secre-
torii imbogatite in aquaporina-1, o proteina canal
selectiva pentru apd, ca, de altfel, si CFTR, alte canale
ionice ClI”si CI”/HCO3" ce realizeaza schimbul influx/
eflux, activand transportul apei si conducand in final
la secretie ductala biliara [6, 9].

Calea de semnalizare a AMPc este importantd in
reglarea proliferarii colangiocitelor. Colangiocitele nu
sunt active proliferativ, fiind celule inactive mitotic,
se supun proliferarii doar in cadrul hepatectomiei




partiale, ligaturarii ducturilor biliare. In asemenea
conditii, proliferarea colangiocitelor are loc in aso-
ciere cu nivele majorate de secretie a AMPc, cresterea
expresiei receptorilor secretinici si secretiei ductale.
Reglarea modelului de semnalizare intracelulara
prin AMPc prin administrarea cronica de forskolin
este suficienta pentru a induce hiperplazia colan-
giocitelor [9].

Alterarile in cadrul procesului de semnalizare
intracelulara prin AMPc s-au dovedit a fi implicate
in doua tipuri de modificari patologice in colangio-
cite: colestaza si patologii asociate cu modificarea
turnoverului celular. Colestaza este una dintre prin-
cipalele manifestari ale bolii hepatice si deseori se
reflecta prin dereglarea secretiei ductale cauzate de
disfunctia colangiocitara.in modele experimentale
de colestaza ductald, precum ligaturarea ducturi-
lor biliare, expresia receptorilor AMPc si formarea
acestuia sunt prezervate si determina o stimulare
a secretiei, care duce la colereza masiva bogata
in bicarbonat. Acest mecanism complex duce in
final la dezvoltarea unui proces inflamator [6, 7, 9].
Inflamatia arborelui biliar predispune la dezvol-
tarea colangiocarcinomului, iar o serie de cai de
semnalizare intracelulara nu sunt inca investigate
(sistemul MAPK - cascada proteinkinazei activate
de mitogen) [10].

Nucleotidele ciclice si ciroza hepatica

in cadrul proceselor fibrotice avansate la nivel
hepatic, probabilitatea de dezvoltare a complicatiilor
este mare. Una dintre complicatii este encefalopatia
hepatica (EH). EH reprezintd un complex de simpto-
me neuropsihice prezente la pacientii cu patologie
hepatica, care includ dereglari ale intelectului, ale
activitatii neuromusculare si tulburari de personalita-
te. Hiperamonemia rezulta din alterarea neurotrans-
misiei glutamatergice, care contribuie la dezvoltarea
EH. Calea de metabolizare a GMPc este puternic
alterata in caz de hiperamonemie in EH. La pacientii
cu CH s-ademonstrat o reducere semnificativa intra-
celulara a GMPc in limfocite, o crestere a acesteia in
plasma si o majorare a guanilatciclazei activate de
catre oxidul nitric (NO) in limfocite, care coreleaza cu
o EH minima, conform testelor psihometrice.

Alterarea functiei caii de metabolizare a GMPc
poate fi cauza afectiunilor neurologice intalnite in
encefalopatia hepatica. Anastomozele portocavale,
caile biliare, precum si hiperamonemia produc mo-
dificari in activarea guanilatciclazei de catre NO, atat
in cerebel, cat siin scoarta cerebrala. S-a constatat ca
hiperamonemia are zone selective de afectare, inte-
resand neuronii sau astrocitele. Conform cercetatori-
lor Carmina Montoliu s.a., activarea guanilatciclazei
de catre NO este mai scazuta (de 1,5 ori) in neuronii
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cerebelosi expusi la hiperamonemie, comparativ cu
neuronii de control (de 3,3 ori).

Activarea GMPc de catre NO este mai crescuta
(de 8,7 ori) in neuronii scoartei, comparativ cu ne-
uronii de control (5,2 ori) [4, 9]. In ciroza hepatica,
GMPc are rolul de a media si a raspunde prin inter-
mediul NO si al peptidelor natriuretice, explicand
vasodilatatia arterelor periferice. Variatia nivelului de
GMPc in excretia urinard modifica si nivelurile aces-
tuia in plasma. In acest sens s-a efectuat un studiu,
scopul cdruia a fost determinarea GMPc in excretia
urinara si investigarea relatiei acestuia cu circulatia
sistemicad, activitatea neuroumorala si excretia uri-
nara a sodiului in ciroza hepatica.

Conform studiului efectuat de C.M. Fernan-
dez-Rodriguez et al., excretia urinara a GMPc a
fost masurata la 19 persoane sanatoase si la 20 de
pacienti cu ciroza hepatica alcoolica. De asemenea
la acesti pacienti au fost determinati parametrii
hemodinamici, volumul sangvin circulant, factorul
natriuretic atrial (FNA) si substantele vasodilatatoare
endotelium dependente (SP). Concentratia urinara
de GMPc a fost mai inalta la pacientii cu ciroza al-
coolica. Totodatd, s-a demonstrat o corelatie direct
proportionala a excretiei urinare de GMPc cu debitul
cardiac, volumul sangvin circulant, FNA si invers
proportionald cu rezistenta vasculara sistemica. in
concluzie: excretia urinara de GMPc in ciroza hepati-
ca este de aproximativ 5 ori mai crescutd, comparativ
cu persoanele sanatoase [4, 9].

Glucagonul a fost testat pentru efectele sale
asupra AMPc din plasma, asupra insulinei si glucozei
la persoanele sandtoase si la pacienti cu ciroza hepa-
tica (st. Child-Pugh C). Concentratia adenilatciclazei
a fost masurata in tesutul hepatic la bolnavii cirotici
in stadiul terminal si la pacientii in moarte cerebralg,
a caror organe au fost prelevate in calitate de do-
nori. Concentratia adenilatciclazei totale si bazale
nu difera in cele 2 loturi de pacienti. Totusi, AMPc
din ficatul persoanelor cu ciroza hepatica in stadiul
terminal a raspuns mai slab la stimulare cu glucagon,
in comparatie cu ficatul donorilor. De aici rezulta ca
hepatocitele in cadrul cirozei hepatice au metabo-
lism alterat la nivel membranar, caracterizat printr-un
AMPc anormal la stimulare hormonala [4].

Concluzii

1. AMPc si GMPc reprezinta cei mai importanti
mesageri intracelulari, care pot exercita un efect
stimulator sau inhibitor asupra proliferarii celulare,
in functie de tipul celulei.

2. Modificarea semnalelor NC a fost observata
intr-un numar mare de conditii patofiziologice, in-
clusiv in patologia hepatica.

3. Alterarile din cadrul procesului de semnaliza-




re intracelulard prin AMPc s-au dovedit
a fi implicate in modificdrile pato-
logice din colangiocite cu colestaza
si patologii asociate, cu modificarea
turn-over-ului celular; in hepatocite cu
procese fibrotice avansate, precum CH,
HCC.
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