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MONOXIDUL DE CARBON — MESSAGER GAZOS iN CIRCULATIA
CEREBROVASCULARA
Ala Ambros, Leonid Lisii, Inga Cebotari, Daniela Rusu, Cristina Lutcan
Catedra de Biochimie si Biochimie Clinica USMF ,,N.Testemitanu”

Summary
Carbon monoxide as a gaseous messenger in the cerebrovacular circulation

The primary objectives of this article are to review the potential role of carbon monoxide
(CO) as an endogenous mediator in cerebrovascular circulation. It is produced from heme by a
constitutively expressed enzyme (heme oxygenase (HO)-2) expressed highly in the brain and by
an inducible enzyme (HO-1). CO production is regulated by controlling substrate availability,
HO-2 catalytic activity, and HO-1 expression. CO dilates arterioles by binding to heme that is
linked to large conductance Ca2+ activated K+ channels (BKca channels), which elevates
channel Ca2+ sensitivity, increases coupling of Ca2+ sparks to BKca channel openings and,
thereby, hyperpolarizes the vascular smooth muscle. In addition to dilating blood vessels, CO
can either inhibit or accentuate vascular cell proliferation and apoptosis, depending on
conditions.

Rezumat

Rolul monoxidului de carbon (CO) ca mediator endogen in circulatia cerebrovasculara
reprezintd continutul acestui articol. Este produs de hem la actiunea unei enzime constitutive
(hemoxigenaza (HO)-2) expresata intens in creier si a unei enzime inductibile (hemoxigenaza
(HO)-1). Sinteza CO este reglatd prin controlul cantitatii de substrat disponibil, activitatea
catalitica a HO-2 si expresia HO-1. CO induce dilatarea arteriolelor prin cuplarea cu proteina
hem si atasarea acestui complex la canalele BKca, marind astfel afinitatea canalelor fata de ionii
de Ca®*. Ulterior are loc cuplarea ionilor la canal si activarea lor, ceea ce duce la hiperpolarizarea
membranei prin transportul ionilor de K+ in exteriorul celulei. In afari de actiunea
vasodilatatoare, CO poate inhiba sau induce atit proliferarea, cit si apoptoza celulelor vasculare,
in dependenta de conditii.
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Actualitatea temei

In ultimii ani s-a conturat un nou concept al neurotransmiterii bazat pe participarea posibila a
unor substante endogene gazoase.

Conceptul existentei unor semnale gazoase endogene cu potential posibil de mesageri chimici
intercelulari isi are originea in observatia efectelor inhibitorii ale vaporilor de etilen asupra
cresterii si dezvoltarii plantelor. Interesul participarii unor asemenea semnale chimice alaturi de
neurotransmitatorii $i neurohormonii clasici la realizarea transmiterii de informatii de la o celula
la alta, a crescut substantial odatd cu descoperirea formarii de oxid nitric (NO), monoxid de
carbon (CO) si hidrogen sulfurat (H,S) la nivelul diverselor tesuturi si organe animale si umane.

Dovezile experimentale pledeaza in favoarea participarii acestor semnale gazoase ca 0 noua
clasa de mesageri chimici transportori de informatii biologice inter- si intracelulare. Aceste
semnale difera de neurotransmitatorii tipici prin faptul ca sunt sintetizati de toate tipurile de
celule, nu sunt stocati si nici eliberati prin exocitoza din vezicule preformate, nu au receptori
specifici si transmit informatii prin difuziune atat in sens anterograd postsinaptic cat si retrograd
presinaptic.

CO - cunoscut ca gaz toxic formator de carboxihemoglobina blocanta a transportului de O; in
tesuturi, CO este considerat din 1990 incoace ca un nou factor endogen gazos prevazut cu functii
diverse. Vreman HJ si Stevenson DH (1988) au semnalat ca CO rezulta din degradarea hemului
hemoglobinei sub influenta enzimei hemoxigenaza (HO). Ulterior s-a constatat ca exista trei
izoforme ale HO (HO-1, HO-2, HO-3).

Formarea si eliberarea de CO e dependenta de continutul in hem, rezultat din degradarea
hemoglobinei si de prezenta hemoxigenazelor in aproape toate tesuturile si organele, exceptie
facand doar hematiile lipsite de hemoxigenaza. Prin urmare, mecanismele care regleaza
producerea de hem celular, vor regla, de asemenea, si producerea de CO[58].

Sinteza hemului celular este un proces ce are loc in  mai multe etape, care include atat
elemente mitocondriale cit si citoplasmatice. Etapa limitanta a procesului este rata de producere
a acidului delta-amino-levulinic din succinil-CoA si glicina, reactie catalizata de delta-amino-
levulinat sintaza (ALAS) ce are loc in mitocondrii [21, 42]. Activitatea ALAS este strict reglata
prin feed-back negativ de hem si hemina (hem oxidat).

Metabolizarea enzimatica a hemului de catre hemoxigenaze se soldeaza cu clivarea inelului
porfirinic al acestuia pentru a forma cantitati echimolare de CO si biliverdind reductibila in
bilirubina, insotitd de eliberarea Fe®* utilizabil la sinteza feritinei [38]. (vezi schema de jos)

NADPH, 30,
HO-1/-2, p450 reductase

heme

+ CO + biliverdin + Fe?* +NADP* + 3H,0

NADPH, H" | biliverdin reductase

bilirubin

Localizarea izoformelor HO si reglarea expresiei HO-1 si HO-2

Hemoxigenaza-1 (HO-1) - izoenzima inductibilda este un polipeptid format din 288 de
aminoacizi, cu masa moleculara de 32kDa. HO-1 este prioritar sintetizata in splina si ficat si are
rolul de a elimina hemul potential toxic eliberat din eritrocitele degradate[38]. In celulele
endoteliale a arterei pulmonare, HO-1 e situata in caveolele din membrana plasmatica.
Caveolinele din caveole regleaza activitatea enzimatica a HO-1[23].

In conditii normale, in endoteliul vaselor cerebrale, expresia HO-1 lipseste [10,32,48,46].
Expresia HO-1 poate fi indusa de factorii de stres ca: metaloporfirinele hemului, metale grele,
citokine, stres oxidativ, lipide oxidate[1,7,9,11,16,20,27,29,37,39,46,50]. Inducerea expresiei
HO-1 este reglata la nivelul transcriptiei genei. La promotor are loc legarea unor multiple
elemente reglatorii specifice: elemente de raspuns la stres, elemente de raspuns antioxidant
ARES, in asociere cu factorii trascriptionali redox senzitivi Nrf2[41,45], factorii nucleari kappa B
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(NFXB) [28] si AMPc ca element de raspuns[27]. Inducerea expresiei genei HO-1 are loc si la
legarea la Enhancer box, localizata proximal de promotorul genei, a Leucinei zigzac din familia
factorilor de transcriptie USF1 si USF2.[14]

Hemoxigenaza-2 (HO-2) umana prezinta un polipeptid de 316 aminoacizi, cu masa
moleculard de 36kDa, izoenzima constitutivd care este expresatd in conditii homeostatice cu
functia de a scinda hemul pentru a genera CO, fier si biliverdina printr-o reactie dependenta de
citocromul P450 reductaza(CPR), cu reducere de NADPH. Expresia majora a HO-2 a fost
depistata in creier si in endoteliul vaselor cerebrale[33,37,39]. Participa la reglarea fluxului
sanguin si medierea activitatii neuronale.

HO-1 si HO-2 au un domeniu comun din 24 de aminoacizi ce formeaza centrul catalitic
pentru hem, exceptie face doar un aminoacid. [39]

HO-1 si HO-2 sint proteine membranare ancorate in membrana reticulului endoplasmatic
prin intermediul capatului C-terminal hidrofob [52]. Ambele izoforme sint localizate la nivelul
membranei nucleare, ariei citoplasmatice perinucleare si membranei reticulului endoplasmatic
[48]. Prezenta in regiunea promotorului a unui glucocorticoid induce expresia genei HO-2 [36].
Deci, singurii reglatori cunoscuti in expresia HO-2 sint hormonii steroizi.

Reglarea activitatii catalitice a HO-2 difera in functie de tipul de celule si tesut. Activitatea
catalitica a HO-2 este controlata de bilirubina printr-un feedback negativ [37], iar in neuroni
poate fi stimulata prin fosforilarea serinei 79, de catre kinaza 2 [3].

HO intracelular corespunde localizarii enzimelor: oxid-nitric-sintaza (NOS),
ciclooxigenaza (COX), ceea ce indica o comunicare functionald intre CO, NO si prostoglandine.
In endoteliul vaselor, HO-2 este localizata impreuna cu canalele BKca[59] ce asigura controlul
circulator cerebral, prin faptul ca CO derivat din HO-2 activeaza canalele BKca ceea ce duce la
relaxarea musculaturii netede vasculare.

Hemoxigenaza-3 (HO-3) are o activitate si o expresie mai scazutd la nivelul creierului.[51]
Genele ce codifica sinteza HO-3 sunt pseudogene si deriva din transcriptii HO-2 §i nu au
functie semnificativa cunoscuta [13].

Din cele 3 izoenzime ale HO descoperite pina in prezent, HO-2 se contine indeosebi in
capilarele cerebrale. Prin Western blot in capilarele cerebrale proaspat izolate a fost detectata
doar expresia genei HO-2 [48].

Inhibitorii hemoxigenazelor (metaloporfirine si  Zn-protoporfirina (ZPP)), deprima efectele
relaxante ale stimularii noradrenergice si noncolinergice (NANC) fara sa afecteze continutul si
actiunile locale ale NO, sugerind participarea CO ca neurotransmitator la realizarea acestor
efecte [2,58].

Mecanismul dilatirii cerebrovasculare

Mirirea concentratiei de Ca®* intraneuronal se realizeaza pe 2 cai: prin canale de Ca®* voltaj
dependente (VGCC) sau prin eliberarea din rezervele intracelulare (din reticolul endoplasmatic).
lonii de Ca”* induc fosforilarea PKC(protein kinaza C), care activeaza CK2 (serin kinaza 2).
CK2 duce la activarea HO-2 din membrana reticulului endoplasmatic (ER), care ulterior
scindeaza hemul pentru a genera CO[12] (vezi Fig.1).

CO poate activa guanilil ciclaza solubila (SGC) [4] si canalele de K+ - Ca2+ dependente .

Glutamatul este principalul neurotransmitator excitator implicat in transmisia sinaptica. In
prezent se cunosc cinci categorii de receptori glutamatergici: NMDA (N-metil-D-aspartat),
kainat, AMPA (acid amino-3hidroxi-5metilizoxazol-4propionic), L-AP4 (L 2amino-
4fosfonobutirat), ACDP (1,3 acid dicarboxilic trans-1-aminociclopentan). Primele trei categorii
sunt canale ionice ligand dependente, chiar numele lor fiind dat in functie de agonistii care se
leaga selectiv de ei. Urmatoarele doua categorii sunt receptori de glutamat metaboltropici cuplati
cu proteina G [55].

Receptorii glutamati agonisti provoaca raspunsuri functionale in celulele cerebrale vasculare
endoteliale, care includ: marirea activitatii HO, modificari in permeabilitatea endoteliului,
amplificarea formarii de SRO (specii reactive de O,).
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La activarea glutamatergica a HO-2 prin stimularea metaboltropica a receptorilor de
glutamat are loc: eliberarea de Ca® *, activarea PKC si fosforilarea serin 79 de catre CK2.[4]

Q
Clutamate @

ER

Fig.1 Sinteza de CO

A fost sugerata ideia ca CO poate induce semnale celulare prin activarea GMPc, la care
participa si hemoxigenaza [46,40]. CO este un activator al GMPc mult mai slab ca NO
[22,24,25], dar prezenta unei substante endogene poate mari afinitatea CO la GC [8,57]. Totusi
implicarea GMPc in dilatarea cerebrovasculard indusa de CO ramine discutabila.

In vasodilatarea indusd de CO, GMPc este un factor permisiv iar concentratia acestuia in
proces ramine constanta [26,30]. In contrast cu GMPc, s-a demonstrat c vasodilatarea indusa de
CO este mediata de activarea canalelor BKc, = reglate de concentratia CO si activitatea HO, O,
participd in reglare indirect prin implicarea Sa in metabolismul hemului [4,32,60], unde
modificarea chimica a resturilor de histidind induce blocarea canBKc,; ce indicd importanta
ascestui aminoacid si localizarea lui in structura canalului [59].

CO activeaza canalul BKc, , prin intermediul a-subunitatii car contine un buzunaras pentru
hem[56]. Atasarea hemului duuce la mirirea sensibilitatii acestuia pentru ionii de Ca** [17]. In
celulele musculare netede canalele BK¢, sint activate la concentratii micromolare a ionilor de
calciu [18], interactiunea acestora cu canalul induce tranzitia ionilor de K+ in afard urmata de
hiperpolarizarea membranei celulare care ulterior reduce activitatea canalelor de calciu voltaj-
dependente si in acelas timp si concentratia ionilor de calciu. Atit CO endogen cit si CO exogen
maresc amplitudinea si frecventa transportului prin canalele BKc, | prin cuplarea efectiva a
ionilor de calciu.[19]

In circulatia cerebrovasculara la purcei, emisiile de CO interactioneaza cu alte doua derivate
cu actiune vasodilatatoare NOX (oxid nitric sintaza) si COX (prostaglandin ciclooxigenaza).
Inactivarea NOX sau COX conduce la inhibitia vasodilatarii indusa de CO[31]. Contributiile NO
si prostaciclinei sint permisive doar la concentratia suficientd de substrat, inainte de inducerea
vasodilatarii de CO. Actiunile NO si prostaciclina sint mediate de protein kinaza G. dar doar NO
actioneaza prin intermeduil GMPc [30]. La moment nu a fost determinatd dacd actiunea protein
kinaza G este legatd de canBKc,, rianodin receptor sau alt mecanism.

Efectele protectoare ale HO / CO si reglarea circulatiei cerebrovasculare in timpul
crizelor epileptice

Unele date stiingifice confirma ca CO contribuie la reglarea fluxului sanguin cerebral in
timpul crizelor epileptice.[6,43,49]. Inhibitorii HO - CrMP si SnPP micsoreaza productia de CO
de catre creier si reduce dilatarea cerebrald ca raspuns la convulsii [47,49]. Cresterea rapida a
productiei de CO 1n timpul crizelor epileptice este atribuita exclusiv HO-2 [6,46], iar cresterea
rapida a activitatii enzimatice a HO-2 in vascularizarea cercbrald are loc printr-un mecanism
mediat de glutamat receptor.
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Crizele epileptice apar 1n disfunctia vasculard cerebrald prelungitd caracterizatd prin
vasoreactivitatea redusa la dilatatori fiziologici relevanti, inclusiv hipercapnie si bradikinina.[46]

Cand activitatea HO-2 este inhibatd inaintea convulsiilor disfunctia cerebrala vasculara se
observa imediat dupa episodul ictal si se prelungeste pentru cel putin 2 zile din perioada
posticala [6,46]. Insa la animale cu activitatea HO-2 intacta, reactivitatea vasculara cerebrala este
redusa cu 2 zile mai tarziu. [4,34]

ActivitateaHO-2 este necesara pentru o protectie pe termen scurt, dar nu este suficienta pentru
protectia pe termen lung a vascularizatiei cerebrale de la efectele negative ale crizelor epileptice,
spre deosebire de HO-1 care poate oferi protectie pe termen lung impotriva disfunctiei vasculare
cerebrale postictale.

CO, apoptoza si proliferarea celulara

Se considera, CO poate suprima apoptoza ca urmare a inhibarii caspazelor. [5,53,61]

CO poate inhiba producerea de catre mitocondrii a radicalilor liberi printr-o interactiune
directa cu proteina hem a lantului de transport a electronilor mitocondriali, sau interactioneaza cu
p38 MAPK (p38 mitogen-activated protein kinase) sau GMPc. Acestea fiind cai de semnalizare
care pot modula apoptoza 1intr-0 celula. [53]

Au fost depistate si efecte pro-apoptotice ale CO [54]. Se pare ca abilitatea lui CO de a
suprima sau de a promova apoptoza depinde de semnalul apoptotic specific si tipul de celula.

In plus fatd de efectele asupra apoptozei, CO poate afecta circulatia cerebrovasculard prin
reglementarea proliferarii celulelor vasculare. CO poate reduce proliferarea celulelor endoteliale
cauzatd de hipoxie provenitd de la inhibarea producerii de VEGF de catre musculatura neteda
vasculard adiacenta [35]. Aceasta actiune, la fel pare a fi mediatd prin intermediul GMPc, prin
scaderea obligatorie a unui amplificator hipoxic la hipoxie factorul inductibil-1.
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Ca urmare a traumelor vasculare, precum si a hipoxiei, CO suprima proliferarea musculaturii
netede vasculare prin cresterea GMPc celular, care activeaza p38 mitogen-activated protein
kinase, up-regulating caveolin-1, care previne proliferarea. [22]

S-a demonstrat cd CO e capabil sia promoveze proliferarea celulelor endoteliale
microvasculare.[22]

Astfel, in functie de conditii, stimulii de fond, si de tipul specific a celulelor, CO poate
stimula sau inhiba apoptoza si proliferarea celulelor.
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Summary
Atherothrombosis

There are a lot of modifications in arterial wall in atherosclerosis; the most important is
the phenomenon of thrombosis. The formation of thrombus is determined by the action of two
groups of factors: the first- homeostatic independent factors (superficial erosion and rupture of
fibrous cap), the second group-modifications in homeostasis: endothelial dysfunction,
modifications in fibrinolysis, decrease of natural inhibitors, increase of some coagulation factors,
platelets hyperactivity. Evolution of mural thrombus presents a risk for cerebral accidents,
myocardial infarction, peripheral manifestations of ischemia.

Rezumat

In patologia aterosclerotica sunt inregistrate un sir de modificiri locale ale peretelui
vascular, cea mai importanta fiind formarea trombului mural. Instalarea lui are loc sub actiunea
factorilor homeostatici independenti - eroziunea si fisurarea placii, expunerea componentelor
inalt trombogene cat si a modificarilor homeostaziei locale- disfunctia endoteliala si a sistemului
fibrinolitic, scaderea ponderii inhibitorilor naturali, cresterea concentratiei unor factori ai
coagularii, hiperactivitate trombocitara. Evolutia trombului se manifestd prin accidente cerebrale,
infarct miocardic, ischemie periferica dar poate decurge si asimptomatic.

Obiectivul

Elucidarea mecanismului trombotic in patologia clasicd §i a factorilor implicati in
modificarea homeostaziei sanguine.
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