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REZUMAT

O serie de date recente sustin efectele nicotinei in protectia metabolismului celular si in limitarea leziunilor
renale cauzate de ischemie si reperfuzie. Activitatea benefica a nicotinei pentru sanatate se realizeaza prin
interactiunea intre nicotina si receptorii acetilcolinici de tip nicotinic, exprimati constitutiv Tntr-o gama larga de
celule si tesuturi din organism. La ora actuala, optiunile terapeutice utilizate in reducerea efectelor nocive
induse de hipoxie, ischemie sau reperfuzie sunt limitate. In acest raport vor fi rezumate cele mai recente date
care sprijina participarea nicotinei la stoparea inflamatiei si prevenirea prejudiciului indus de hipoxia si
ischemia tisulara. Aceste rezultate optimiste justifica amplificarea cercetarilor orientate in directia identificarii
particularitatilor terapeutice ale nicotinei, un alcaloid natural care joaca un rol esential in reglarea producerii
de citokine si in semnalizarea raspunsului antiinflamator.
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ABSTRACT

Several recent data showed the protective effect of nicotine in cells metabolism and in limiting ischemic and
reperfusion lesions in kidney. These effects of nicotine are the results of the interaction between nicotine and
cholinergic receptors, expressed in many cells and tissues in the organism. Nowadays, the therapeutic op-
tions in reducing the effects of hypoxia, ischemia and reperfusion are limited. In this paper, we will present
the newest data about the role of nicotine in limiting inflammation and preventing the effects of tissue hy-
poxia and ischemia. These optimistic results justify the researches regarding the possible therapeutic effects
of nicotine, a natural alkaloid that plays an essential role in adjusting the production of cytokines and the

antiinflamatory response.

INTRODUCERE

Efectele nicotinei asupra organismului sunt
complexe, imprevizibile si greu de interpretat. Ras-
punsul farmacologic depinde de distributia diver-
selor tipuri de receptori nicotinici in diferite aparate
si sisteme, de tipul de receptor actionat, de doza si
durata de actiune a alcaloidului. La doze mici, ni-
cotina produce stimularea receptorilor specifici, iar
la doze relativ mari, se comporta ca un antagonist
al receptorilor nicotinici. Consumul acut de nicotina
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provoaca activarea receptorilor specifici, iar utili-
zarea cronica a nicotinei are ca rezultat dezvoltarea
tolerantei si desensibilizarea receptorilor nicotinici.
(1) Nicotina, principalul agent activ din fumul de
tigard, a fost asociatd multd vreme cu bolile pro-
vocate de fumat. O serie de aspecte epidemiologice
sugereaza ca fumatul accelereaza progresia patolo-
giei renale si a bolilor asociate: nefrita lupica, boala
polichistica renala, nefropatia tip IgA, transplantul
renal, nefropatia diabetica. (2-5) In schimb, multe
studii realizate pe animale, dar $i pe oameni voluntari
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au aratat recent efectul benefic al nicotinei pentru
sanatate. Nicotina are un efect pozitiv in reducerea
inflamatiei si in limitarea leziunilor tisulare cauzate
de ischemie/reperfuzie. (6-9) La ora actuala, este
bine documentat mecanismul fiziologic reprezentat
de calea colinergica antiinflamatorie, demonstrat in
vivo si in vitro, prin care inflamatia locald este
coordonata de sistemul nervos central prin inter-
mediul nervului vag si al receptorilor acetilcolinici
de tip nicotinic (nAChR). (10) O serie de cercetari
au fost dezvoltate pentru identificarea particulari-
tatilor terapeutice ale nicotinei, incercand sa se pas-
treze sau chiar sa se intensifice efectele utile, dar sa
se diminueze reactiile adverse si efectele nedorite.

EFECTELE INDUSE DE NICOTINA ASUPRA
nAChR iN SISTEME BIOLOGICE
NON-NEURONALE

Efectele nicotinei asupra diverselor aparate si
sisteme se realizeaza prin intermediul receptorilor
nicotinici (Tabelul 1, Tabelul 2). Receptorii nAChR
sunt structuri homopentamerice sau heteropenta-
merice, identificati in tesuturi neuronale §i non-
neuronale, alcatuiti din subunitati polipeptidice de
tip alpha 1-10, beta 1-4, gamma, delta, epsilon. Re-
ceptorii nicotinici sunt exprimati in creier, muschi,
inima, tesut adipos, rinichi, plamani, tesut gastroin-
testinal, piele, epiteliul oral. Combinatiile hetero-
merice de tip muscular-(alphal) 2, betal, delta si
gamma sau epsilon-, tip neuronal-(alpha2, alpha3,
alpha4 sau alpha6) 2-3, (beta2 si/sau beta3 si/sau
betad4) 2-3, cu sau fara, alpha5 (alpha9) 2-3
(alphal0) 2-3, combinatiile homomerice tip alpha7
sau alpha9 in cooperare cu caile de semnalizare
RAS/RAF/MEK/ERK si JAK2/STAT3, au de-
monstrat activitate biologica la om (11). Ficatul ex-
prima predominant subunitatile beta4 > alphalO >
alpha3 > alpha7. Muschii exprima beta4 > alphal0
> betal > alphal. Glandele suprarenale supraex-
prima beta4 > alpha3 > alpha7 > alphalO (4). Prin
RT-PCR (reverse transcription polymerase chain
reaction), imunofenotipare si Western blotting a
fostanalizatd exprimarea constitutiva a subunitatilor
alpha2, alpha3, alpha5, alpha7, alpha9, alphalO,
betal, beta2, beta4 in rinichiul sdnatos de soarece.
In endoteliul de sobolan sunt intens exprimate sub-
unitdtile alpha2, alpha3, alpha4, alpha5, alpha7,
beta2 si beta4. in leziuni renale asociate cu raspuns
inflamator mediat de citokine, chemokine, celule
inflamatorii (neutrofile, macrofage) are loc o cres-
tere a densitatii receptorilor si o redistribuire a
acestora (0).

Participarea nicotinei in rezolutia inflamatiei
se realizeaza prin intermediul receptorilor alpha7
nAChR, localizati in numeroase celule imune si
inflamatorii (10-12). Receptori homopentamerici
functionali au fost identificati pe macrofage (13-
17) monocite (13,18-20), neutrofile (15,21,22),
celule mononucleare (13,23), celule dendritice
(13,24), limfocite B si T (13,15,25-28), celule epi-
teliale (13,15,29), celule endoteliale (13,30,31), ce-
lule stem hematopoietice (13,15,32), celule stem me-
zenchimale (13,33,34), celule progenitoare endo-
teliale (13,35,36), fibroblaste (13,37,38) (Tabelul 1,
Tabelul 2).

IMPACTUL POZITIV AL NICOTINEI ASUPRA
RINICHIULUI

Nicotina protejeaza rinichiul, creierul, ficatul,
inima, plamanul, intestinele, extremitatile de efec-
tele nocive cauzate de inflamatie, ischemie/reper-
fuzie prin reglementarea echilibrului intre stimulii
proinflamatori si activarea mecanismelor antiinfla-
matorii (Tabelul 1). Ischemia provoaca alterarea
metabolismului celular prin deficit de oxigen si
glucoza. Prejudiciul cauzat de ischemie este dat de
acumularea deseurilor metabolice, daune mitocon-
driale, activitate proteoliticd crescutd in tesuturile
lezate. Aceasta restrictie in alimentarea cu sange a
tesuturilor poate fi cauzatd prin vasoconstrictie,
trombozad sau embolie. Existd numeroase studii
care au aratat ca leziunile primare ischemice sunt
localizate la nivel endotelial si nu intereseaza in-
tregul rinichi. Tesuturile ischemice pot suferi le-
ziuni ireversibile care pot progresa la necroza daca
nu se face revascularizarea. Reperfuzia, care presu-
pune realimentarea cu sange a tesuturilor ischemice,
poate provoca leziuni severe ale parenchimului re-
nal prin disruptia microcirculatiei renale, suprain-
carcarea cu calciu ionic, accelerarea autofagiei, su-
praproductia de radicali liberi §i specii reactive de
oxigen (Tabelul 3). (39,40)

Optiunile terapeutice in ischemie/reperfuzie
sunt limitate si urmaresc reducerea efectelor ime-
diate ale hipoxiei, reducerea inflamatiei si a efec-
telor nocive induse de reperfuzie. Constatari experi-
mentale recente sprijind ipoteza ca nicotina protejeaza
celulele de prejudiciul cauzat de ischemie si re-
perfuzie. Nicotina si agonistii receptorilor nicotinici
atenueaza ischemia/reperfuzia renald la sobolani.
(6) Aceasta activitate este asiguratd de exprimarea
constitutivd a nAChR functionali in celulele epi-
teliale tubulare. Efectele renoprotectoare ale nico-
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TABELUL 1. Impactul pozitiv al nicotinei asupra unor sisteme biologice

Sisteme celulare

Model

Efecte

Macrofage alveolare umane
si de soarece

Sepsis, leziuni pulmonare
acute, pneumonie

Efect protector prezent:

e Agonistii colinergici au inhibat producerea de TNF alpha, HMGB1;

e Nicotina a prevenit endotoxemia letala;

o Deficitul de alpha7nAChR a indus cresterea citokinelor proinflamatorii.

Sange periferic (trombocite,
macrofage, monocite,
limfocite B si T, celule NK?]

Modele animale, culturi
celule, sepsis, artrita
reumatoida

e Nicotina si serotonina au efect antiinflamator in macrofage si monocite si
efecte opuse in celule T si NK;

e Nicotina/serotonina regleaza diferentierea Th1/Th2 si apoptoz3;

e Nicotina provoaca eliberarea serotoninei via IDO si Gl in trombocite;

e GST21 si nicotina inhiba diferentierea Th1l.

Sange periferic (trombocite,
macrofage, monocite,
limfocite B si T, celule NK?]

Modele animale, culturi
celule, sepsis, artrita
reumatoida

o Nicotina si serotonina au efect antiinflamator in macrofage si monocite si
efecte opuse in celule T si NK;
e Nicotina/serotonina regleaza diferentierea Th1/Th2 si apoptoza.

Monocite umane

Culturi celulare in vitro

Efect protector prezent:

e GST21 a atenuat productia TNF, HMGB1, RAGE-albumina in monocite
stimulate;

e GTS21 a scazut TNF in sangele total stimulat cu endotoxina la pacientii cu
sepsis sever;

e Nicotina a inhibat actiunea AGE;

e Mecalamina si alpha bungarotoxina au inversat efectele inhibitoare ale
nicotinei.

Neutrofile de soarece

Sepsis, leziuni pulmonare
acute

Efectul protector prezent:

e Nicotina a redus semnificativ nivelul CD11b, adeziunea celulara si
chemotaxia leucocitelor;

e Activarea alpha7nAChR a scazut productia de citokine proinflamatorii in
neutrofile.

Mononucleare de sobolani

POCD, sindrom metabolic

Efect ineficient:
o Agonistii alpha7AchR nu au inhibat TNFalpha ih monocitele stimulate cu LPS.

Celule dendritice de soarece

Celule dendritice
imature, imunoterapie
VHB

Actiune benefica:

o Nicotina a suprareglat expresia alpha7AchR prin activarea P13K-AKT in
celule dendritice;

e Nicotina a crescut proliferarea celulelor T VHB si secretia de I1L12;

o Nicotina a stimulat activitatea citolitica a CTL in VHB.

Limfocite T si B de soarece

Sepsis, infectii, boli
autoimune

Efecte benefice in imunitatea inndscuta:

e Agonistii colinergici au salvat animalele imunocompromise de la sepsis;

o Nicotina a crescut calciul intracelular, a redus fosforilarea MAPKsp38/p46
n celulele T si celulele microgliale.

e Nicotina a avut efecte antiinflamatorii prin reglarea Th1/Th17 sia
factorilor de transcriptie (RORs, Ikb).

TABELUL 2. Impactul negativ al nicotinei asupra unor sisteme biologice

Sisteme celulare

Model

Efecte

Celule epiteliale umane si
imune

Culturi celulare in vitro,
leziuni pulmonare

e Alpha7AchR moduleaza cresterea bacteriilor circulante si rezolutia
infectiei;

e Nicotina activeaza si supraregleaza subunitatea alpha7 in celule epiteliale
bronsice;

» Nicotina a indus cresterea bacteriilor in celule Hep2.

Celule endoteliale umane si
de soarece

Culturi celulare in vitro,
sepsis

e Alpha7nAChR regleaza angiogeneza si aterogeneza, supravietuirea,
proliferarea si migratia celulelor endoteliale;

e Agonistii nAChR au inhibat TNF, exprimarea moleculelor de adeziune,
producerea de chemokine in celule endoteliale.

Celule stem hematopoietice
de soarece

Sepsis

e Celulele CD45 mieloide si limfoide din maduva osoasa, sange, splina,
ganglioni limfatici, placi Peyer care exprima nAChR au produs 1L12/23(p40)
ca raspuns la provocarea cu LPS.

Celule stem mezenchimale
umane

Culturi de celule

Reglementarea migratiei celulelor stem mezenchimale:

e Agonistii NAChR au indus cresterea calciului intracelular;

¢ Nicotina a crescut migratia si chemotaxia celulelor in vitro si a avut efect
contrar, in vivo;

¢ Alpha bungarotoxina a inversat efectul indus de nicotina asupra migratiei
si chemotaxiei celulare.

Celule progenitoare
endoteliale umane si de
soarece

Culturi celulare,
ischemie

Mobilizarea celulelor si angiogeneza:

¢ Nicotina a imbunatatit viabilitatea, migratia si adezivitatea celulelor in vitro;
e Mecalamina si bungaratoxina au atenuat efectele nicotinei;

* Nicotina a crescut mobilitatea si vascularizatia in tesutul ischemic.

Fibroblaste umane si de
soarece

Poliartrita reumatoida

e Activarea nAChR a avut efect protector in tesutul sinovial;
¢ Deficienta genetica a alpha7 la soareci knockout a determinat cresterea
incidentei si severitatii artritei, precum si a inflamatiei sinoviale.
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TABELUL 3. Mecanisme moleculare implicate in ischemia/reperfuzia renala

Ischemie

Reperfuzie

e Degradarea ATP (adenina, hipoxantina)

e Inductia NOS

e Activarea caspazelor

e Cresterea calciului intracelular

e Activarea fosfolipazelor

e Activarea proteazelor

e Acumularea hipoxantinei

e Stimularea xantindehidrogenazei
e Stimularea xantinoxidazei

e Activarea FADD-DAXX, BAD-BAK

e Activarea neutrofilelor (lactoferina)

e Activarea endoteliala (ICAM, selectina)

e Activarea trombocitelor (F1,F2,15(S)-8-iso-PGF2alpha)
o Activarea complementului (C5b-9)

* Generarea NO, H,0,, superoxid, hidroxil, peroxinitriti
e Acumularea xantinei

¢ Reducerea GSH/GSSG

e Acumularea MDA, nitrotirozina, nitriti/nitrati

e Stres oxidativ
e Stres nitrozativ

¢ Apoptozd, necrozd
¢ Alterarea membranelor celulare
¢ Degradarea citoscheletului

e Eliberare citokine/chemokine

ATP — adenozin trifosfat; NOSi — nitric oxid sintaza inductibila; ICAM — molecula de adeziune intercelulara;
F1, F2 — fragmente de protrombing; PG — prostaglandind; NO — monoxid de azot; H,0, — peroxid de hidrogen;
GSH — glutation redus; GSSG — glutation oxidat; FADD-DAXX, BAD-BAK — proteine asociate apoptozei celulare;

MDA — malonildialdehida

tinei sunt sustinute de o serie de considerente de
ordin practic (6,41-47):

* densitatea i expresia receptorilor nicotinici
in endoteliul capilarelor peritubulare corticale
au fost suprareglate dupa prejudiciul indus
de ischemie/reperfuzie. Prin stimularea elec-
tricd sau farmacologica a cdii colinergice se
poate reduce semnificativ producerea de fac-
tori proinflamatorii (TNF, IL-1beta, IL-6, IL-8,
HMGRBI) si atenuarea bolilor asociate cu eli-
berarea excesiva de cytokine.

e distributia subunitatii alpha7 considerabil
crescute dupa ischemie/reperfuzie a fost re-
dusa prin tratamentul prealabil cu nicotina.

» tratamentul prealabil cu nicotind atenueaza
activitatea STAT3, care este suprareglatd in
ischemia/reperfuzia renala.

* interactiunea intre agonistii nicotinici §i ce-
lulele care exprima nAChR reduce translo-
carea nuclearda a NFkB, fenomen care implica
calea de semnalizare JAK2/STATS3.

* 1n tesutul renal ischemic are loc o reducere a
activitatii proteosomale. Remodularea pro-
teosomald 1n urma tratamentului cu nicotina
reprezintd un mecanism de supravietuire a
celulelor asociate cu reducerea TNFalpha si
blocarea JAK2/STAT3.

* ischemia/reperfuzia renald este asociatd cu
reducerea ARN mesager specific nAChR din
cauza daunelor tubulare renale, apoptozei
sau necrozei. Tratamentul prealabil cu ni-
cotind a crescut exprimarea ARNm, dar a
redus expresia proteinei alpha7 dupa pre-
judiciu, ceea ce inseamna ca expresia nAChR
in rinichi nu este reglata posttranscriptional.

* nicotina a impiedicat recrutarea neutrofilelor
in tesuturile renale, a scazut producerea TNF,

KC, HMGBI, a redus expresia moleculelor
de adeziune (VCAM, ICAM, E-selectina,
CD44) intr-un model experimental de isc-
hemie/reperfuzie indus la soarece.

* nicotina a scazut proliferarea si apoptoza ce-
lulelor epiteliale tubulare afectate de ischemie
si reperfuzie.

» efectele renoprotectoare ale nicotinei au fost
aratate si in leziuni renale acute LPS induse
la om si soarece. Nicotina si GTS21 au su-
presat inflamatia locald §i sistemicd prin
NFkB - IkB si activitatea proteosomala.

* nicotina a redus inflamatia si fibroza intersti-
tiala, a imbunatatit clearance-ul la creatinina
si a redus proteinuria in glomerulonefrita in-
dusa spontan la sobolani.

* nicotina a supresat inflamatia sistemica si a
redus tensiunea arteriala la soareci cu lupus
eritematos sistemic prin stimularea recep-
torilor alpha7nAchR.

Efectele benefice ale nicotinei influenteaza si
alte sisteme si organe care sunt asociate cu patologia
renald. (7-9,17) Ischemia si reperfuzia hepatica
provoaca un raspuns inflamator excesiv. Se suge-
reaza ca activarea receptorilor alpha7nAChR ame-
lioreaza leziunile hepatice cauzate de ischemie/re-
perfuzie prin modularea sintezei mediatorilor pro-
inflamatori. in modelele experimentale, la soarecii
supusi 60 de minute la ischemie, urmata de 3 ore de
reperfuzie, s-au observat alterdri ale enzimelor he-
patice, profilului lipidic, antioxidantilor serici, cito-
kinelor. Prin administrarea nicotinei (0,1 mg, 0,3
mg, 1 mg nicotind/kg corp, i.p., cu 20 de minute
inainte de ischemie) s-a constatat ca aceste tulburari
biologice au fost semnificativ atenuate. Astfel, ni-
cotina a ameliorat cresterea aminotransferazelor si
lipidelor, scaderea glutationului, cresterea expresiei
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hem oxigenazei-1 (HO-1), proteinelor cu mobilitate
crescutd box-1 (HMGB-1), factorului de necroza
tumorald (TNF alpha) si NFkB, accelerarea trans-
locarii nucleare a factorului de transcriptie NF-E2,
stimularea fosforilarii fosfatidil inozitol 3-kinazei
(PI3k) si AKT. In plus, metilcaconitina, un anta-
gonist selectiv al receptorilor alpha7nAChR, si Zn-
protoporfirina, un inhibitor al HO-1, au inversat
efectele induse de nicotina in modele experimentale
(soareci). Aceste date arata ca stimularea caii nico-
tinice antiinflamatorii amelioreaza leziunile hepa-
tice induse de ischemie/reperfuzie printr-un meca-
nism citoprotector asociat cu supresia HO-1(7). De
asemenea, PNU 282987, un agonist selectiv al
receptorilor alpha7nAChR, asigura protectia hepa-
tica la soarecii C57BL/6 fata de ischemie reperfuzie
prin supresia HMGB-1 in ficat, blocarea producerii
de citokine (IL-lbeta, TNF alpha), inactivarea
NFkB (8). Ischemia cardiaca apare atunci cand
miocardul primeste insuficient sange. Ischemia si
reperfuzia cardiacd induse la sobolanii Sprague-
Dawley sunt asociate cu o reactie inflamatorie exa-
gerata. Nicotina poate bloca expresia moleculelor
de adeziune endoteliald si recrutarea neutrofilelor
in focarul inflamator. Efectele citoprotectoare ale
nicotinei au fost concretizate in: reducerea expresiei
imunohistochimice $i ARN mesager specifice
ICAM-1 si activitatii mieloperoxidazice la nivelul
tesutului cardiac, supresia TNFalpha, IL-8 si IL-10,
reducerea ativitatii CK-MB si a troponinei (9).
Toate aceste date sustin ipoteza ca, in anumite
conditii, nicotina poate promova un echilibru intre
factorii proinflamatori i raspunsul antiinflamator.

IMPACTUL NEGATIV AL NICOTINEI ASUPRA
RINICHIULUI

Fumatul este un factor de risc important pentru
complicatiile cardiovasculare si cerebrovasculare la
pacientii cu insuficientd renald cronica (Tabelul 2).
Fumatul promoveaza progresia nefropatiei diabe-
tice prin cresterea citokinelor profibrotice (fibro-
nectina, TGF, colagen), proliferarea si hipertrofia
celulelor mezangiale. Insuficienta renala progresiva
a fost asociata cu o scadere treptata a eliminarii re-
nale si extrarenale de nicotina. Exista dovezi con-
vingatoare ca fumatul promoveaza aterogeneza ar-
terei renale, nefropatia ischemicd, hipertensiune
glomerulara, cresterea catecolaminelor in circulatie,

cresterea concentratiei de endotelind in plasma,
anomalii anatomice si functionale ale vascularizatiei
renale, deteriorarea celulelor endoteliale, alterarca
metabolismului acidului arahidonic si NO, redu-
cerea ratei de filtrare glomerulara, reducerea debi-
tului plasmatic renal, generarea radicalilor liberi si
speciilor reactive de oxigen, inducerea sintezei
HIF1alpha, activarea cailor profibrotice, stimularea
tranzitiei epitelialo-mezenchimale, cresterea expri-
marii vimentinei, fibronectinei, actinei, activarea
celulelor producatoare de colagen, modificarea ba-
lantei intre rezistenta si sensibilitatea la insulina.
(3,4,39-48)

Existd numeroase controverse la ora actuala re-
feritoare la impactul nicotinei asupra organismului
uman. Renuntarea la fumat nu poate inversa pre-
judiciul cauzat asupra rinichilor, insa ar putea
incetini progresia bolilor renale si a complicatiilor
asociate. Majoritatea efectelor pozitive induse de
nicotind s-au obtinut in vitro, in culturi de celule,
sau in vivo, pe modele animale (soareci, sobolani).
Aceste rezultate experimentale Incurajatoare ne-
cesitd confirmare si la om. Descifrarea proceselor
celulare i moleculare modulate de nicotina ar putea
reprezenta un ghid pentru evaluarea nicotinei ca
potentiald optiune terapeutica pentru tratarea bo-
lilor de rinichi.

CONCLUZII

Una dintre cele mai importante controverse in
medicina contemporand este datd de relatia intre
consumul de nicotina si patologia cauzata de fumat.
In aceasta lucrare au fost prezentate o serie de date
optimiste care sustin impactul nicotinei n rezolutia
inflamatiei si in reducerea prejudiciului cauzat de
ischemia si reperfuzia tisulara. Evaluarea nicotinei
ca potentiald tintd in tratarea bolilor de rinichi re-
prezintd un deziderat al cercetarii stiintifice din
domeniul medical.

Nota

Aceasta lucrare a beneficiat de suport financiar
prin proiectul ,,CERO — PROFIL DE CARIERA:
CERCETATOR ROMAN®, contract nr. POSDRU/
159/1.5/S/135760, proiect cofinantat din Fondul
Social European prin Programul Operational Sec-
torial Dezvoltarea Resurselor Umane 2007-2013.
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