Metabolismul nucleotidelor purinice si pirimidinice

Metabolismul nucleotidelor se desfasoara la nivelul majoritatii celulelor nucleate.
Nucleotidele sunt sintetizate utilizand ca precursori intermediari amfibolici.

S-a constatat ca nucleotidele de origine alimentara ce trec de peretele intestinal, nu
sunt incorporate in acizi nucleici tisulari, in timp ce nucleotidele injectate sunt incorporate.
Intensitatea metabolismului nucleotidelor depinde de necesitatile fiziologice, sinteza
nucleotidelor crescand in timpul cresterii sau regenerarii tisulare.

In cazul biosintezei ambelor tipuri de nucleotide existd un precursor comun:
fosforibozil pirofosfat (PRPP), ce provine din riboza-5-fosfat — produs al caii pentozo-
fosfatilor. Acest precursor macroergic contine doua (restul fosfat si pentoza) din cele trei
elemente ce compun o nucleotida. Acestui compus urmeaza sa-i fie atasata baza azotata,
purinica sau pirimidinica, obtinuta prin reactii specifice.
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Figura 77. Cai de sinteza ale nucleotidelor



Biosinteza nucleotidelor purinice

Biosinteza nucleotidelor purinice cuprinde 3 etape:

Transformarea a-D-ribozo-5-fosfat in inozin monofosfat (IMP).

Transformarea IMP in nucleozide purinice monofosfat AMP si GMP.

Fosforilarea nucleozidelor purinice monofosfat cu obtinerea de nucleozide purinice
di- si respectiv trifosfat (ADP, ATP respectiv GDP, GTP).

Moleculele precursor in procesul de sinteza contribuie fiecare cu o grupare de atomi
la formarea heterociclului purinic. Sinteza nucleotidelor purinice necesita aminoacizi (Gli,
Asp) ca donori de C si N, CO, ca sursa de carbon si unitati monocarbon transferate prin
intermediul FolH,.
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Figura 78. Surse ale atomilor din nucleul purinic

Sinteza cea mai intensa de baze azotate si nucleozide are loc in ficat, organ ce
asigura si necesarul tesuturilor incapabile de biosinteza. De exemplu, creierul are o
activitate slaba de biosinteza si depinde partial de purine exogene. Eritrocitele si
leucocitele polimorfonucleare nu pot sintetiza purine si depind in intregime de purinele
plasmatice pentru a forma nucleotide.

Reactiile procesului de biosinteza sunt prezentate in figura 79 si figura 80.
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Figura 79. Biosinteza IMP



OOC—CH—CH—COO
~00C— CH;—CH—CO00 ™

-

NH,
\7 \ / N/ 7 -00C —C=CH ——C00-  NH,
N GTP, Mg N

ADENILOSUCCINAZA \\

ADENILOSUCCINAT
R- SINTAZA 5. ‘

Inozin - monofosfat Adenilosuccinat

(IMP) Adenozin-monofosfat

(AMP)
Figura 80. Transformarea IMP in AMP

O caracteristica a procesului de sinteza este faptul ca enzimele implicate n
calea metabolica au functii catalitice multiple, realizand mai multe reactii succesiv.

Transformarea IMP in AMP este cea intalnita in ciclul purin nucleotidelor,
implicat in dezaminarea aminoacizilor la nivel muscular.

Reglarea caii de sinteza se face prin concentratia reactantilor si a produsilor
de reactie. Reglarea de substrat se realizeaza prin disponibilul de precursori: riboza-
5-fosfat, acid folic, glutamina si aspartat.

Reglarea enzimatica se realizeaza la nivelul enzimei fosforibozil pirofosfat
sintetaza si fosforibozil pirofosfat amidotransferaza prin reglajul de tip feedback
realizat de produsii procesului de biosinteza: AMP, ADP, GMP si GTP. Deoarece
transformarea IMP—AMP necesita GTP, iar transformarea IMP—GMP necesita
ATP, cele doua tipuri de nucleotide isi regleaza una alteia concentratia.
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Figura 81. Reglarea biosintezei nucleotldelor purinice




Biosinteza nucleotidelor pirimidinice

Procesul de biosinteza are loc in citoplasma, unde actioneaza enzima
carbamoil fosfat sintetaza Il. Aceasta enzima este diferita ca localizare si substrat de
carbamoil sintetaza | din mitocondrie, enzima implicatd in ciclul ureogenetic.
Procesul de sinteza se desfasoara invers comparativ cu sinteza purinelor, deoarece
ntai se sintetizeaza nucleul pirimidinic si apoi se ataseaza restul fosforibozil.

Primul nucleotid format este acidul orotilic (OMP), care apoi se transforma in
acid uridilic (UMP). Acesta este precursorul sintezei celorlalte nucleotide pirimidinice:
CTP si respectiv TMP.

Enzimele ce participa la aceasta cale metabolica sunt multifunctionale,
catalizand mai multe reactii consecutive. O mentiune speciala trebuie facuta pentru
sinteza deoxitimidilatului (TMP), ce utilizeaza ca precursor dUMP.
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Figura 82. Reglarea biosintezei nucleotidelor pirimidinice

Reglarea biosintezei nucleotidelor pirimidinice se face in principal la nivelul
enzimei de ritm a caii alosterice - carbamoil-fosfat sintetaza Il, care este inhibata de
UTP si nucleotide purinice, dar activata de fosforibozil pirofosfat. Produsii finali ai caii
de biosinteza sunt UMP, UDP, UTP, CTP si dezoxi-TMP.
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Figura 83. Biosinteza nucleotidelor pirimidinice



Reactii de salvare

Sinteza unei nucleotide este un proces costisitor din punct de vedere
energetic, fiind necesara energia a 10 molecule ATP pentru sinteza unei molecule
de AMP. Din acest motiv, intr-un mod analog cu metabolismul proteic ce reutilizeaza
aminoacizii, in metabolismul acizilor nucleici, sunt reutilizate elementele de baza ale
nucleotidelor: baze azotate si nucleozide. in cazul metabolismului purinelor, bazele
purinice libere sunt reutilizate printr-o reactie de fosforibozilare, prin care sunt
transformate in nucleozide monofosfat. Enzima hipoxantin-guanin fosforibozil
transferaza este reglata prin feed-back de concentratiile AMP si GMP.
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Figura 84. Reactii de salvare in metabolismul nucleotidic.
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in cazul nucleotidelor pirimidinice, reactile de salvare utilizeazd doar
nucleozide (uridina, citidina, timidina si d-citidina), pe care le convertesc prin
fosforilare (fosforiltransferaza ATP dependentd) in nucleotide monofosfat. in plus,
enzima orotat fosforibozil transferaza transforma acidul orotic liber in orotidin
monofosfat (OMP).

In ficat, predomina sinteza de novo a nucleotidelor, acest organ exportand
baze azotate libere, nucleozide si nucleotide spre alte tesuturi (exemplu: tesutul
nervos, eritrocite), unde sinteza de novo este deficitara, in schimb sunt posibile
reactiile de salvare.

Biosinteza deoxiribonucleozidelor

Deoxiribonucleozidele se obtin prin reactia de reducere a gruparii hidroxil din
pozifia 2’ a ribozei ribonucleozidelor difosfat. Pentru aceasta, ribonucleozidele
monofosfat sunt fosforilate la forma difosfat, apoi sunt transformate prin actiunea
catalitica a unui complex enzimatic numit ribonucleotid reductaza. Acest complex
este activ doar atunci cand celula sintetizeaza activ ADN. Echivalentii reducatori ai
reactiei sunt furnizati de un cofactor enzimatic, tioredoxina redusa, ce poseda 2
grupari —SH reducatoare, care dupa reducere formeaza o punte disulfidica,
caracteristica tioredoxinei oxidate.

Sub actiunea enzimei tioredoxin reductaza si a echivalentilor reducatori
furnizati de NADPH + H*, tioredoxina este reransformata in forma redusa, putand
initia o noua reactie de reducere. Procesul este redat in figura 85.
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Figura 85. Biosinteza deoxiribonucleozidelor

Procesul de sinteza a deoxiribonucleotidelor este reglat prin feed-back de
produsii de reactie obtinuti; dATP, dGTP si dTTP. Acest lucru explica de ce
deoxiadenozina, deoxiguanozina si deoxitimidina sunt toxici pentru celulele
mamiferelor, inhiband sinteza ADN si astfel replicarea celulara.

Catabolismul nucleotidelor

Acizii nucleici sunt hidrolizati de nucleaze la nucleotide, acestea sunt
hidrolizate de nucleotidaze la nucleozide, iar nucleozidele sub actiunea fosforilazelor
se transforma in bazele azotate corespunzatoare si riboza-1-fosfat. Bazele azotate
purinice sunt catabolizate la acid uric, produs greu solubil cu puternic potential
antioxidant, iar bazele azotate pirimidinice la produsi usor solubili: CO,, NH3 si B
aminoacizi (B-alanina si acid -aminoizobutiric).



Acidul B-aminoizobutiric poate fi transaminat la metilmalonilsemialdehida, care
mai departe se transforma in succinil-CoA, componenta a ciclului Krebs. Totusi, s-a
constatat ca eliminarea urinara de acid B-aminoizobutiric creste in urma unor
procese de distrugere a ADN cum ar fi in leucemii sau in radioterapie.
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Figura 86. Catabolismul general al nucleotidelor purinice
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Acidul uric

Acidul uric este produsul final al catabolismului bazelor purinice la om,
primate, amfibieni, reptile si pasari. La restul mamiferelor, enzima uricaza oxideaza
acidul uric la alantoina, un produs mult mai solubil decat acidul uric. Acidul uric
provine atat din purinele endogene cat si din cele alimentare. Se constituie zilnic o
rezerva de aproximativ 1 g de acid uric, acumuléandu-se 300-600 mg/zi acid uric
provenit din nucleotidele endogene si 600-700 mg/zi din dieta. Aproximativ 75% din
acesta este excretat prin uring, iar restul este secretat la nivelul tractului gastro-
intestinal unde este degradat pana la alantoina sub actiunea enzimelor bacteriene.

Concentratia plasmatica de acid uric este de 3-9 mg/100 mL (0,18-0,54
mmol/L) la barbati si 2,5-7 mg/100 mL (0,15-0,45 mmol/L) la femei. Eliminarea
urinara zilnica este de aproximativ 0,5 g acid uric.

Acidul uric este un compus putin solubil, solubilitatea crescand mult la
trecerea sub forma de urat. Astfel o urina acida, pH=5 dizolva 15 mg de acid uric/l
urina, in timp ce o urina neutra cu pH=7 dizolva o cantitate de peste 10 ori mai mare,
150-200 mg/l urina. Din acest motiv, depunerile de urat la nivel renal se previn prin
alcalinizarea urinii. Solubilitatea uratului de sodiu in ser este de 7 mg% la pH
fiziologic, astfel ca orice mica depasire va precipita uratii. La barbati concentratia
este Th medie mai mare cu 1 mg% decat la femei si creste cu varsta.

Concentratia acidului uric plasmatic este mai mare la persoanele care au o
dieta bogata in proteine, acizi nucleici (carne) precum si la consumatorii de alcool.

Patologia catabolismului purinelor

A. Hiperuricemiile

Cresterea rezervei de urat (valori 20-25 g) duce la depasirea limitei de
solubilitate si depunerea cristalelor de urat de sodiu la nivelul articulatiilor
extremitatilor si in tesutul interstitial renal sub forma de tofi gutosi, fenomen insotit de
dureri acute. Cristalele pot fi vizualizate n lichidul sinovial.

Hiperuricemia este determinata de o crestere a productiei sau de o scadere a
excretiei uratului.

1. Cresterea productiei de urat se realizeaza datorita:

- cresterea activitati enzimelor limitante de viteza a sintezei de novo a
nucleotidelor purinice, fosforibozil pirofosfat sintetazei si fosforibozilprirofosfat
amidotransferaza, sau cresterea concentratiei substratului sau, fosforibozil
pirofosfatul.

- cresterea activitatii enzimelor care realizeaza sinteza de acid uric comparativ cu
cele care realizeaza sinteza nucleotidelor.

- cresterea ratei catabolismului acizilor nucleici ca urmare a cresterii turn-overului
sau distructiei celulare.

- scaderea activitatii caii de salvare a nucleotidelor, datorita absentei sau
ineficientei enzimei HGPRT.

- cresterea activitatii xantin-oxidazei.

Aceasta crestere a productiei este intalnita in urmatoarele circumstante:

- primar:

e boli metabolice congenitale: sindromul Lesh-Nyhan (deficit de HGPRT),
cresterea activitatii fosforibozil pirofosfat sintetazei, deficitul de glucozo-6
fosfatazei (boala depozitelor de glicogen tip 1), cresterea acitvitatii xantin-
oxidazei.

- secundar:
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e cresterea ingestiei de purine;

e accelerarea catabolismului acizilor nucleici: boli maligne, medicamente
citotoxice, psoriazis, boli mieloproliferative, boli limfoproliferative (leucemii,
limfoame), carcinomatoza, degradarea ATP-ului (datoritd hipoxiei sau
consumului de alcool).

2. Scaderea eliminarii uratului. Excretia renala a uratului reprezinta un
proces complex, proces care poate fi afectat de diverse boli renale sau de anumite
medicamente:

- scaderea ratei filtrarii glomerulare indiferent de cauza, determina o retentie de
urat.

- secretia tubulara distala. Acidul lactic, acidul 3-hidroxibutiric si unele
medicamente (ca de exemplu diureticele tiazidice) se afla in competitie cu
uratul pentru aceasta cale excretorie. Orice situatie care produce acidoza este
asociata cu hiperuricemia.

- reabsorbtia tubulara distala. Majoritatea medicamentelor cu efect uricozuric
determind o scadere a reabsorbtiei tubulare de urat. Aceste situatii se
intalnesc in urmatoarele circumstante:

- primar:

e hiperuricemia familiala juvenila;
- secundar:
e boli renale de diverse etiologii;
e medicamente sau alte substante: diuretice tiazidice, salicilati (doze
mici), plumbul, acizii organici (acidul lactic, cetoacizii).

B. Guta

Este principala afectiune in care este implicata hiperuricemia. Ea reprezinta
de fapt un grup de boli metabolice in cadrul carora simptomele si semnele de boala
sunt rezultatul depunerii tisulare a unor depozite formate din cristale de urat de sodiu
monohidrat.

Guta se caracterizeaza prin atacuri recurente de artrita monoarticulara, fiind
mai frecvent intalnita la barbati. Simptomele acute sunt datorate
microtraumatismelor sau modificarilor metabolice locale determinate de acumularea
acestor cristale. Cristalele sunt fagocitate de catre leucocite si macrofage si produc
leziuni membranare leucocitare. Eliberarea lizozimului si a altor mediatori ai
raspunsului inflamator acut (citokine, prostaglandine, radicali liberi) determina
manifestari locale si sistemice de guta. Aceste depozite de urat in tesuturile moi
poarta numele de tofi gutosi.

Majoritatea pacientilor prezinta o deteriorare a excretiei renale si o eliminare
deficitara a uratului. De asemenea, ei dezvolta adesea calculi renali formati din acid
uric si urati, dar formarea acestora este favorizata de deshidratare si de scaderea
pH-ului urinar.

Etiologia bolii cuprinde diferite tipuri de tulburari ale enzimelor din sinteza
nucleotidelor si care au drept efect o superproductie insotita de un catabolism
corespunzator. Exemple de astfel de defecte enzimatice:

1. Cresterea activitatii fosforibozil-pirofosfat sintetazei (enzima de ritm in
sinteza nucleotidelor).

2. Scaderea activitatii hipoxantin-guanozin fosforibozil transferazei, fapt ce
reduce reactile de salvare ale nucleotidelor, intensificAand compensator
catabolismul la acid uric.

3. Deficit al glucozo-6-fosfat fosfatazei (boala Van Gierke) creste disponibilul
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de glucozo-6-fosfat pentru calea pentozo-fosfatilor, iar riboza-5 fosfat
rezultata este precursor si stimulator al activitatii fosforibozil-pirofosfat-
sintetazei.

Diagnosticul de laborator al gutei se realizeaza prin:

- cresterea concentratiei plasmatice a acidului uric. Un numar mic de
pacienti prezinta totusi valori normale ale acidului uric seric.

- diagnosticul de certitudine il confera examenul lichidului sinovial si
examinarea microscopica a acestuia. Punerea in evidenta a tofilor gutosi sau a
cristalelor de urat de sodiu monohidrat fagocitat de catre leucocite confirma
diagnosticul. Aceste cristale au o lungime de 2-10 mm lungime iar la examinarea lor
in lumina polarizata de observa o birefringenta caracteristica.

Masuri terapeutice in cazul gutei :

- evitarea consumului de alimente care cresc acidul uric plasmatic: dieta hiper-
proteica, alcool;
- scaderea in greutate;
- administrarea de inhibitori ai sintezei de urat: allopurinolul.
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Inhibate de Allopurinol
Figura 90. Mecanismul de actiune al allopurinolului

Allopurinolul este un analog structural al hipoxantinei, ce inhiba competitiv
activitatea xantin-oxidazei. Catabolismul purinic este blocat la nivelul xantinei, care
fiind mai solubila decat acidul uric se elimina urinar mult mai usor.

- alcalinizarea urinii pentru a reduce riscul formarii calculilor;
- administrarea de antiinflamatoare nesteroidiene (de exemplu indometacin) n
faza acuta, faza in care este contraindicata administrarea allopurinolului.

C. Sindromul Lesch-Nyhan

Este o boala congenitala grava generata de defectul genetic al hipoxantin-
guanin-fosforibozil-transferazei ce reduce partial sau total activitatea enzimei. Acest
lucru blocheaza total reactiile de salvare a nucleotidelor, astfel ca este amplificata
sinteza de novo a nucleotidelor, ce vor fi catabolizate la acid uric. Boala se asociaza
cu o crestere a productiei de purine, hiperuricemie, litiaza cu acid uric, guta si
tulburari neurologice. Acesti pacienti prezinta retardare mentala severa cu tulburari
de comportament caracterizate in special prin automutilare.
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Prognosticul pe termen lung al acestor pacienti este nefavorabil. Totusi, se
poate incerca administrarea de allopurinol care sa previna guta si formarea calculilor
urinari, tratament ce nu are nici un efect asupra tulburarilor neurologice.

D. Hipouricemiile

Sunt determinate fie de o scadere a productjei, fie de o crestere a excretiei.
Scaderea productiei are la baza fie defecte ale enzimelor implicate in catabolismul
bazelor purinice: xantin oxidaza, purin nucleozid fosforilaza (asociata si cu
imunodeficienta), fie boli hepatice severe. In cazul unui defect al xantin-oxidazei,
generat de o mutatie genetica sau de o afectare grava a ficatului, boala se manifesta
prin xantinurie si litiaza cu xantina. Cresterea excretiei se datoreaza fie unui defect in
transportul tubular (sindromul Fanconi, boala Wilson), fie unor medicamente:
antiinflamatoare nesteroidiene (fenilbutazona), medicamente uricozurice.

E. Sindromul imunodeficitar sever

Se manifesta prin reducerea si disfunctionalitatea limfocitelor T si B, fapt ce
reduce aproape total functionalitatea sistemului imunitar. Este o boala congenitala,
astfel ca nou-nascutul este vulnerabil faid de orice agent patogen. Boala se
datoreaza defectului enzimei adenozin-dezaminaza sau a enzimei purin nucleozid
fosforilaza. In ambele cazuri se acumuleazd dGTP si dATP, care inhiba ribonucleotid
reductaza, blocand astfel sinteza de nucleotide pentru sinteza ADN.

V.2.8. Patologia metabolismului nucleotidelor pirimidinice

Cea mai cunoscuta afectiune legatd de metabolismul nucleotidelor
pirimidinice este aciduria orotica. Boala este datda de defecte congenitale ale
enzimelor orotat fosforiboziltransferaza sau orotidilat decarboxilaza, fapt ce
blocheaza sinteza de nucleotide pirimidinice la nivelul acidului orotic, care se
acumuleaza in sange si se elimina urinar. Boala este periculoasa prin deficitul de
nucleotide pirimidinice creat.

Pacientii depind de aportul extern si sunt tratati cu doze mari de uridina,
administrata pe cale orala.

Substante chemoterapeutice ce interfera cu metabolismul nucleotidelor

Sinteza nucleotidelor este un proces esential in viata si diviziunea celulelor.
Din acest motiv, inhibarea acestui proces va afecta ins&si supravietuirea celulara. Tn
terapie se folosesc inhibitori ai enzimelor importante, implicate in metabolismul
nucleotidelor, care dupa structura sau rolul functional se impart in: antimetaboliti,
antifolati, antagonisti ai glutaminei, virustatice.

A. Antimetabolitii

Sunt substante cu structura analoaga cu a purinelor si pirimidinelor, astfel ca
inhiba prin inhibifie competitiva enzimele implicate in metabolismul normal al
nucleotidelor.

Astfel, 6-mercaptopurina, 5-fluorouracilul, citozin-arabinozidul (Citarabina
are arabinoza in locul ribozei), 6-tioguanina fie inhiba sinteza nucleotidului specific,
fie sunt Tncorporate ca false nucleotide in ADN sau ARN, blocand activitatea
acestora. Din acest motiv sunt utilizate ca citostatice in tratamentul cancerului.

Allopurinolul (un analog structural al hipoxantinei) este inhibitor competitiv al
enzimei xantin-oxidaza, blocand transformarea hipoxantinei si a xantinei in acid uric,
fenomen asociat cu xantinurie. Tn acelasi timp, allopurinolul este substrat alternativ
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pentru orotat fosforibozil transferaza, blocand transformarea acidului orotic in uracil
si producand acidurie orotica.

B. Antifolatii

Sunt agenti chemoterapeutici, cu structura analoga acidului folic, ce
blocheaza regenerarea FolH, din FolH, sau acid folic, inhiband competitiv enzima
FolH, reductaza. Acest efect opreste sinteza de novo a nucleotidelor, blocand
diviziunea celulara.

Cel mai cunoscut agent este metotrexatul, utilizat curent ca agent
antitumoral in tratamentul cancerului. Deoarece metotrexatul este toxic si pentru
celulele normale, in tratamentul leucemiei cu metotrexat se asociaza cu
administrarea de Ns-formil-FolH, (Leucovariné)

HN
Y I H || 0
CH N C—N—C—H

I

CH,

CoO
Metotrexatul (Amopterina)

C. Antagonisti ai glutaminei
Glutamina este un element esential in sinteza nucleotidelor:
- este sursa pentru atomii de azot (N3 si Ng) din nucleul purinic.
- intervine n transformarea IMP —> GMP.
- intervine in transformarea UTP — CTP.
- participa la sinteza de carbamil-fosfat.

Din acest motiv, analogii structurali ai glutaminei ca 6-Diazo-5-0x0-L-
norleucina sau Azaserina pot bloca aceste reactii esentjale in sinteza nucleotidelor.
Compusii au un efect citotoxic foarte puternic.

N=N N=N

(|:H2 C|:H2
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b ;
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6-Diazo-5-oxo-L-Norleucina Azaserina
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D. Agenti antivirali

Sunt analogi structurali ai purinelor sau pirimidinelor, n care fie sunt substituiti
atomi de carbon cu halogeni (iodoxuridina, trifluoruriding), fie componenta glucidica
este modificata (vidarabina este o adeninarabinoza, aciclovirul este
aciclovirguanozina, azidotimidina este 3’ azido-3’-deoxitimidina).

Aciclovirul este un agent antiviral pentru herpesvirus (HSV), iar azidotimidina -
AZT pentru virusul imunodeficientei umane (HIV). Ambele substante inhiba
competitiv kinaze virale, transforméndu-se 1in nucleotide aberante, blocand
activitatea ADN polimerazelor virale.

3' - azido - 2', 3' - dideoxitimidina sau AZT
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