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Inhibition des NO synthases
dans la défaillance
circulatoire:

effet bénéfique ou délétere ?

Le monoxyde d’azote (NO) est produit, a partir de la L-ar-
ginine, par une famille d’enzymes, les NO synthases (NOS).
Elles sont, soit constitutives comme les NOS endothéliales
(eNOS) et neuronales (nNOS), soit inductibles (NOSi), syn-
thétisées uniquement aprés stimulation par les cytokines.
Produit en grande quantité par les NOSi du macrophage ac-
tivé, NO est I'un des agents de la bactéricidie. Mais cette
surproduction de NO pourrait étre impliquée dans la phy-
siopathologie de la deéfaillance circulatoire du choc sep-
tique et, en outre, géner I’extraction tissulaire de ’oxygéne.
L’inhibition non sélective des NOS corrige partiellement
I’hypotension et I’hyporéactivité vasculaire liées a 1’action
des NOSi; cependant, I'inhibition parallele des eNOS, qui
jouent un role majeur dans la vasodilatation locale, est dé-
léteére. L’utilisation couplée d’inhibiteurs non sélectifs des
NOS et de I'inhalation de NO sous forme gazeuse, ou I'uti-
lisation d’inhibiteurs sélectifs des NOSi comme ’aminogua-
nidine ou des dérivés isothio-urée, sont proposées.
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récente, produit par une voie

enzymatique mise en éviden-

ce dans de nombreuses cel-
lules de mammiferes. Il n’est donc
pas étonnant que le NO possede de
nombreuses fonctions biologiques,
dans des domaines aussi variés que le
systéme cardiovasculaire, le systéeme
nerveux ou la réponse immunitaire
(voir [1] pour une revue compléte).
L’activité biologique du NO a été

me un facteur labile, vasodilatateur,
sécrété par les cellules endothéliales
en réponse a l’acétylcholine (mais
aussi a d’autres vasodilatateurs
dépendants de I’endothélium) et deés
lors appelé endothelium-derived relaxing
factor (EDRF) [2]. Nous savons
ayjourd’hui que la formation du NO
par 'endothélium vasculaire est res-
ponsable des activités biologiques de

I'EDRF [3-6]. NO est produit a partir s
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du groupement guanidine de la L-
arginine par une famille d’enzymes,
les NO synthases (NOS). Une fois
produit, NO diffuse vers les cellules
adjacentes et active la guanylyl cycla-
se soluble en se liant au fer de son
groupement héminique. L’augmen-
tation du GMPc est responsable de la
majorité (mais pas de la totalité) des
activités biologiques du NO [1].
Trois différentes isoformes des NOS
ont été isolées. Leurs ADNc ont été
clonés, séquencés et synthétisés [1, 7,
8]. Les NOS endothéliales (eNOS) et
neuronales (nNOS) sont produites
de facon constitutive dans les cellules
et leur activation nécessite une aug-
mentation du calcium intracellulaire.
Dans les conditions physiologiques,
le NO produit en continu par les
eNOS, activées essentiellement par
les forces de cisaillement, entraine
une vasodilatation locale. Parallele-
ment aux catécholamines vasocons-
trictrices, il participe a la régulation
du diameétre de la lumiére vasculaire,
des débits loco-régionaux et de la
pression artérielle. En outre, NO
inhibe I’adhérence des plaquettes et
des polynucléaires a ’endothélium
vasculaire [1].

L’activation des macrophages (ou de
divers types cellulaires) par les cyto-
kines ou les endotoxines bactériennes
entraine la synthése d’'une NOS
«inductible » (NOSi) dont I'activité est
indépendante d’une élévation du cal-
cium intracellulaire. L’activation du
systeme des NOSi s’accompagne de la
production de grandes quantités de
NO. Dans le cas des macrophages,
cette production accrue de NO est un
facteur important dans les méca-
nismes de défense de I’hote puisque le
NO est impliqué dans la bactéricidie
et dans la lyse des cellules tumorales.
Contrairement aux NOS constitutives
(eNOS ou nNOS), la biodisponibilité
de la L-arginine peut devenir un fac-
teur limitant de la production de NO
par les NOSi [1, 7-10].

Au cours de cette revue, nous abor-
derons les trois points suivants: tout
d’abord souligner I'importance de la
surproduction de NO dans la physio-
pathologie du choc septique ou des
autres formes de défaillance circula-
toire ; discuter ensuite brievement les
mécanismes de I'induction des NOSi
et leur régulation; enfin, proposer
de nouvelles approches thérapeu-
tiques, fondées sur la modulation de

la syntheése du NO, et visant a amélio-
rer les conditions hémodynamiques
et la survie au cours des défaillances
circulatoires.

Réle du NO
dans la physiopathologie
du choc septique

La défaillance circulatoire associée
au choc est caractérisée par une
hypotension importante (avec vasodi-
latation périphérique), une hypo-
réactivité vasculaire aux vasoconstric-
teurs endogénes ou exogenes, un
dysfonctionnement myocardique,
une mauvaise répartition des débits
régionaux et un trouble de I’extrac-
tion de l'oxygéne conduisant a la
défaillance multiviscérale puis au
déces. Il apparait maintenant qu’une
surproduction de NO est impliquée
dans la physiopathologie du choc
septique. Ainsi, I’hypotension arté-
rielle rencontrée dans divers modeles
animaux de choc septique est liée, du
moins en partie, a la surproduction
de NO, secondaire d’abord a une
activation des eNOS (phase aigué du
choc), et plus encore a I'expression
dans la paroi artérielle de NOSi [9,
10].
L’insensibilité des arteéres périphé-
riques aux vasoconstricteurs, et en
particulier a la noradrénaline, ren-
contrée dans les chocs septiques est
responsable de la résistance aux
agents vasoactifs et rend le traite-
ment des défaillances circulatoires
particulierement difficile. Une pro-
duction accrue de NO, secondaire a
I'induction de NOSi dans les cellules
musculaires lisses, a pu étre impli-
quée dans I’hyporéactivité aux caté-
cholamines (ou aux autres agents
vasoconstricteurs) observée sur des
vaisseaux provenant d’animaux sou-
mis a un choc septique [11] ou
hémorragique [(12]. Dans les
modéles animaux de choc septique,
I’hyporéactivité vasculaire (relayée
par NO) affecte la conductance et la
résistance artérielle, mais aussi le sys-
teme veineux. Une défaillance circu-
latoire prolongée entraine une baisse
de la contractilité cardiaque (dys-
fonctionnement myocardique) puis
une baisse du débit cardiaque. Les
cytokines (TNF et IL1) diminuent la
contractilité des cardiomyocytes de
rat [13] et du muscle papillaire de
hamster [14]; a I'inverse, I'inhibition
m/sn°12, vol. 11, décembre 95



des NOS entraine un effet inotrope
positif sur les cardiomyocytes prétrai-
tés par TNF [14] ou provenant d’ani-
maux en état de choc septique [15].
Dans ces conditions, il est possible
qu’une production accrue de NO par
les NOSi soit partiellement respon-
sable du dysfonctionnement myocar-
dique au cours du choc septique.
Toutefois, aucune étude n’a encore
été réalisée in vivo concernant l'effet
de Il’administration systémique
d’inhibiteur des NOS sur la contracti-
lité et le débit cardiaque d’animaux
soumis a un choc septique.

Une diminution de l’extraction de
I’oxygéne par les tissus avec augmen-
tation de la concentration veineuse
en oxygene est une autre caractéris-
tique de la défaillance circulatoire. I
est maintenant bien établi que
I’abondante production locale de
NO entraine une inhibition de la res-
piration mitochondriale (comme
dans les hépatocytes ou les cellules
musculaires lisses). Cet effet autocri-
ne est secondaire a l'inhibition par
NO de plusieurs enzymes de la chai-
ne respiratoire (aconitase, NADH-
ubiquinone réductase, succinate-ubi-
quinone oxydo-réductase) [7]. Il en
résulte une diversion du métabolisme
du glucose qui, d’aérobie, devient
anaérobie avec accumulation de lac-
tate. Par ailleurs, NO, présent dans
les capillaires en forte concentration,
peut réagir avec I'oxygene, qui diffu-
se normalement des érythrocytes vers
les mitochondries des cellules adja-
centes, former des nitrites et nitrates
et agir ainsi comme un piege pour
I'oxygéne [16]. Au total, la surpro-
duction de NO peut entrainer: (1)
une inadéquation des débits régio-
naux (réduction de I’apport en oxy-
gene) ; (2) une géne a I’extraction de
I'oxygeéne; (3) une inhibition de la
respiration cellulaire. Associés au col-
lapsus (et a la diminution de la per-
fusion tissulaire), ces effets peuvent
grandement amplifier I'ischémie tis-
sulaire et participer au développe-
ment du syndrome de défaillance
multiviscérale.

Un état de choc prolongé (septique
ou hémorragique) entraine un dys-
fonctionnement endothélial, comme
en témoigne l’altération de la répon-
se vasodilatatrice dépendante de
I’endothélium. Il semble que ce dys-
fonctionnement endothélial soit en
partie secondaire a une diminution
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de la production de NO par les
eNOS due a: (1) une régulation
négative des eNOS par le TNF et les
autres cytokines; (2) des lésions des
cellules endothéliales liées aux effets
cytotoxiques du NO lui-méme; ou
(3) a I'inactivation du NO par les
radicaux libres. L'importance relative
de ces altérations endothéliales dans
la pathogénie du syndrome de
défaillance multiviscérale est encore
imprécise [7, 8, 16].

L’incidence des syndromes septiques
et/ou des défaillances circulatoires
liés aux infections a bacilles Gram +
augmente ; ceux-ci sont maintenant
reconnus comme responsables de
plus de 50% des infections nosoco-
miales [17]. Bien que ces bactéries
ne possédent pas d’endotoxine, leur
paroi est riche en peptidoglycane,
acide lipoteichoique et acide tei-
choique, qui peuvent entrainer un
choc septique. L’acide lipotei-
choique peut induire I’expression
des NOSi aussi bien in vitro qu’in vivo
[18, 19] et le peptidoglycane et I’aci-
de teichoique agissent en synergie
pour entrainer: (1) la production de
cytokines pro-inflammatoires; (2)
I'induction des NOSi in wvitro et in
vivo; et (3) un choc et une défaillan-
ce multiviscérale [20]. Il est donc
probable que I'induction des NOSi
par des toxines ou des fragments de
la paroi bactérienne contribue a la
physiopathologie du choc a bacilles
Gram +.

Comme dans le choc endotoxé-
mique, une formation accrue de NO
(secondaire a l'induction de NOSi)
joue un role important dans la
défaillance circulatoire associée au
choc hémorragique [13]. Cette for-
mation accrue de NO est impliquée
dans la décompensation tardive et la
constitution de I’hyporéactivité vascu-
laire observées chez le rat aprés un
choc hémorragique prolongé [12].
Par ailleurs, I’hypotension associée
au traitement par l’interleukine 2
(21] de patients présentant un adé-
nocarcinome rénal ou un mélanome
est due a une formation accrue de
NO par les NOSi. Un rdle du NO a
€été aussi évoqué pour expliquer les
manifestations hémodynamiques du
cirrhotique, caractérisées par une
hypotension, des résistances vascu-
laires périphériques abaissées et une
augmentation du débit cardiaque
[22]. Bien qu'une augmentation des

nitrites plasmatiques (métabolites du
NO) ait été rapportée dans les chocs
anaphylactiques, traumatiques ou
thermiques (brilés), il est encore
trop tot pour préciser la participation
d’'une formation de NO aux pertur-
bations hémodynamiques associées a
ces situations [16].

Régulation et expression
des NOSi

La régulation de I’expression des NOSi
a fait I'objet de revues récentes [6-10].
Au cours de ce paragraphe nous
n’indiquerons donc que quelques élé-
ments essentiels de cette régulation.
L’induction des NOSi in vivo ou in
vitro par les endotoxines est secondaire
a la sécrétion de cytokines pro-inflam-
matoires, principalement du TNF
(tumor necrosis factor), de I'interleuki-
nel (IL1) et de l'interféron y. Ces
cytokines agissent, soit isolément, soit
en synergie entre elles, soit encore
en synergie avec le PAF (platelet acti-
vating factor) [23] (figure 1). Les méca-
nismes de transduction permettant
I’induction des NOSi sont encore
imprécis. On peut toutefois penser
que I’activation d’une tyrosine kinase
et du facteur de transcription
nucléaire NF-xB joue un réle de pre-
mier plan [8, 10]. Les glucocorti-
coides endogenes préviennent active-
ment l'induction des NOSi [10] ; en
outre, la tolérance aux endotoxines,
obtenue par l’exposition répétée a
de faibles doses d’endotoxine,
s’accompagne d’une élévation des
concentrations plasmatiques de corti-
coides endogenes [24]. L’inhibition
de 'expression des NOSi par les cor-
ticoides est dépendante de la lipocor-
tine [25], contrairement a ce qui est
observé pour la cyclo-oxygénase
inductible. Les polyamines endo-
génes, comme la spermine, peuvent,
apres leur transformation en aldé-
hydes par une polyamine oxydase,
diminuer la synthése des NOSi indui-
te in vivo par les cytokines ou les
endotoxines [10, 26]. Les cytokines
anti-inflammatoires comme IL4, IL10
ou IL13 inhibent la synthese des
NOSi alors que IL6 et IL8 restent
sans effet [10]. Pour plus de préci-
sions sur les mécanismes impliqués
dans la régulation et/ou P'expression
des NOSi, les lecteurs peuvent se
reporter aux récentes revues publiées
sur ce sujet [6-10].
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Figure 1. Activité de la NO synthase inductible sur des homogénats de pou-
mon prélevés 3 heures aprés une injection de LPS (10 mg/kg/iv). L’activité
des NOSi pulmonaires est nettement diminuée par des anticorps anti-TNFa
(TNFab), I’'antagoniste du récepteur de I'lL1 (IL-1ra) ou du PAF (WEB2086), et
par la dexaméthasone. Ces résultats montrent que le TNFa, I'IL1, et le PAF
participent a I'induction des NOSi. L’inhibition de I'induction des NOSi par la
dexaméthasone est diminuée en présence d’un anticorps monoclonal dirigé
contre la lipocortine (LC-1ab). * p < 0,05, comparaison par rapport au groupe
LPS seul; p < 0,001, comparaison entre LPS (lipopolysaccharides) + déxameé-
thasone et LPS + dexaméthasone + anticorps anti-lipocortine.

Interventions
thérapeutiques

pour moduler

la formation de NO
dans le choc septique

Deux approches sont possibles pour
réduire la formation de NO dans la
défaillance circulatoire : soit 1’'inhibi-
tion de la synthese des NOSi, soit
I'inhibition de leur activité (m/s n°2,
vol. 8, p. 187).

Inhibition de l1a synthése des NOSi

Dans les modéles animaux, 'induc-
tion des NOSi peut étre prévenue par
un prétraitement (avant l’injection
d’endotoxine) par la dexaméthasone
[25], les antagonistes du PAF [23],
I'antagoniste endogene de I'IL1 [10],
les anticorps anti-TNF [27], les anta-
gonistes calciques de la famille des di-
hydropyridines [28], le glibenclamide
[29] ou la N-acétylsérotonine [30];
les effets bénéfiques observés sur les
constantes hémodynamiques sont, du

moins en partie, liés a I'inhibition de
I'induction des NOSi (figure 1). Il faut
toutefois souligner que, pour étre ac-
tifs in vivo sur la défaillance circula-
toire et/ou l'induction des NOS;,
tous ces agents doivent étre adminis-
trés avant I'injection d’endotoxines.
Dans les modéles animaux, ces traite-
ments, dont le but est de contrecarrer
les effets des cytokines ou d’autres
médiateurs précoces produits dans
les 60 a 90 premiéres minutes apres
I'injection d’endotoxine, perdent
tout ou partie de leur effet bénéfique
s’ils sont administrés apres le début
de I’hypotension ou aprés I’induc-
tion des NOSi.

Inhibition de Pactivité des NOSi

Les premiéres observations rappor-
tant un effet bénéfique de la N°-mé-
thyl-L-arginine (L-NMMA) sur les
conditions hémodynamiques d’ani-
maux soumis a linjection d’endo-
toxine [31, 32] ont été confirmées
depuis avec d’autres inhibiteurs des
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Tableau |

EFFETS BENEFIQUES ET DELETERES DU NO DANS LE CHOC SEPTIQUE

Effets bénéfiques

Effets déléteres

* Maintien de la perfusion
tissulaire (eNOS)

« Inhibition de |I'adhérence des
polynucléaires (eNOS)

« Inhibition de I'adhérence des
plaquettes (eNOS)

* Bactéricidie et lyse des autres
agents infectieux (NOSi)

» Collapsus (NOSi)

» Hyporéactivité vasculaire aux
agents vasoconstricteurs (NOSi)

* Inhibition de la respiration
cellulaire
» Apoptose (NOSi)

* Dysfonction myocardique (NOSi)

* Inhibition de I'extraction
tissulaire de I'oxygéne (NOSi)

« Défaillances multiviscérales

(secondaires aux autres actions)
(NOSi)

NOS, aussi bien sur divers modeéles
animaux (rat, chien, porc, mouton)
que chez I'homme [9]. Cependant,
I'utilisation des inhibiteurs non sélec-
tifs des NOS dans le choc septique
est limitée par le fait que ces agents
inhibent aussi les eNOS et diminuent
donc la production de NO par I'en-
dothélium. Nous avons rappelé, en
effet, que I'inhibition des eNOS peut
entrainer une vasoconstriction exces-
sive et une importante adhérence
plaquettaire a I’endothélium vasculai-
re responsables d’effets secondaires.
Ainsi, dans les modéles animaux de
choc septique, I'utilisation d’inhibi-
teurs non sélectifs des NOS s’acom-
pagne d’une incidence élevée de mi-
crothromboses vasculaires et d’une
diminution du débit sanguin dans
des organes vitaux comme le coeur
(entrainant une diminution du débit
cardiaque), le foie (augmentation de
la cytolyse), le rein (thrombose) et
I'intestin [33-40] (Tableau I). 1l n’est
donc pas surprenant que de fortes
doses de L-NMMA augmentent la
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mortalité dans un modéle de choc
septique chez le lapin [33]. Malgré
ces nombreux effets secondaires ob-
servés dans les modéles animaux, il
faut souligner que I’administration
de faibles doses d’inhibiteurs non sé-
lectifs des NOS corrige partiellement
I’hypotension et les résistances vascu-
laires périphériques chez des ma-
lades en état de choc septique sans
aggraver la thrombopénie. Toutefois,
la perfusion de L-NMMA entraine
une élévation des résistances vascu-
laires pulmonaires et une baisse du
débit cardiaque [33]. Les effets béné-
fiques et les effets secondaires des in-
hibiteurs non sélectifs des NOS de-
vraient étre précisés par I’étude
multicentrique européenne sur I'uti-
lisation du L-NMMA dans le choc
septique.

Pour optimiser I'effet thérapeutique
potentiel des inhibiteurs des NOS
dans le choc septique, plusieurs ap-
proches ont été proposées: (1) utili-
sation couplée d’inhibiteurs non sé-
lectifs des NOS et inhalation de

mélanges gazeux contenant du NO
et/ou utilisation de donneurs de NO;
et (2) utilisation d’inhibiteurs sélec-
tifs des NOSi.

Inhalation de NO

Plusieurs études ont montré que I'in-
halation de mélanges gazeux conte-
nant du NO est bénéfique chez les
malades souffrant d’hypertension ar-
térielle pulmonaire ou de syndrome
de détresse respiratoire de l’adulte
(SDRA) (m/s n°8, vol. 8, p. §43) [41].
L’inhalation de NO provoque une va-
sodilatation sélective en regard des
alvéoles bien ventilées, sans aucun ef-
fet systémique puisque NO est rapi-
dement inactivé par 1I’hémoglobine.
Cette vasodilatation sélective aug-
mente le débit sanguin dans les al-
véoles bien ventilées au détriment
des alvéoles non ventilées et améliore
le rapport ventilation/perfusion (m/s
n°5, vol. 10, p. 608). Par ce mécanis-
me, NO améliore I'efficacité du ré-
flexe de Euler-Liljestrand*. L’inhala-
tion de NO a aussi été proposée dans
le traitement des hypertensions arté-
rielles pulmonaires chez I’adulte ou
le nouveau-né (m/s n°8, vol. 8, p. §43)
(41, 42]. On peut donc postuler que
I'inhalation de NO est indiquée, soit
pour améliorer les échanges gazeux
chez les patients en état de choc sep-
tique, soit, en traitement combiné,
pour s’opposer a 'augmentation des
résistances vasculaires pulmonaires
provoquée par les inhibiteurs non
spécifiques des NOS. Ainsi, dans un
modele porcin de choc septique, I'in-
halation de NO améliore I’hémodyna-
mique pulmonaire, le débit cardiaque
et les échanges gazeux. Le traitement
combiné par un inhibiteur non sélec-
tif des NOS (L-NMMA par voie systé-
mique) et inhalation de NO a une
meilleure efficacité sur les désordres
hémodynamiques, les échanges ga-
zeux et la survie des animaux [43].

Inhibition sélective des NOSi

L’inhibition de la formation du NO
par I'aminoguanidine a été rappor-
tée initialement par Misko et al. en
1992 [44]. L’aminoguanidine est un

* Réflexe de vasoconstriction pulmonaire provoqué
par un mélange gazeux hypoxique.
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inhibiteur plus puissant des NOSi
que les analogues de la L-arginine N¢
substituée. In vitro, la moindre activi-
té de I’'aminoguanidine sur les eNOS
que sur le NOSi a été vérifiée aussi
bien sur les préparations enzyma-
tiques que sur les cultures cellulaires
et les vaisseaux isolés [44, 45]. Bien
que relativement spécifique des
NOSi, I’aminoguanidine n’est pas
trés puissante. D’autres guanidines
comme la l-amino-2-hydroxy-amino-
guanidine, inhibitrices aussi des
NOSi, sont douées d’une activité
supérieure (Tableau II). Malgré son
activité réduite in vitro, une faible
dose d’aminoguanidine, normale-
ment sans effet sur la pression arté-
rielle des rats témoins (inhibition des
eNOS), prévient le développement
de la défaillance circulatoire, de
I'insuffisance hépatique (figure 2) et
améliore la survie des rats soumis a
un choc endotoxémique [46]. Méme
s’il est tentant d’attribuer I’améliora-
tion de la survie a une inhibition
sélective de I'activité des NOSj, il ne
faut pas oublier que I’aminoguanidi-
ne posséde de nombreuses proprié-
tés pharmacologiques, dont celles
d’inhiber la glycosylation, le métabo-
lisme de I’histamine, le catabolisme
des polyamines et I’activité de la cata-
lase [46]. Il est donc difficile de pré-
ciser dans quelle mesure I'effet béné-
fique de I’aminoguanidine sur les
conditions hémodynamiques et la
survie de modeles murins de choc
septique serait lié a I'inhibition sélec-
tive des NOS..

Nous avons récemment démontré que
certaines isothio-urées S-substituées
sont de puissants inhibiteurs des NOS;
leurs diverses isoformes ont des sélec-
tivités différentes [47]. En particulier,
les S-méthyl-urée (SMT), S-(2-aminoé-
thyl) isothio-urée (aminoéthyl-ITU),
S-éthylisothio-urée (éthyl-TU) et S-iso-
propylisothio-urée (isopropyl-TU)
inhibent fortement I’activité des NOSi
de macrophages stimulés par le LPS,
avec une IC;* huit a vingt-quatre fois
plus faible que celle du L-NMMA et
deux cents fois plus faible que celle de
la NC-nitro-L-arginine. L’inhibition
des NOSi par ces dérivés S-substitués
de I'urée est supprimée par un exces
de L-arginine, ce qui évoque une inhi-

* Concentration nécessaire pour inhiber de 50 %
Uactivité de Uenzyme.
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Figure 2. Taux plasmatiques des transaminases hépatiques (SGPT) chez des
rats traités par LPS (10 mg/kg/iv) ou des animaux témoins (SGOT**). L’éléva-
tion significative des SGTP indique une cytolyse hépatique. Elle est diminuée
par le traitement (commencé 2 heures apres l'injection de LPS) d’inhibiteurs
spécifiques des NOSi comme I'aminoguanidine (AG) ou I’'aminoéthylisothio-
urée (AE-ITU) mais n’est pas affectée par les inhibiteurs non spécifiques com-
me le NS-monométhyl-L-arginine (L-NMMA) ou le N6-nitro-L-arginine méthyl
ester (L-NAME). De la méme fagon, AG et AE-ITU diminuent les taux de biliru-
bine alors que L-NMMA et L-NAME restent sans effet. * p < 0,005, comparaison

avec le groupe LPS (lipopolysaccharides).

Tableau Il

SELECTIVITE* DES DIFFERENTS INHIBITEURS DISPONIBLES DES NOS

Inhibiteur Groupe IC50 (mM) Sélectivité
(NOSi murine)

L-NMMA Analogue 48 eNOS > NOSI
de la L-arginine

L-NAME Analogue > 1000 eNOS > NOSI
de la L-arginine

S-éthyl- Isothiourée 2 NOSi > eNOS'a-®

isothio-urée

S-méthyl- Isothiourée 6 NOSi > eNOS'a b

isothio-urée

S-aminoéthyl- Isothiourée 3 NOSi > eNOS'a: b

isothio-urée

2-imino Amidine 10 NOSi > eNOS®

pipéridine

2-amino Amidine 170 NOSi > eNOS'

pyridine

Butyramidine Amidine 60 NOSi > eNOS'

* Sélectivité appréciée (a) par I’'augmentation de la pression artérielle chez des rats en I'absence de

choc septique ou (b) par I'lCs, sur des eNOS bovines.
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bition compétitive au niveau du site
de liaison de la L-arginine sur les
NOSi. L’éthyl-TU et I'isopropyl-TU
sont des inhibiteurs des eNOS in vitro
quatre a six fois plus puissants que le
L-NMMA ; administrés in vivo chez le
rat, ils ont un effet hypertenseur
supérieur a celui du L-NMMA. SMT
inhibe les eNOS de facon similaire
au L-NMMA, alors que I’aminoéthy-
lurée est six fois moins puissante in
vitro et n’augmente que faiblement
la pression artérielle in vivo (unique-
ment a forte dose). Ainsi, les isothio-
urées représentent une nouvelle clas-
se d’inhibiteurs des NOS. La SMT et
I’aminoéthyl-ITU sont les plus puis-
sants inhibiteurs des NOSi connus
jusqu’a présent et, comparés au L-
NMMA, sont relativement spéci-
fiques des NOSi [46]. Chez des rats
soumis a un choc septique, la SMT
corrige (plutét que prévient) 1’hypo-
tension artérielle, suggérant que ces
produits peuvent étre actifs méme
aprés l'installation du choc septique
[48]. En outre, administrée a des rats
conscients apres injection d’endo-
toxine, la SMT diminue la cytolyse
hépatique sans aggraver l'insuffisan-
ce rénale, la thrombocytopénie ni la
neutropénie [48]. Chez des rats sou-
mis a un choc endotoxinique, I’admi-
nistration continue d’aminoéthyl-
ITU (commencée deux heures apres
I'injection d’endotoxine) prévient
I'apparition des défaillances hépa-
tique et pancréatique (figure 2) ainsi
que de I'acidose métabolique mais
reste sans effet sur I’'insuffisance
rénale [49].

A coOté des isothio-urées, certaines
amidines sont aussi de puissants inhi-
biteurs des NOS. Ainsi, la 2-iminopi-
péridine ou la butyramine sont plus
puissantes que le L-NMMA sur les
NOSi de macrophages ou de cellules
musculaires lisses en culture [50].
Ces composés sont donc des inhibi-
teurs plus sélectifs des NOSi que les
analogues structuraux de la L-argini-
ne comme le L-NMMA.

L'utilisation d’inhibiteurs des NOS
présentant un certain degré de sélec-
tivité pour les NOSi comme I’'amino-
guanidine, la SMT ou I’aminoéthyl-
ITU peut étre considérée comme
une étape prometteuse dans le déve-
loppement d’inhibiteurs sélectifs des
NOSi. De tels agents devraient certai-
nement étre de précieux outils pour
préciser les roles physiologiques (dé-

1649



43. Klemm P, Thiemermann C, Winklmaier
G, Martorana P, Henning R. Effects of nitric
oxide synthase inhibition combined with ni-
tric oxide inhalation in a porcine model of
grﬁlgcétoxin shock. Br J Pharmacol 1995; 114:

44, Misko TP, Moore WM, Kasten TP, Nic-
kols GA, Corbett JA, Tilton RG, et al. Selec-
tive inhibition of the inducible nitric oxide
synthase by aminoguanidine. Eur | Pharma-
col 1993; 233 119-%;5.

45. Griffith MJD, Messent M, Mac Allister
R], Evans . Aminoguanidine selectively
inhibits inducible nitric oxide synthase. Br J
Pharmacol 1993 ; 110: 963-8.

46. Wu CC, Chen §J, Szabo C, Thiemer-
mann C, Vane JR. Aminoguanidine atte-
nuates the dela¥ed circulatory failure and
improves survival in rodent models of endo-
t7(§xic shock. Br J Pharmacol 1995; 114: 1666-

47. Southan GJ, Szabo C, Thiemermann C.
Isothioureas: potent inhibitors of nitric oxi-
de ls?'mhases with variable isoform selectivi-
ty. Br J Pharmacol 1995; 114: 510-6.

48. Szabo C, Southan GJ, Thiemermann C.
Beneficial effects and improved survival in
rodent models of septic shock with S-me-
th{l-isothiourea sulfate, a novel, potent and
selective inhibitor of inducible nitric oxide
i}g:}t;l;sﬁe. Proc Natl Acad Sci USA 1994; 91:

49. Thiemermann C, Wu CC, Ruetten H,
Vane JR. The multiple organ dysfunction
syndrome caused by endotoxin in the rat:
attenuation of liver dysfunction by inhibi-
tors of nitric oxide synthase. Br J Pharmacol
1996 (sous presse).

50. Southan GJ, Szabo C, O’Conner M, Salz-
man AL, Thiemermann C. Amidines are po-
tent inhibitors of nitric oxide synthases:
referential inhibition of the inducible iso-
orm. Eur | Pharmacol 1996 (sous presse).

51. Wei X, Charles IG, Smith A, Ure ], Fen
G, Huang F, Xu D, Muller W, Moncada S,
Liew FY. Altered immune responses in mice
lacking inducible nitric oxide synthase. Na-
ture 1995 ; 375: 408-11.

52. Macmicking JD, Nathan C, Hom G,
Chartrain N, Fletcher DS, Trumbauer M,
Stevens K, Xie Q, Sokol K, Hutchinson N,
Chen H, Mudgett JS. Altered responses to
bacterial infection and endotoxic shock in
mice lacking inducible nitric oxide syntha-

s se. Cell 1995 81: 641-50.

1650

fense de I'hote) et physiopatholo-
giques de la production de NO par
les NOSi.

I Conclusion

On dispose maintenant de nom-
breux éléments démontrant que la
surproduction de NO, liée principa-
lement a I'induction de NOSi, contri-
bue au développement des désordres
hémodynamiques et aux atteintes
multiviscérales secondaires a un choc
septique ou a d’autres types de
défaillance circulatoire dans les
modéles animaux. Bien que les inhi-
biteurs non sélectifs des NOS puis-
sent avoir des effets bénéfiques dans
les modéles animaux et chez des
patients en état de choc septique, ils
présentent de nombreux effets
secondaires liés a I'inhibition des
eNOS. Le récent développement
d’animaux transgéniques déficients
en NOSi (souris au géne NOS: invali-
dé) (voir nouvelle, p. 1743 de ce numé-
r0) devrait permettre une meilleure
approche du réle physiologique et
physiopathologique des NOSi [51,
52]. Par exemple, I’équipe de Mac-
Micking démontre que de telles sou-
ris sont incapables d’empécher la
réplication de Listeria monocytogenes in
vivo ou dans des cellules lymphoma-
teuses in vitro. En revanche, I’hypo-
tension et la mortalité secondaires a
un choc endotoxinique sont réduites
chez ces animaux alors méme que
I’atteinte hépatique est inchangée
[52]. Dans une autre étude, Wei et al.
montrent que les souris déficientes
en NOSi sont plus résistantes au choc
septique (diminution de la mortali-
té), mais présentent une réponse
diminuée a une stimulation inflam-
matoire non spécifique comme celle
induite par la carragénine. En outre,
ces souris (a la différence de la lignée
normale ou des hétérozygotes) sont
particuliérement sensibles aux infec-
tions par les protozoaires (Leishmania
major) [51]. Ces résultats suggerent
que, dans les macrophages, une pro-
duction importante de NO par les
NOSi participe aux défenses de
I’héte contre les agents infectieux et
les cellules cancéreuses alors que
dans les autres tissus (I’arbre vasculai-
re, en particulier) I'expression d’une
NOSi peut étre délétére et entrainer
un choc et des destructions tissu-
laires.

Les données cliniques concernant les
effets bénéfiques et les effets secon-
daires des inhibiteurs non sélectifs
des NOS sont encore limitées. Il faut
se souvenir que plusieurs essais théra-
peutiques fondés, soit sur les antago-
nistes du récepteur de I'IL1, soit sur
des anticorps anti-TNF, se sont soldés
par des échecs lors de I’application
clinique malgré des résultats encoura-
geants sur les modeles animaux. Il
faut donc rester trés prudent quant
aux éventuelles applications théra-
peutiques de ces nouvelles molécules.
De plus, les conséquences d’une inhi-
bition des NOS dans une situation
pathologique donnée sont difficiles a
prévoir du fait de la diversité des
NOS, des cibles potentielles et des
actions biologiques du NO. Dans ce
contexte, les résultats (effets béné-
fiques et/ou effets secondaires) des
essais thérapeutiques en cours avec
un inhibiteur non sélectif des NOS
(L-NMMA) sont tres attendus. Toute-
fois, les études sur les modéles ani-
maux suggerent que la combinaison
d’une inhibition des NOS couplée a
I'inhalation de mélanges gazeux
contenant du NO ou a I'utilisation de
donneurs de NO, ou encore I'utilisa-
tion d’inhibiteurs sélectifs des NOS;,
diminueraient les effets secondaires
liés a I'inhibition des eNOS H
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Summary

Inhibition of nitric oxide synthase activity in circulatory shock: friend or
foe?

The free radical mitric oxide (NO) is synthetized from the guanidino
group of L-arginine by a family of enzymes termed NO synthase (NOS).
The continuous release of NO from the constitutive, endothelial isoform
of NOS (eNOS) keeps the vasculature in a continuous state of active vaso-
dilatation mediated through the guanylyl cyclase/cGMP system. The indu-
cible isoform of NOS (iNOS) is expressed in response to immunological
stimuli in macrophages and in a number of other cells and produces large
amounts of NO which can act as a cytostatic and cytotoxic molecule. The-
re is now good evidence that circulatory shock of various causes is associa-
ted with profound alteration of biosynthesis of NO from L-arginine. An en-
hanced formation of NO may contribute to the hypotension, the
hyporeactivity of the vasculature and the myocardial dysfunction. In addi-
tion, the generation of large quantities of NO may reduce tissue oxygen ex-
traction via (1) inhibition of mitochondrial respiration and (2) formation
of a diffusive barrier for oxygen (formation of nitrite and nitrate from oxy-
gen and NO). The induction of iNOS in circulatory shock is secondary to
the release of the pro-inflammatory cytokines TNF and IL1. PAF may also
be involved in the induction of iNOS in circulatory shock for authentic
PAF itself causes iNOS induction in vivoand PAF receptor antagonists pre-
vent the induction of iNOS caused by endotoxin in vitro and in vivo. Inter-
estingly, anti-inflammatory cytokines including IL4, IL10, IL13 inhibit the
induction of iNOS. In addition to glucocorticoids, endogenous polyamines
may attenuate the degree of iNOS expression. Thus, novel therapeutic ap-
proaches could be designed to modulate the biosynthesis of NO with the
aim to improve hemodynamics and survival in animal models and patients
with septic shock. Although non-selective NOS inhibitors exert beneficial
hemodynamic effects in animals and man with circulatory shock, these
agents also exert adverse effects which are due to the inhibition of eNOS.
To maximize any potential therapeutic effects of NOS inhibitors, several
novel approaches have been suggested: (1) combination of non-selective
NOS inhibitors with NO-gas inhalation therapy, (2) use of agents which are
relatively selective inhibitors of iNOS such as aminoguanidine or some S-
substituted isothioureas.
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