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REPERE CONCEPTUALE ALE CERCETARII

Actualitatea problemei. Studiul aprofundat al glutationului si al enzimelor implicate in
metabolismul lui a demarat vertiginous la mujlocul secolului XX, fiind identificate numeroase
functii ale compusului, precum si descifrate cdile lui de sinteza, utilizare si regenerare.

S-a stabilit cd glutationul este unul din principalii antioxidanti neenzimatici ai
organismului uman datoritd prezentei grupei functionale sulfhidril (-SH). Fiind un compus tiolic
cu masa moleculara foarte mica (tripeptid — y-glutamil-cisteinil-glicina), gruparea —SH a
compusului este ,tintd” primard a radicalilor liberi (RL), spre deosebire de proteine in care
gruparea tiolica este relativ protejatd de catena polipeptidica.

Glutationul interactioneaza enzimatic sau neenzimatic cu un numar mare de compusi
organici variati si cu derivatii lor (RL, epoxizi, peroxizi etc.). In multiple reactii GSH se
oxideaza, regenerarea lui fiind un proces indispensabil al metabolismului. Reducerea
glutationului oxidat (GSSG) se produce nu numai prin intermediul reactiei catalizate de
glutationreductaza, dar si pe cale neenzimaticd, prin interactiunea lui cu acidul ascorbic.
Continua regenerare a GSH pe diverse cdi poate contribui la marirea eficientei protectoare a
acestui tripeptid in diverse stari patologice [26].

Atat neenzimatic, cat si actionand drept coenzima a glutation peroxidazei sau glutation-S-
transferazei, GSH este implicat in neutralizarea unei game extrem de variate de substante nocive,
formate endogen sau provenite din mediul ambiant. Exista numeroase date in literatura de
specialitate, care demonstreaza rolul central al GSH in intoxicatiile acute sau cronice cu compusi
ce produc RL [1, 14, 18, 28].

Studiile starilor hepatotoxice au ardtat cad instalarea leziunilor necrotice, a infiltrarii grase
hepatice, sunt precedate de scaderea dramatica a concentratiei GSH din ficat. Aceastd scadere a
GSH este nespecifica, fiind identificata in diferite grade in infectii sau in alte patologii ale
ficatului, precum si in insuficienta hepatica [11, 12, 19, 29, 31, 35, 36].

Descrierea situatiei in domeniu si identificarea problemelor de cercetare. Patologiile
hepatice in prezent se impun in atentia specialistilor ca problema de rang global, dat fiind
cresterea progresiva a morbiditatii si mortalitatii prin bolile ficatului. Maladiile hepatice sunt o
paroblemd majord in Republica Moldova, incidenta, prevalenta, mortalitatea si disabilitarea prin
aceste patologii fiind semnificativ mai mari comparativ cu alte tari din Europa sau din alte zone
economic dezvoltate.

In pofida reducerii morbiditaii prin hepatitd virala acuti de tip B de la 25,46 la 100 mii
populatie in anul 1997 pana la 2,66 in anul 2010, prin hepatita virala acuta de tip C — de la 6,14
pana la 2,24, prin hepatita virala D (HVD) — de la 1,89 pana la 0,28 in 2010, indicii mentionati
sunt semnificativ mai mari comparativ cu cei specifici tarilor europene (Austria — 0,04 cazuri la
100 mii populatie, Franta — 0,2, Portugalia — 0,5, Ungaria — 0,8, Finlanda si Malta — 0,9,
Germania — 1,0, Ttalia si Olanda — 1,4). In structura morbidititii hepatitelor virale acute
predomind formele grave — hepatita virala B (44,2%) si hepatita virala C (37,2%) [38].

Pe parcursul a 10 ani (2004-2014) eforturile depuse de sistemul Ocrotirii Sanatatii nu au
determinat micsorarea incidentei prin hepatite cronice si ciroze care a constituit 224,0 cazuri la
100 mii populatie in 2014 comparativ cu 221,1 cazuri la 100 mii in 2004, iar prevalenta a crescut
de 1,5 ori —de la 1542,1 cazuri la 100 mii in 2004 la 2350,7 cazuri la 100 mii in 2014 [16, 17].



Impactul socioeconomic al maladiilor hepatice este estrem de sever. In Republica Moldova
in perioada 1997-2010 pierderile economice cauzate de bolile ficatului au constituit 962.541 mii
lei [38].

Progresul lent in ameliorarea indicilor de sanatate a populatiei Moldovei, dar si a altor tari,
determinati de maladiile hepatice, se datoreaza atat cunoasterii insuficiente a mecanismelor, care
stau la baza proceselor patogenice, a celor compensatorii §i reparative, cat si lipsei unor metode
eficiente de diagnostic precoce, in special al formelor asimptomatice.

S-a stabilit, cd GSH si enzimele metabolismului glutationic sunt reglatori universali ai
cresterii §i proliferdrii in diverse sisteme celulare [3, 20, 26] si sunt implicate in resorbtia
tesutului fibros [33, 2], insa, rolul si gradul de angajare a acestora in patogenia maladiilor cronice
hepatice si a cirozei hepatice, precum si in procesele de restabilire a parenchimului hepatic pe
parcursul perioadei de regresie a cirozei nu au fost elucidate.

Identificarea mecanismelor de restabilire a functiilor lezate ale diferitor organe in procesul
de compensare si reparare se incadreaza in solutionarea unei probleme medico-biologice
fundamentale — studierca mecanismelor de mentinere a stabilitatii mediului intern al
organismului. Astfel, cercetarile in acest domeniu sunt actuale si au o mare importanta stiintifica
si practica.

Deosebit de avantajoase par a fi incercarile de a stimula activitatea antifibroticd si
reparativd a tesutului hepatic cirozat prin metode terapeutice. In ultimii ani un interes sporit
trezeste utilizarea n acest scop a diferitor compusi ai metalelor de tranzitie, si, in particular, a
compusilor coordinativi, care, dupd parerea unor savanti, ar putea exercita o influentd
semnificativa asupra proceselor metabolice [13, 30, 41, 42].

La Universitatea de Stat din R. Moldova, la Catedra Chimie Anorganica sub conducerea
doctorului habilitat in stiinte chimice, profesorului universitar, academicianului Aurelian Gulea,
au fost sintetizati un sir de compusi coordinativi noi (baze Schiff, combinatiile lor cu metale 3d).
Studiile efectuate la Universitatea Laval, Canada, au pus in evidentd efectele citostatice si
citotoxice pronuntate asupra celulelor canceroase (cancer mamar, carcinom hepatic, cancerul de
prostatd) ale acestor compusi, 1in special al preparatelor CMT-28 si CMT-67. Acest efect se
manifesti la doze extrem de mici: 10® — 10 M. Cercetirile antecedente realizate in laboratorul
Biochimie al USMF ,Nicolae Testemitanu” a stabilit actiunea osteotropa a compusilor
coordinativi ai cuprului in conditii fiziologice, osteoporoza primard si osteopatia toxica
experimentala [43].

Actualmente nu exista publicatii stiintifice privind studiul actiunii compusilor coordinativi
noi autohtoni asupra glutationului si enzimelor ciclului glutationic din organism in maladiile
hepatice. Sub acest aspect studiul actiunii compusilor coordinativi mentionati asupra
metabolismului glutationului in norma si hepatopatii sunt de o actualitate si valoare teoretica si
practica incontestabila.

Scopul studiului a fost evaluarea modificarilor ciclului glutationic si ale unor indici ai
metabolismului tiol-disulfidic in patologia hepatica experimentald determinatd de actiunea unor
compusi biologici activi (CBA) autohtoni in vederea argumentarii eficientei utilizarii lor in
terapia maladiilor hepatice.



Obiectivele cercetarii:

1. Studiul modificarilor ciclului glutationic si ale unor indici ai metabolismului tiol-
disulfidic in ficat la actiuneca CBA autohtoni noi (baze Schiff noi, combinatiile lor cu metale
3d si remedii de origine cianobacteriand) in conditii fiziologice.

2. Cercetarea dereglarilor metabolismlui glutationic si tiol-disulfidic in patologia
hepatica experimentald — ciroza hepatica indusa de tetraclorura de carbon si hepatopatia
toxica indusa de etilenglicol.

3. Elucidarea actinii unor CBA autohtoni noi (baze Schiff noi, combinatiile lor cu
metale 3d si remedii de origine cianobacteriand) asupra ciclului glutationic si indicilor
metabolismului tiol-disulfidic in patologia hepatica experimentala.

4. Identificarea celor mai sensibili indici biochimici ai dereglarilor metabolismului
glutationului si tiol-disulfidic In patologia hepatica experimentald, potentiali markeri ai

.....

Metodologia cercetarii stiintifice. Lucrarea prezinta un studiu biochimic experimental pe
animale de laborator (Rata albicans) al metabolismului glutationului si tiol-disulfidic in doua
modele ale patologiei hepatice, care a fost realizat in cadrul proiectelor din Programul de Stat
09.835.09.04A ,,Studierea mecanismelor de regresie a cirozei hepatice experimentale si
elaborarea procedeelor de stimulare a regenerdrii postcirotice a ficatului sub actiunea unor
compusi coordinativi ai metalelor de tranzitie”, 11834.09.01A ,,Studierea mecanismelor
biochimice si morfologice de regresie a cirozei hepatice si elaborarea procedeelor de stimularea a
regenerarii postcirotice cu remedii autohtone” si Proiectului Institutional 11.817.09.07F
»ldentificarea mecanismelor biochimice ale actiunii compusilor biologic activi autohtoni si
argumentarea folosirii lor in profilaxia si tratamentul unor boli hepatice, renale, osteopatii si
imunodeficite”.

Noutatea si originalitatea stiintifici a rezultatelor obtinute. In baza unui studiu
complex multidimensional, au fost elucidate caracterul si importanta modificarilor biochimice in
tesutul hepatic in hepatopatiile experimentale si la medicatia acestora cu compusi biologici activi
autohtoni (baze Schiff noi, combinatiile lor cu metale 3d) si remediilor de origine
cianobacteriana (polizaharide sulfatate din spirulind — PSS si BioR).

S-a stabilit cd, compusii biologic activi autohtoni asigurd un efect biologic inalt, ce se
manifesta prin restabilirea sau augmentarea continutului de glutation redus si, totodata,
influenteazd pozitiv asupra principalilor indici biochimici ai ciclului glutationic i
metabolismului tiol-disulfidic la animalele cu hepatopatii experimentale. CBA luati in studiu
contribuie la inductia glutationperoxidazei, fapt ce mareste rezistenta celulelor fatd de agresiunea
substantelor toxice.

A fost constatat efectul de suprimare a functionalitatii tioredoxin reductazei exercitat de
polizaharidele sulfatate din spirulind (PSS), ce diminueaza potentialul proliferativ al celulelor
hepatice stelate participante la procesele de fibrogeneza.

Pe aceastd baza urmeaza sa fie determinate caile investigatiilor ulterioare pentru cresterea
eficientei computilor studiati in calitate de remedii modulatoare/adaptive necesare pentru tratarea
si preventia bolilor hepatice.

Datele obtinute pot fi utile si in procesul de elaborare si verificare a altor remedii
medicamentoase, care ar putea sa se implice redresant in tratamentul proceselor fibrotice in ficat.
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Problema stiintificd solutionata in tezi constd in elucidarea potentialului profilactic al
compusilor biologic activi autohtoni sintetici — baze Schiff noi, combinatiile lor cu metale 3d, si
naturali — BioR si PSS, obtinuti din biomasa cianobacteriei Spirulina platensis, precum si a celui
therapeutic In maladiile hepatice (ciroza hepatica si hepatopatia toxicd), modelate pe animale de
laborator.

Semnificatia teoretica. Datele obtinute prezintd importantd majord atat in cercetarea
fundamentald, cat si in cercetarea aplicativd prin evaluarea unor compusi biologic activi
autohtoni noi cu eficientd metabolicd semnificativd. Cunostintele noi fundamentale obtinute in
cadrul realizarii proiectului vor permite de a deschide noi directii de cercetare in domeniul
biochimiei medicale si hepatologiei.

Datele furnizate de studiul realizat vor putea constitui un suport pentru viitoarele explorari
asupra functiei enzimelor glutationice 1n asigurarea homeostaziei biochimice.

Valoarea aplicativd a lucrarii. Au fost dezvoltate si implementate metode eficace de
diagnostic al dereglarilor metabolismului tiol-disulfidic si de monitorizare a tratamentului aplicat
in patologia hepatica. Au fost optimizate un sir de micrometode de cercetare a metabolismului
tiol-disulfidic, ce permite de a reduce cheltuielile la efectuarea lor, de a mari specificitatea,
precizia si reproductibilitatea analizelor §i, totodata, de a prelucra concomitent un numar mare de
probe biologice si de a obtine rezultate mai exacte.

Rezultatele obtinute pot fi implementate in activitatea laboratoarelor de diagnostic clinic
din republica, procesul didactic al catedrelor de profil si folosite la elaborarea dosarului preclinic
privind eficienta remediilor cu activitate antifibrotica si de inducere a regenerarii postcirotice a
ficatului. Domeniul de utilizare — biochimia medicald, medicina de laborator, hepatologie,
farmacie si farmacologie, tehnologia medicamentelor.

Rezultatele stiintifice principale inaitate spre sustinere

1. in conditii fiziologice combinatiile bazelor Schiff noi cu metale 3d - CMD-4, CMD-8
st CMJ-23, determina schimbari ale continutului de glutation total, redus si oxidat, pe cand
CMT-28 si CMT-67 moduleaza preferential activitatea enzimelor sistemului gltationic.

2. Remediul cianobacterian PSS induce stresul oxidativ si diminueaza capacitatea de
protectie antioxidanta a ficatului la animalele sanatoase, inclusiv inhiba activitatea enzimelor
metabolismului glutationului — GR, GPO, G-S-T si TrxR,

3. Ciroza hepatica experimentald indusa prin administrarea de durata a tetraclorurii de
carbon se caracterizeaza prin diminuarea capacitatii de protectie antioxidanta, manifestata prin
scaderea nivelului de glutation total, oxidant si a activitatii antioxidante totale in faza hexanica si
izopropanolica, si majorarea notabild a intensitatii stresului oxidativ (hidroperoxizilor lipidici, a
produsilor proteici de oxidare avansata si proteinei ischemic modificate).

4.  Tratamentul cu CMT-28 si CMT-67 in ciroza hepatica experimentald normalizeaza
sau amplifica activitatea glutation reductazei si glutation-S-transferazei, pe cand activitatea
glutation peroxidazei a fost influentata doar de CMT-28.

5. Modificari semnificative ale indicilor studiati nu sunt marcate in hepatopatia toxica
produsa de intoxicarea cu etilenglicol, fiind inregistrata doar cresterea semnificativa statistic a
nivelului HS-grupelor proteice si AGE, si neconcludentd a S-nitrozotiolilor, dipeptidelor
histidinice si a activitatii catalazei.



6. Combinatiile noi ale bazelor Schiff cu metale 3d — CMD-4, CMD-8 si CMJ-23,
semnificativ au micsorat activitatea glutation reductazei si glutation-S-transferazei si au majorat-
0 pe cea a GPO; actiunea lor asupra altor indici fiind de orientare si amploare diferitd pentru
fiecare compus in hepatopatia producsa de etilenglicol.

7. In ciroza hepatica indusa de CCls PSS diminueaza nivelul glutationului total, redus si
oxidat, precum si activitatea GR, iar BioR — sporeste nivelul functional al GR si GPO. In
hepatopatia toxica conditionata de etilenglicol BioR amplifica procesle oxidative, confirmat prin
cresterea AGE, PPOA si S-nitrozotiolilor, si diminueaza activitatea enzimelor studiate (GR,
GPO, G-S-T, SOD si catalazei) si nivelul dipeptidelor histidinice.

Implementarea rezultatelor. Rezultatele obtinute au fost implementate la Centrul
Republican de Control Extern al Calitatii; Laboratoarele de Cardiologie interventionala si de
Diagnostic Clinic ale IMSP Institutul de Cardiologie; Catedrele de Diagnostic de laborator clinic
si Biochimie si biochimie clinica ale IP USMF , Nicolae Testemitanu”.

Aprobarea rezultatelor stiintifice. Rezultatele studiului au fost discutate si aprobate la
diferite foruri de nivel national si international:
- Congresul al IX-lea National cu participare internationalda al ,,Geneticienilor si
amelioratorilor”. Chisinau, 2010;
- Conferinta stiintifica internationala ,,Biotehnologia microbiologica — domeniu scientointensiv
al stiintei contemporane” Chisinau, 2011;
- Conferintele Stiintifice Anuale ale colaboratorilor si studentilor USMF , Nicolae
Testemitanu” Chisinau, 2013, 2014, 2015;
- Conferinta stiintificd internationala “Scientific international conference on microbial
biotechnology”. Chisinau, 2014;
- The XVIII-th International Conference ,,Physical Methods in Coordination and
Supramolecular Chemistry” Chisinau, 2015.
Teza cu tema ,,Influenta unor compusi biologici activi autohtoni asupra ciclului glutationic

X

in norma si in patologia hepaticd experimentald” a fost discutata si aprobata la sedinta comuna a
Laboratorului de Biochimie si Catedrei de biochimie si biochimie clinicd a [P USMF ,Nicolae
Testemitanu™, din 12.11.2015 (proces verbal nr. 12), sedinta Seminarului stiingific de profil 315.
Biochimie si biologie moleculara (specialitatea 315.01. Biochimie medicala), din 11.03.2016

(proces verbal nr. 2).

Publicatii la tema tezei. La subiectul tezei au fost publicate 14 lucrari, inclusiv 6 articole
in reviste din Registrul National al revistelor de profil — categoria B si C, 1 teza la forurile
stiintifice internationale, 3 teze la forurile stiintifice nationale cu participare internationala, 4
lucrari metodico-didactice, 3 publicatii in calitate de singur autor.

Volumul si structura tezei. Teza este expusa pe 116 pagini de text dactilografic, consta
din introducere, 3 capitole, concluzii generale, recomandari practice, rezumat in limbile romana,
rusd, engleza, include 27 figuri si 16 tabele, indicele bibliografic citeaza 239 de surse literare.

Cuvinte-cheie: compusi biologici activi, glutation, enzime glutationice, metabolism tiol-
disulfidic, ciroza hepatica, hepatopatie toxica experimentala.



METABOLISMUL GLUTATIONIC SI TIOL-DIFULFIDIC
Capitolul Metabolismul glutationic si tiol-disulfidic, insumeaza sinteza celor mai relevante
publicatii stiintifice de ultima ora (nr. 239).

1.1. Metabolismul glutationului si rolul lui in sistemul antioxidant in norma si
patologie. Glutationul si enzimele ciclului glutationic detin in organism functii diverse si
foarte importante, inclusiv protejarea fatd de speciile reactive ale oxigenului (SRO) si ale
azotului; formarea, reducerea si izomerizarea legaturilor disulfidice, ce sunt cardinale in
stabilizarea structurii tridimensionale a proteinelor si realizarea functiilor lor; mentinerea
integritatii structurale si a functionalitatii membranelor biologice prin Intreruperea lanturilor
de oxidare peroxidica a acizilor grasi polienici din fosfolipidele membranare; participarea la
metabolismul eicosanoizilor, in special a leucotrienelor si unor forme de prostaglandine;
rezerva labila si accesibila de cisteind; participarea la metabolismul toxinelor si
xenobioticelor cum ar fi aldehida formica, metilglioxilatul, unele metale grele (arsenic,
cadmiu, crom etc.) etc. si sporirea rezistentei celulelor fata de agentii toxici; influenta asupra
sintezei acizilor nucleici si a proteinelor, precum si interventia in proliferarea si diferentierea
tesuturilor [32] .

Numeroase lucrari stiingifice demonstreaza rolul central al GSH in intoxicatiile acute sau
cronice cu compusi ce produc RL (tetraclorura de carbon, bromobenzen, acetaminofen). Datele
privind modificarile sistemului GSH 1in hepatitele virale si afectiunile cailor biliare sunt
importante in descifrarea patogenezei acestor maladii si diagnosticul lor diferential. Studiile de
hepatotoxicitate au aratat ca instalarea leziunilor necrotice, a steatozei hepatice sunt precedate de
scaderea dramatica a concentratiei GSH 1in ficat [34, 40, 49].

1.2. Mecanismele moleculare ale fibrogenezei hepatice. Fibroza — depozitarea in exces
a tesutului conjunctiv fibros, care substituie eclementele parenchimale necrotizate, este
consecinta majoritatii afectiunilor hepatice survenite in urma unor agresiuni cronice
provocate de diversi agenti (virali, toxici, imunologici, metabolici).

Se considera drept cauza esentiala a acumularii excesive a tesutului conjunctiv in ficat
dereglarea echilibrului intre sinteza si degradarea componentelor matricei extracelulare
hepatice si, in special, a colagenului, survenitd in urma afectarii parenchimului, deficientelor
circulatiei sangvine (inclusiv in urma hipoxiei), sub influenta produselor metabolismului
dereglat. In cele din urmai, este afectati autoreglarea tesutului conjunctiv si sinteza
compusilor matricei extracelulare incepe sd prevaleze asupra catabolismului sau, fapt ce
asigura progresarea ulterioara a fibrozei [15].

Studiile recente au evidentiat rolul decisiv al celulelor Ito in progresarea fibrogenezei
in ficat, bazat pe capacitatea lor de a suporta o activare si de a prolifera in caz de afectare
hepatica de diferita geneza (toxica, colestatici, steatoza etc.). In ficatul fibrotic ele suferd o
transformare in celule asemanatoare cu miofibroblastele, care sunt responsabile de sinteza
sporitd si acumularea de colagen (in special de tip I, III si IV), elastind, proteoglicani,
fibronectina, laminina, precum si de procesul de capilarizare a sinusoidelor [21].

Este cert rolul SRO 1in activarea celulelor hepatice stelate (CHS) si progresia fibrozei
hepatice, care prin intermediul unor cai de transductie a semnalelor (JNK si NFkB), induc
expresia genelor asociate fibrozei (COL1A1, COL1A2, MCPI1, TIMPI1, etc.) producand
sinteza excesivd MEC. SRO induc si eliberarea de catre macrofagele rezidente a mai multor
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citokine pro-inflamatoare (TNFa, IL-1B, IL-6) si factori profibrotici (TGFp), precum si
intervin 1n procesul de activare a GHS prin intermediul receptorilor Toll (TLR4). CHS
activate devin receptive atat la citokinele proliferative (factorul de crestere derivat din
trombocite), cat si la cele fibrogenice (factorul de crestere transformator-beta) [21].

Studiile experimentale pe animale au identificat ca tintd majora a terapiilor
antifibrotice CHS. S-au relevat mai multe mecanisme posibile a efectelor de regresie a
fibrozei: inducerea apoptozei CHS (gliotoxina) si revenirea miofibroblastelor la forma
antecedentd, de CHS neactive, latente. Raportul dintre numarul fibroblastelor ce se
inactiveaza si celor ce vor urma calea apoptotica este incert si nu se cunosc completamente
factorii ce influenteaza soarta celulelor [46].

1.3. Aplicarea medicald a compusilor biologic activi autohtoni. CBA au numeroase
aplicari in diferite domenii cum ar fi chimia coordinativa, chimia analitica, industria
pigmentilor, vopselelor si a polimerilor, agricultura etc. Totodata, CBA si complexele lor au
constituit obiectul studiilor biomedicale, care au evidentiat potentialul lor in calitate de
preparate medicamentoase. Atat bazele Schiff, cat si complexele lor sunt cunoscute pentru
activitatea antimicrobiana, antifungica si antivirala [25].

Cercetarile moderne au atestat posibilitatea utilizarii CBA in calitate de agenti
terapeutici in mai multe maladii neinfectioase. Astfel, s-a stabilit a) actiunea benefica a
compusilor de tip baza Schiff in diabetul zaharat, b) imbunatatirea functiei cardiovasculare
cu limitarea zonei de necroza cardiacd si micsorarea leziunii de reperfuzie, c) capacitatea
neuroprotectoare, spre exemplu in leziunile coloanei cervicale (trauma spinald), d) actiunea
anticonvulsivd; e) activitatea anticancerigena selectiva; f) potential antiradicalic si
antioxidant; g) actiune antiinflamatoare etc. [47, 27, 48].

Astfel, putem conchide ca homeostazia glutationica si tiol-disulfidica si rolul
glutationului si enzimelor metabolismului lui in maladiile hepatice toxice pand in prezent
sunt elucidate incomplet. O intelegere cat mai precisd a influentei glutationului si a
enzimelor metabolismului tiol-disulfidic asupra proceselor regenerative in ficat e necesara
pentru a elabora metode de dirijare activi. In acest context, deosebit de avantajoase par a fi
incercarile de a stimula activitatea reparativa a tesutului hepatic afectat prin metode
farmacologice, in special, prin utilizarea unor compusi biologic activi autohtoni.

2. MATERIAL SI METODELE DE STUDIU

Cercetarile au fost aprobate de Comitetul de etica a cercetarii al USMF , Nicolae
Testemitanu™ (aviz pozitiv din 20 iunie 2011). La efectuarea cercetarilor experimentale s-a tinut
cont de cele 3 principii fundamentale cunoscute drept ,,conceptul celor trei R”, adoptat de
Congresul International de Standardizare Biologica de la San Antonio (Texas) in anul 1979.

Experientele s-au montat pe sobolani albi masculi cu masa de 160 — 250 g. Toate
animalele, atat cele din loturile experimentale, cat si cele de referinta au fost intretinute in
conditii similare si la ratii standarde de vivarium.

Animalelor experimentale le-au fost induse ciroza hepatica (CH) prin administrarea
tetraclorurii de carbon si hepatopatia toxicd experimentald (HT) prin administrarea
etilenglicolului. Medicatia patologiei experimentale hepatice a fost efectuata cu CBA autohtoni
(baze Schiff noi, combinatiile lor cu metale 3d) si unor remedii de origine cianobacteriana.



Compusii complecsi CMD-4, CMD-8, CMJ-23, CMT-28 si CMT-67 au fost oferiti de prof.
univ., dr. hab. st. ch., sef Catedra Chimie Anorganicd a USM, academicianul Aurelian Gulea.
Remediile BioR si polizaharide sulfatate din spirulina (PSS), obtinute din biomasa cianobacteriei
Spirulina platensis, au fost oferite de prof. univ., dr. hab. st. biol., director al Institutului de
Microbiologie si Biotehnologie al Academiei de Stiinte a Republicii Moldova, academicianul
Valeriu Rudic.

In omogenatul hepatic s-au determinat indicii:

1. metabolismului glutationic si tiol-disulfidic: continutul de glutation total, redus si
oxidat, activitatea glutation reductazei (GR), glutation peroxidazei (GPO) glutation-S-
transferazei (G-S-T), tioredoxin reductazei (TrxR), continutul de -SH grupe proteice si
glutaredoxina (Grx),

2. stresului oxidativ: nivelul de dialdehidd malonica (DAM), produsi proteici de oxidare
avansata (PPOA), proteina ischemic modificata (PIM), oxid nitric (NO);

3. sistemului antioxidant: activitatea antioxidantd totald (AAT); activitatea superoxid
dismutazei (SOD) si catalazei (CAT) si continutul de dipeptide histidinice.

Toate procedeele de determinare a activitatii enzimelor i a continutului de substante au
fost executate dupa tehnici in modificarea descrisa de Gudumac V. si coaut. [22, 23], fiind
adaptate pentru aplicarea la spectrofotometrul Power Wave HT (BioTek Instruments, SUA) si la
spectro-fluorimetrul cu microplaci Synergy H1 Hydrid Reader (BioTek Instruments, SUA).

Evaluarea statistica a datelor obtinute a fost efectuata cu ajutorul programei computerizate
StatsDirect. A fost calculatd media aritmeticd+eroarea mediei (X+m). Pentru testarea diferentei
semnificative dintre indicii studiati ai loturilor comparate s-a utilizat testul statistic
nonparametric ,,U Mann-Whitney” si pragul de semnificatie ,,p” (p<0,05).

3. INFLUENTA UNOR COMPUSI BIOLOGIC ACTIVI AUTOHTONI ASUPRA
METABOLISMULUI GLUTATIONIC SI TIOL-DISULFIDIC N FICAT iN CONDITII
FIZIOLOGICE SI PATOLOGIA HEPATICA EXPERIMENTALA

3.1. Modificarile histologice in ficat la modelarea cirozei hepatice si a hepatopatiei
toxice. in modelul experimental 1 — ciroza hepaticd, indusd prin administrarea CCla, examenul
macroscopic al ficatului a relevat schimbarea culorii si aspectului suprafetei organului, care se
caracteriza prin culoare gidlbuie si suprafatd micronodulard, specifica etapei de dezvoltare
maxima a cirozel.

La examinarea histologica a probelor de tesut hepatic, s-au observat septuri de tesut
conjunctiv, constituite din fascicule mature de colagen, care formau noduli. S-au evidentiat
straturi fibroase fine in spatiile perisinusoidale ale pseudolobulilor. Tesutul conjunctiv forma
preponderent septuri perilobulare, mai rar fiind depistate in directia porto-centrali. In
hepatocitele pseudolobulilor s-au observat diverse modificari — de la distrofie granulara pana la
distrofie hidropica (vacuolard) si necroza de colicvatie (umeda). Necroza hepatocitelor varia de
la necroza focald, monocelulara, pana la necroza zonald, uneori subtotald a unor lobuli.
Hepatocitele din zonele periferice ale lobulilor prezentau variatii in limite largi atat ca
dimensiuni, cat si ca densitate a citoplasmei. S-au vizualizat nuclee marite, hipercrome, celule
binucleate, precum si celule in stare de mitoza.
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Observatiile examenului histologic au fost confirmate si precizate de rezultatele
determinarii indicilor biochimici. S-a stabilit cresterea continutului de colagen (+30%, <0,05) si
hidroxiprolina (+130%, p<0,001) in tesutul hepatic, micsorarea activitatii ALAT (-41%, p<0,05),
ASAT (-25%, p<0,05), PCE (-43%, p<0,05) si a nivelul proteinei totale (-18%, p<0,01) si a
albuminelor (-13%, p<0,001) in serul sangvin.

In modelul experimental 2 — hepatopatia toxicd, indusd prin administrarea etilenglicolului,
studiul microscopic demonstreaza, ca in o parte de cazuri ficatul pastreaza aspectul general al
structurii lobulare. In cadrul lobulelor cordoanele de hepatocite au orientarea predominant
radiara si sunt separate de sinusoide moderat dilatate. La fel sunt dilatate si venele centrale. in
alte cazuri au fost depistate acumuldri de pigment brun — lipofuscind in citoplasma multor
lupatocite dispuse mozaic in lobulii hepatici, dar predominant in zonele periportale. De
asemenea au fost identificate animale cu trabeculii de hepatocite dezorganizati, majoritatea
hepatocitelor tumefiate, cu tablouri perinucleare si citoplasma granulatd — stare de distrofie
proteica si vacuolara pronuntata. Celulele balonizate au nucleu mic si hipercrom, fara nucleoli. O
parte din celulele hepatice sunt dezintegrate. Printre celulele cu distrofie proteica si vacuolara,
solitar sau in cordoane ramificate, o parte din hepatocite de dimensiuni mici si forme neregulate
au nucleele picnotice, hipercrome, ovale sau alungite si citoplasma omogena si intens oxifila.

Analiza microscopicd a pieselor histologice in colorare cu picro-fuxind demonstreaza ca
procesele de fibroza a organului nu se declanseaza la aceste etape ale experimentului: tesut
conjunctiv (fibre si fascicole de fibre de colagen) se depisteaza doar pe spatiile portale si au
aspect obisnuit pentru aceste animale de laborator.

Studiul biochimic al continutului de colagen si hidroxiprolina in homogenatul hepatic al
animalelor din seria 2 nu a relevat modificari veridice statistic al indicilor fibrozei (colagen si
hidroxiprolina), confirmand rezultatele evaluarii morfologice a organului. Rezultatele aprecierii
activitatii enzimatice a relevat o tendinta de crestere nesemnificativa statistic a activitatii
aminotransferazelor si micsorarea activitatii pseudocolinesterazei cu 80% (p<0,05) , precum si
diminuarea nivelului proteinelor totale plasmatice cu 15% (p<0,001) si a albuminelor sangvine
cu 70% (p<0,001), ce este o dovada a deteriordrii grave a capacitatii proteosintetice a
hepatocitului.

3.2. Influenta CBA autohtoni asupra nivelului de glutation si activititii enzimelor
glutationice in ficat in conditii fiziologice

Administrarea animalelor sanatoase a bazelor Schiff noi, combinatii cu metale 3d, exercita
actiune diferitd asupra indicilor metabolismului glutationic — CMD-4, CMD-8 si CMJ-23
moduleaza nivelul glutationului si formelor redusa si oxidatd a compusului, dar nu influenteaza
activitatea enzimelor glutationice, pe cand CMT-28 si CMT-67 influenteaza preponderent
activitatea enzimatica (figra 3.1).

Toti compusii inclusi in studiu au indus micsorarea nivelului de glutation total si redus.
Continutul de glutation total si GSH a fost diminuat de CMD-4 cu cca 20% (p<0,01 si p<0,001
respectiv), de CMD-8 cu cca 30% (p<0,001, si, respectiv, p<0,01) si de CMJ-23 cu cca 25%
(p<0,001, si, respectiv, p<0,01). Totodatd, nivelul GSSG nu a fost influentat concludent statistic
de CBA cercetati, cu exceptia CMJ-23, care a indus micsorarea cu 48% (p<0,05) a glutationului
oxidat in ficatul animalelor intacte (tabelul 3.1).
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Fig. 3.1. Activitatea glutation reductazei (A), glutation peroxidazei (B) si glutation-S-transferazei
(C) in ficatul animalelor intacte la administrarea CMT-28 si CMT-67 (%)
Nota: Veridicitatea diferentelor comparativ cu lotul martor: * — p<0,05; ** — p<0,01; *** — p<0,001.

Din CBA studiati modificari semnificative statistic ale activitatii GR, G-S-T si
glutaredoxinei nu a indus nici un compus. Totusi, toti CBA luati in studiu determina o tendinta
de diminuare a activitatii GR cu cca 8-18% (p>0,05), a G-S-T cu cca 4-12% (p>0,05) si a
glutaredoxinei cu cca 5-32% (p>0,05). Activitatea glutation peroxidazei nu este influentata de
nici unul din CBA studiati, activitatea enzimei fiind in limitele de 100-106% ale valorilor de
referinta.

Tabelul 3.1. Influenta PSS asupra indicilor metabolismului tiol-disulfidic in ficat in norma

- _ Loturile de studiu
Indicii studiati Martor PSS

Glutation total, umol/g tesut 12,1+0,06 10,8+0,14 (89%)***
GSH, umol/g tesut 11,3+0,03 9,8+0,09 (87%0)***
GSSG, umol/g tesut 0,9+0,07 1,4+0,52 (164%)
GSH/GSSG 12,6+1,1 7,4+0,5 (59%)**
GR, umol/s.g prot. 2,05+0,03 1,65+0,02 (80%)***
G-S-T, nmol/s.g prot. 142,5+14,05 127,7+12,19 (89%)
TrxR, nmol/s.g prot. 84,36+2,92 53,67+6,67 (64%) *
Glutaredoxina, nmol/s.g prot. 31,3+0,46 22,4+0,86 (72%) *
HS-grupe proteice, mol/g prot. 94,4+8,57 83,3+6,91 (88%)

Nota: GSH — glutation redus; GSSG — glutation oxidat; GR — glutation reductaza; G-S-T —
glutation-S-transferaza; TrxR — tioredoxin reductaza.
Veridicitatea diferentelor comparativ cu lotul martor: * — p<0,05; ** — p<0,01; *** — p<0,001.
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Compusii coordinativi ai cuprului amplifica statistic concludent activitatea glutation
reductazei — CMT-28 de cca 2,6 ori (p<0,001), iar CMT-67 de cca 3,3 ori (p<0,001), comparativ
cu valorile identificate la animalele din lotul martor. Activitatea glutation peroxidazei nu este
influentata de CMT-28 (98%) si se mareste dupa administrarea CMT-67 cu 21% (p<0,01).
Totodata, atat CMT-28, cat si CMT-67, administrat animalelor sdndtoase determind diminuarea
statistic concludentd a activititii G-S-T cu, respectiv, 45% (p<0,001) si 40% (p<0,001)
comparativ cu martorul.

La administrarea remediilor cianobacteriene (PSS) animalelor intacte se inhiba activitatea
enzimelor metabolismului glutationului — GR, GPO, G-S-T si TrxR (tab. 1). Totodata rezultatele
studiului efectuat a relevat, ca PSS contribuie la diminuarea continutului atét a glutationului total
(cu 11%, p<0,001), cat si a formei reduse a compusului (cu 13%, p<0,001) 1n ficatul animalelor
intacte. Nivelul glutationului oxidat creste cu 64% comparativ cu valorile martorului dupa
administrarea PSS (p>0,05). Raportul GSH/GSSG este de cca 1,7 ori mai mic compartiv cu cel
identificat la animalele intacte (p<0,01).

3.2. Influenta CBA autohtoni asupra indicilor stresului oxidativ si ai sistemului
antioxidant in ficat in conditii fiziologice

La administrarea PSS animalelor intacte s-a produs un stres oxidativ care s-a manifestat
prin cresterea continutului de NO, HPL, DAM, AIM si PPOA, si diminuarea protectiei
antioxidante — AAT in faza izopropanolica si SOD (tabelul 3.2).

Rezultatele studiului relevd cd administrarea PSS animalelor intacte induce cresterea
nivelului de AIM si PPOA cu respectiv 30% (p<0,01) si 41%
martorului, 1ar continutul de NO creste nesemnificativ cu 11% comparativ cu cele specifice

(p<0,05) peste valorile

animalelor intacte. La fel, nivelul hidroperoxizilor lipidici si ai dialdehidei malonice denota
tendinte neconcludente de crestere cu 30% si 14%, respectiv (p>0,05 in ambele cazuri).

Tabelul 3.2. Influenta PSS asupra indicilor stresului oxidativ
si protectiei antioxidante in ficat in conditii fiziologice

Loturil Proteina ischemi PPOA, AAT in f: GPO,
oturile AGE, rotel a.lsc ev ic m- a,Za soD
de modificata umol/ hexanica nmol/
. uc/g tesut uc/g prot
studiu umol/g tesut g tesut umol/s.g tesut s.g prot
Martor 6,45+0,21 2,05+0,08 13,97+1,55 3,44+0,27 1298+86,5 | 99,9+7,78
100% 100% 100% (100%) (100%) (100%)
PSS 4,2540,31*** 2,66+0,16** 19,65+1,54* 4,1+0,02" 1001+65* | 79,7+1,34*
66% 130% 141% (122%) (77%) (80%)

Nota: AGE — produsele finale de glicare avansata; PIM — proteina ischemic modificata; PPOA —
produsele proteice de oxidare avansata; AAT —activitatea antioxidanta totala; SOD — superoxid
dismutaza; GPO —gsutation peroxidaza
Veridicitatea diferentelor comparativ cu lotul martor: * — p<0,05; ** — p<0,01; *** — p<0,001.

Totodata, nivelul AGE s-a diminuat dupa consumul de PSS cu 34% (p<0,001), ce denota
efectul benefic al PSS de diminuare a glicarii si a propagdrii stresului oxidativ de catre radicalii,

formarea carora este indusa de AGE.

La administrarea PSS se atestd cresterea cu 22% (p<0,05) a nivelului antioxidantilor

hidrofobi, apreciati prin nivelul AAT in faza hexanicd, pe cand valorile antioxidantilor hidrofili
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(AAT in faza izopropanolicd) manifestd o diminuare neveridica cu 20%. Activitatea enzimelor
sistemului antioxidant se micsoreaza la animalele intacte dupa administrarea PSS. Semnificativ
este diminuata activitatea SOD (-27%, p<0,05) si GPO (-20%, p<0,05), iar activitatea catalazei
denota doar o tendinta de micsorare (-9%, p>0,05).

3.3. Modificirile indicilor metabolismului tiol-disulfidic, ai stresului oxidativ si
sistemului antioxidant in ficat in ciroza hepatica indusa de tetraclorura de carbon

Ciroza hepatica indusa de CCly se caracterizeaza prin modificarea semnificativa a nivelului
GSH si GSSG si a activitatii unor enzime ale metabolismului tiol-disulfidic. S-a stabilit
diminuarea semnificativa a nivelului de glutation total (cu 8%, p<0,01) din contul formei reduse
a compusului (-14%, p<0,001) si crestere neconcludenta a valorilor glutationului oxidat cu 49%
(p>0,05) comparativ cu cel specific animalelor martor. In consecinti s-a micsorat deosebit de
important raportul GSH/GSSG de la 12,6+1,1 pana la 7,8+0,6 (p<0,01). Fenomenele atestate
releva utilizarea intensa a glutationului in procesele de neutralizare a radicalilor liberi produsi de
noxa in organismul animalelor experimentale (tabelul 3.3).

S-a identificat scaderea semnificativd a activitatii tioredoxinreductazei (-11%, p<0,05) si
glutaredoxinei (-41%, p<0,001) comparativ cu valorile specifice animalelor intacte. Diminuarea
respectivd s-a soldat cu afectarea oxidativa a proteinelor si scdderea nivelului de grupe tiolice
proteice cu 11% (p>0,05) comparativ cu valorile de referinta stabilite in lotul martor.

Tabelul 3.3. Modificarile indicilor metabolismului tiol-disulfidic
in ficat in ciroza hepaticd indusd de CCly

Indicii studiati Loturile de studiu
Martor CH

Glutation total, umol/g tesut 12,1+0,06 (100%) 11,2+0,19 (92%)**
GSH, umol/g tesut 11,3+0,03 (100%) 10,2+0,19 (86%0)***
GSSG, umol/g tesut 0,9+0,07 (100%) 1,3+0,16 (149%)*
GSH/GSSG 12,6+1,1 (100%) 7,8+0,6 (62%0)**
GR, umol/s.g prot. 2,05+0,03 (100%) 2,17+0,06 (106%)
G-S-T, nmol/s.g prot. 142 5+14,05 (100%) 135,0+4,32 (95%)
TrxR, nmol/s.g prot. 84,36+2,92 (100%) 75,56+0,83 (89%)*
Glutaredoxina, nmol/s.g prot. 31,3+0,46 (100%) 18,6+1,0 (59%0)***
HS-grupe proteice, mol/g tesut 94,4+8,57 (100%) 83,8+7,85 (89%)

NOTA: CH — ciroza hepatica indusi de CCls; GSH — glutation redus; GSSG — glutation oxidat;
GR — glutation reductaza; G-S-T — glutation-S-transferaza; TrxR — tioredoxin reductaza.
Veridicitatea diferentelor comparativ cu lotul martor: * — p<0,05; ** — p<0,01; *** — p<0,001.

Noxa conditioneaza cresterea excesiva a indicilor stresului oxidativ (hidroperoxizilor
lipidici), a produsilor proteici de oxidare avansata, proteineiischemic modificate si produsilor
finali de glicare avansata, precum si 0 reducere a nivelului activitatii antioxidante totale in tesutul
hepatic, atat iIn mediul polar, cat si In cel nepolar, iar cura de tratament cu PSS conduce practic la
normalizarea valorilor acestui indice.
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3.4. Modificirile indicilor metabolismului tiol-disulfidic, ai stresului oxidativ si
sistemului antioxidant in ficat in hepatopatia experimentala indusa de etilenglicol

Studiul a stabilit ca activitatea enzimelor principale ale metabolismului glutationului — GR,
GPO, G-S-T si glutaredoxinei, in ficatul animalelor cu hepatopatie toxica produsa de etilenglicol
nu difera de cea specifica animalelor martor, variatiile fiind cuprinse intre 94-108% (p>0,05).
Totodata, continutul de grupari tiolice proteice s-a majorat statistic semnificativ cu 20% de la
21,99+0,96 mol/g proteina pana la 26,44+1,31 mol/g proteina (p<0,05) (figura 3.2).

S-a stabilit ca patologia modelatd nu afecteaza procesele de oxidare peroxidica a lipidelor,
mentindndu-se la valori specifice martorului continutul de DAM. Nu se modifica nici nivelul de
NO apreciat la animalele cu hepatopatie toxica indusa de etilenglicol. Totodata, creste continutul
de S-nitrozotioli (+31%), ce poate fi consecinta metabolizarii NO produs in exces si implicarea
lui si a metabolitilor in procesele de S-nitrozilare a proteinelor.

Studiul a relevat majorarea importata a AGE (+40%, p<0,05) si mentinerea la valorile de
referintd identificate la animalele intacte a continutului de PIM si PPOA.
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Figura 3.2. Indicii stresului oxidativ in ficat in hepatopatia toxica indusa de etilenglicol (%).
Nota: HT — hepatopatie toxica indusa de etilenglicol; NO — oxidul nitric; DAM — dialdehida
malonica; AGE — produsele finale de glicare avansatd; PIM — proteina ischemic modificata;
PPOA — produsele proteice de oxidare avansata.

Veridicitatea diferentelor comparativ cu lotul martor: * — p<0,05; ** — p<0,01; *** — p<0,001.

Hepatopatia toxicd produsd de administrarea etilenglicolului nu se caracterizeazd prin
schimbari semnificative ale indicilor protectiei antioxidante in ficat. Activitatea SOD ce
neutralizeaza radicalii superoxid anion, se mentine la valorile lotului martor, pe cand activitatea
catalazei si continutul dipeptidelor histidinice denotd tendinta neveridica statistic de crestere cu
27% si, respectiv, 13% (p>0,05). Cresterea nivelului dipeptidelor histidinice poate fi un
mecanism de adaptare orientat spre neutralizarea AGE produse in exces in ficatul animalelor
intoxicate cu etilenglicol.

3.5. Influenta CBA autohtoni asupra indicilor metabolismului tiol-disulfidic, ai
stresului oxidativ si sistemului antioxidant in ficat in ciroza hepatica indusa de tetraclorura
de carbon si hepatopatia experimentala toxica indusa de etilenglicol

In ciroza hepatici indusi de CCls CBA autohtoni exerciti actiune redusa asupra indicilor
studiati: PSS diminueaza nivelul glutationului total, redus si oxidat, precum si activitatea GR;
BioR — sporeste nivelul functional al GR si GPO, iar compusii coordinativi ai metalelor — maresc
nivelul GSH, activitatea GR si GPO, dar o scad pe cea a G-S-T (tabelul 3.4).

15



Administrarea PSS micsoreaza continutul antecedent crescut de GSSG practic pand la
valorile martorului (+8%, p>0,05) si ca rezultat se mareste raportul GSH/GSSG cu 34% (p<0,05)
comparativ cu cel specific animalelor cu hepatopatie.

Tabelul 3.4. Influenta PSS asupra indicilor metabolismului glutationic

sl tiol-disulfidic in ficat in ciroza hepatica

o ] Loturile
Indicii studiati
Martor CH CH + PSS
Glutation total, umol/g tesut | 12,1+0,06 (100%) | 11,2+0,19 (92%)** 10,4+0,41 (82%; 93%)**
GSH, pumol/g tesut 11,3+0,03 (100%) | 10,2+0,19 86%0)*** 9,9+0,09 (88%0; 97%0)***

GSSG, umol/g tesut

0,9+0,07 (100%)

1,30,16 (149%)*

0,93+0,09 (108%; 72%)

GSH/GSSG

12,6+1,1 (100%)

7,8+0,6 (62%)**

10,620,9 (84%; 1349%)"

GR, pmol/s.g prot.

2,05+0,03 (100%)

2,17+0,06 (106%)

2,11+0,03 (103%; 97%)

G-S-T, nmol/s.g prot. 142,5+14,05 (100%) | 135,0+4,32 (95%) 121,6+14,73 (85%; 90%)
TrxR, nmol/s.g prot. 84,36+2,92 (100%) | 75,56+0,83 (89%)* | 47,11+4,26 (56%; 62%) ~**
Glutaredoxina, nmol/s.g prot. 31,3+0,46 (100%) | 18,6+1,0 (59%0)*** | 22,6+1,78 (72%, 122%) ***

SH-grupe proteice, mol/g prot. 94,4+8,57 (100%) 83,8+7,85 (89%) 82,8+9,06 (88%; 99%)

NOTA: GSH — glutation redus; GSSG — glutation oxidat; GR — glutation reductaza; G-S-T —
glutation-S-transferaza; TrxR — tioredoxin reductaza.; CH — ciroza hepatica indusa de CCla.
Veridicitatea diferentelor comparativ cu lotul martor: * — p<0,05; ** — p<0,01; *** — p<0,001.
Veridicitatea diferentelor comparativ cu lotul cu HE: #_ p<0,05; _ p<0,01; o _ p<0,001.

Modificarile concentratiei de GSSG pot fi calificate ca fiind un mecanism de completare a
resurselor nespecifice de protectie antioxidanta celulara la actiunea diferitor agenti prooxidanti si
citotoxici, inclusiv a CClas, si pot fi o consecinta a reducerii compusului la GSH de catre GR.
Activitatea GR nu a suferit modificari la administrarea PSS animalelor cu ciroza hepatica indusa
de CCls. Nivelul functionalitatii enzimei s-a mentinut la valori apropiate de cele specifice
animalelor intacte — 2,11+0,03 (103%, p>0,05), ca si in cazul cirozei hepatice 2,17+0,06 (106%,
p>0,05).

Administrarea BioR, indiferent de doza — 1 sau 2 mg/kilocorp, nu modifica activitatea glutation
reductazei si glutation-S-transferazei in ficatul animalelor cu ciroza hepaticd, dar induce o tendinta
statistic neveridica de crestere cu 25% si, respectiv, de diminuare a cu 1-4% a activitatii enzimelor
mentionate (figra 3.3).

Totodata, remediul cianobacterian BioR exercita actiune importantd asupra activitatiit GPO
in ficatul animalelor intoxicate cu CCls. Atat in doza de 1 mg, cat si de 2 mg la kilogram masa
corporald, BioR amplificd activitatea antecedent scazutd a enzimei de cca 2 ori (p<0,001).
Cresterea produsd de BioR este insuficientd pentru restabilirea activitatii normale a GPO, care
este cu 12-13% (p<0,001) sub nivelul identificat la animalele martor.

Compusii coordinativi ai metalelor exercitd actiune diferita asupra enzimelor studiate.
CMT-28 practic normalizeaza activitatea GR si GPO si o diminueaza pe cea a G-S-T sub valorile
de referinta, pe cand CMT-67 amplifica activitatea GR peste nivelul depistat la animalele intacte,
diminueaza activitatea G-S-T — sub cel normal si nu influenteaza activitatea GPO (figra 3.4).
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Figura 3.5. Influenta coompusilor coordinativi ai metalelor asupra indicilor
metabolismului tiol-disulfidic in ficat in hepatopatia toxica indusa de etilenglicol

Nota: CH — ciroza hepaticd indusa de CCls, HT — hepatopatia toxica indusd de etilenglicol; GR —
glutationreductaza, G-S-T — glutation-S-transferaza; GPO — glutationperoxidaza.

Veridicitatea diferentelor comparativ cu lotul martor: * — p<0,05; ** — p<0,01; *** — p<0,001.
Veridicitatea diferentelor comparativ cu lotul cu HT: # — p<0,05; # — p<0,01; #* — p<0,001.
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Tratamentul cu compusii studiati a animalelor cu hepatopatie toxicd conditionatd de
etilenglicol produce multiple si diverse actiuni asupra indicilor metabolismului tioldisulfidic, a
stresului oxidativ si sistemului antioxidant: a) BioR diminueaza activitatea majoritatii enzimelor
studiate (GR, GPO, G-S-T, SOD si catalazei), nivelul dipeptidelor histidinice si amplifica
procesle oxidative (cresc AGE, PPOA si S-nitrozotiolii); b) toti compusii coordinativi ai
metalelor diminueaza activitatea GR, continutul de S-nitrozotioli si dipeptide histidinice, pe cand
doar CMD-4 — creste continutul de NO si AGE, dar il micsoreaza pe cel al PPOA si S-
nitrozotiolilor, CMD-8 — amplifica activitatea glutaredoxinei si o diminueaza pe cea a catalazei,
si CMJ-23 — ceste continutul de DAM si activitatea GPO (figura 3.5).

Administrarea unor compusi biologic activi (CBA) autohtoni in maladiile hepatice
experimentale induce modificari importante ale dinamicii indicilor investigati. Actiunea
preparatelor studiate asupra indicilor metabolismului tiol-disulfidic, stresului oxidativ si
sistemului antioxidant este selectiva si depinde probabil de gradul de implicare a lor la diferite
studiati cu scopul modularii proceselor metabolice in functie de necesitati.

Elucidarea detaliata a mecanismelor, care stau la baza actiunii CBA autohtoni, va extinde
utilizarii lor in calitate de preparate farmaceutice si totodata ofera noi oportunitati de a explora
obiecte de perspectiva in scopul obtinerii unor noi preparate medicamentoase eficiente.

Biomarkerii functionalitatii sistemului tiol-disulfidic pot fi utilizati pentru a determina
eficienta preparatelor noi autohtone la restabilirea biochimica si functionala a organelor afectate.
Acesti indici ar putea fi folositi in diagnosticul diferentiat, urmarirea tratamentului aplicat si
profilaxia bolilor hepatice.

CONCLUZII GENERALE

1. in conditii fiziologice combinatiile bazelor Schiff noi cu metale 3d — CMD-4, CMD-8
si CMJ-23 determind schimbari ale continutului de glutation total, redus si oxidat, dar nu
actioneaza asupra activitatii enzimelor glutationice, pe cand CMT-28 si CMT-67 moduleaza
preferential activitatea enzimatica [4; 45].

2. Remediile cianobacteriene (PSS) inhiba activitatea enzimelor metabolismului
glutationului (GR, GPO, G-S-T si TrxR) si induc stresul oxidativ care se manifesta prin cresterea
notabila a concentratiei HPL (30%), AIM (30%, p<0,01) si PPOA (54%, p<0,05), si diminuarea
protectiei antioxidante — SOD (23%, p<0,05) si GPO (20%, p<0,05) la animalele sanatoase.

3. Ciroza hepatica experimentald indusd de administrarea de duratd a tetraclorurii de
carbon se caracterizeaza prin diminuarea asociatd a nivelurilor glutationului total (8%, p<0,01) si
a raportului GSH/GSSG (38%, p<0,01), produs de micsorarea GSH si cresterea GSSG;
majorarea notabila a indicilor stresului oxidativ (hidroperoxizilor lipidici, a produsilor proteici de
oxidare avansata si albuminei ischemic modificate), si scdderea nivelului activitatii antioxidante
totale 1n tesutul hepatic, atat in mediul polar, cat si in cel nepolar. Hepatopatia toxica produsa de
intoxicarea cu etilenglicol nu este marcata de modificari semnificative ale indicilor studiati, fiind
inregistratd doar cresterea semnificativa statistic a nivelului HS-grupelor proteice si AGE, si
neconcludenta a S-nitrozotiolilor, dipeptidelor histidinice si a activitatii catalazei [24].

4. Combinatiile bazelor Schiff noi cu metale 3d au demonstrat actiune mai larga si diversa
in hepatopatia experimentalda produsd de intoxicarea cu etilenglicol, comparativ cu ciroza
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hepaticd experimentald indusi de administrarea tetraclorurii de carbon. In hepatopatia toxica
CMD-4, CMD-8 si CMJ-23 au micsorat semnificativ activitatea glutation reductazei si glutation-
S-transferazei si au majorat-0 pe cea a GPO, actiunea asupra altor indici fiind de orientare si
amploare diferitd pentru fiecare compus studiat. In ciroza hepatici experimentald s-a atestat
normalizarea sau cresterea activitatii glutation reductazei si glutation-S-transferazei (CMT-28 si
CMT-67), iar activitatea glutation peroxidazei a fost influentatda doar de CMT-28 [37, 39].

5. CBA autohtoni de origine naturald obtinuti din cianobacteria Spirulina platensis
platensis au produs multiple si diverse actiuni asupra indicilor metabolismului tioldisulfidic, a
stresului oxidativ si sistemului antioxidant in patologia hepatici modelati. In ciroza hepatica
indusa de CCls PSS diminueaza nivelul glutationului total, redus si oxidat, precum si activitatea
GR, iar BioR — sporeste nivelul functional al GR si GPO, pe cand in hepatopatia toxica
conditionatd de etilenglicol BioR diminueazd activitatea majoritdtii enzimelor studiate (GR,
GPO, G-S-T, SOD si catalazei), nivelul dipeptidelor histidinice si amplifica procesele oxidative,
confirmat prin cresterea AGE, PPOA si S-nitrozotiolilor [5, 9, 10].

6. Actiunea CBA autohtoni studiati asupra indicilor metabolismului glutationului, tiol-
disulfidic, stresului oxidativ si a sistemului antioxidant este selectiva si posibil depinde de gradul
lor de implicare la anumite etape ale evolutiei patogenetice a patologiei ficatului, oferind

e iwy e

functie de necesitatile particulare impuse de dinamica procesului patologic.

RECOMANDARI PRACTICE
Se recomanda utilizarea:

1.  modelului hepatopatiei toxice induse de administrarea etilenglicolului paralel cu
modelul clasic al cirozei hepatice produse de tetraclorura de carbon, in calitate de model de
testare experimentald in laborator a patologiei hepatice in studiile stiintifice ale maladiilor
ficatului si a noilor compusi cu proprietati biologic active, potentiale medicamente;

2. indicilor noninvazivi biochimici — ai metabolismului glutationic (nivelul glutationului
redus si oxidat, activitatea GR, GPO, G-S-T) si tiol-disulfidic (glutaredoxina, tioredoxin
reductaza) pentru aprecierea starii functionale a ficatului si monitorizarea evolutiei procesului
patologic si a eficacitdtii tratamentului la pacientii cu maladii hepatice de geneza toxica si cu
ciroza hepatica, ce va avea un impact pozitiv prin eficientizarea tratamentului aplicat si reducerea
complicatiilor;

3. micrometodelor optimizate de cercetare a metabolismului glutationic, tiol-disulfidic, a
stresului oxidativ si sistemului antioxidant in laboratoarele de diagnostic clinic de laborator cu
determindrilor, ce va eficientiza diagnosticul precoce si diferentiat al maladiilor ficatului;

4. rezultatelor cercetarilor drept fundament pentru aprofundarea si diversificarea
studiului experimental, preclinic al compusilor biologic activi autohtoni si extinderea lui la
nivelul clinic si pentru transferul tehnologic cu scopul producerii unor noi medicamente
eficiente.
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ADNOTARE
Andronache Lilia, ,,Influenta unor compusi biologici activi autohtoni asupra ciclului
glutationic in norma si in patologia hepatica experimentald”. 315.01 — Biochimie Medicala,
Chisinau, 2016.
Lucrarea cuprinde 116 pagini si este constituitda din: introducere, 3 capitole, concluzii si
recomandari practice. Teza este ilustrata cu 16 tabele si 27 figuri, 10 anexe. Bibliografia contine
239 de surse stiintifice. Rezultatele obtinute sunt publicate in 11 lucrari stiintifice.
Cuvinte-cheie: compusi biologici activi, glutation, enzime glutationice, metabolism tiol-
disulfidic, ciroza hepatica, hepatopatie toxica experimentala.
Domeniul de studiu: biochimie, hepatologie, medicina de laborator.
Scopul studiului constd in evaluarea mecanismelor biochimice ale actiunii unor compusi
biologici activi autohtoni (CBA) asupra ciclului glutationic, a unor indici ai metabolismului tiol-
disulfidic in hepatopatiile experimentale, argumentarea eficientei aplicdrii lor, optimizarea
metodelor de diagnostic biochimic pentru urmarirea eficientei tratamentului aplicat.
Obiectivele cercetarii: Studierea principalelor modificari ale enzimelor glutationice §i a unor
indici ai metabolismului tiol-disulfidic la actiunca CBA autohtoni noi (baze Schiff noi,
combinatiile lor cu metale 3d si remedii de origine cianobacteriand) in conditii fiziologice si la
modelarea patologiilor hepatice.
Metodele de cercetare stiintifica: Evaluarea continutului de glutation, a activitatii enzimelor
glutationice (glutationreductazei, glutationperoxidazei, glutation-S-transferazei) si a indicilor
metabolismului tiol-disulfidic.
Noutatea si originalitatea stiintificii: In premierd au fost elucidate mecanismele de actiune a
CBA asupra metabolismului tiol-disulfidic cu valori normale si patologiile hepatice. Testarea
actiunii CBA asupra ficatului la sobolani cu HP si s-a constatat eficienta lor in recuperarile
dismetaboliilor provocate de administrarea noxelor.
Semnificatia teoretica: Elucidarea mecanismelor fine, care stau la baza actiunii CBA largesc
cunostintele teoretice despre proprietatile biologice a unui sir de CBA autohtoni noi si, totodata,
medicamentoase eficiente.
Valoarea aplicativa: CBA pot fi folosite in medicina practicd pentru estimarea dinamicii
modificarilor metabolismului intermediar pe baza unor markeri biochimici noninvazivi, precum
si drept baza pentru transferul tehnologic la producerea unor noi medicamente eficiente.
Implementarea rezultatelor: Rezultatele cercetarilor au fost implementate in procesul didactic
la catedrele Biochimie si Biochimie clinica si Diagnostic de laborator clinic ale [P USMF
»Nicolae Testemitanu”, activitatea laboratoarelor Institutului Cardiologic si Centrul Republican

de Control Extern al Calitatii.
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PE3IOME
Anpaponake Jluius, ,,Bianusinue 0M0JI0rn4ecKy AKTUBHBIX COeIMHEHNUI IIUKJIA IIyTATHOHA
B HOpPMe M NPH IKCIEPUMEHTAJIBLHON NATOJIOTHM Ie4YeHH”, NUCCEePTAalisl HAa COMCKaHHUe
Y4éHOH cTeneHH NOKTOpa MeanuuHbl, Knmunes, 2016.
Pabora npezncrasnena Ha 116 cTpaHuiiax MeyaTHOrO TEKCTa, COCTOMT W3 BBENEHUS, 3-X IJIaB,
BBIBOJIOB U MPAKTUYECKUX peKoMeHAauui. bubaunorpadus Brirouaer 239 HayyHbIX HCTOYHHUKOB.
Pabora mmmoctpupoBana 16 tabmumamu, 27 pucyHkamud u 10 mpunokeHusiMu. Pe3ynbraThi
UCCIIeI0BaHMs ObUIH OITyOJIMKOBaHbI B 11 HAYYHBIX CTAThsX.
KiroueBble c10Ba: OMOJOIMYECKM AaKTUBHBIE COEAMHEHUs, IVIyTaTHOH, (DEpMEHTHl IMKIa
[NIyTaTUOHA, THOJ-IUCYIb(PUIHBIA OOMEH, HUPPO3 NEUEHH, IKCIEPUMEHTAJIbHbIE [eIIaTONaTHH,.
O6aacTh Hcceie10BaHUA: OMOXUMHUS, TEMATOIOTHs, JJA0OpaTOpHAs MEUIIMHA.
Leab wuccaeA0BaHUsA: BBISIBUTh OHOXMMHYECKHE MEXAHM3MBI JCHCTBHUS OWOJIIOTHYECKU
akTuBHBIX coequHeHud (BAC) Ha 1muKa TINIyTaTHOHA, THOJ-AUCYIb(QHUIHBIA OOMEH npu
skcnepuMeHTanbHbIX renaronatusx (I'TI), aprymentupoBars 3pPeKTUBHOCTE UX NPUMEHEHHMS,
ONTUMU3UPOBATh  OMOXMMHUYECKHE JAMArHOCTUYECKUE  METOJbl  UCCIEIOBaHUS JUIs
MOHHUTOPH3AIMU YPPEKTUBHOCTH JICUCHHUS.
3agaum mcciaeJ0BAHMSA: U3YYUTh OCHOBHBIC U3MEHEHHUs (DEPMEHTOB LIMKJIA TIyTaTHOHA, THOJI-
qucynbduaHoro Mmerabonau3Ma INpU BoO3AeHCTBUM oTedecTBeHHbIX BAC B HOpMme U mpu
MOJIEJIMPOBAHUH ATOJIOIUU [TEYEHHU.
Marepnanbsl M MeTOAbl HCCJIEJOBAHMSA: OLIEHKA COJEp)KaHUs TJIyTaTUOHA, AKTUBHOCTU
(depMeHTOB  IiIyTaTHOHA  (TJIYTaTHOHPEAYKTa3bl, IJIyTaTHOHIEPOKCUIA3bl, TIIyTaTHOH-S-
TpaHcgepasbl), TOKa3aTeIu THOI-TUCYIb()UIHOTO OOMEHa.
HayuHass HOBU3HA: BIEpBbIC BBIICHEHbI MEXaHU3MbI JeHCTBUS oTedecTBeHHbIX BAC Ha THOI-
TUCYIb(GUIHBIA OOMEH MPHU MOJIETMPOBAHUY M1aTOJIOTUN MeUeHHu. Y cTaHoBlIeHa 3 (HEKTUBHOCTh
IPUMEHEHHs YKa3aHHbIX BemiecTB mnpu [Tl, koropoe mposBIAIOCH B BOCCTaHOBICHUU
METa0O0IMYECKUX HApYILIEHUH B IEUEHHU SKCIIEPUMEHTAIbHBIX KUBOTHBIX.
Teopernueckasi 3HaYUMOCTD: [lonydeHHbIE pe3yabTaThl PACIIMPSAIOT TEOPETUUECKHUE 3HAHUS O
OMOJOTMYECKUX CBOMCTB psifia HOBBIX TaKKe MpEAJaraeT HOBbIE BO3MOXKHOCTHU JUIsI U3Yy4EHUs
00BEKTOB NEPCHEKTUBY JJIS IOIyUYeHHsI HOBBIX 3(h(h)EeKTUBHBIX JIEKAPCTBEHHBIX MPENAapaToB.
IIpuxknagHas 3HAYMMOCTB: BBISICHEHHE TOHKMX MEXAaHU3MOB, JIEKAIIMX B OCHOBE JEHCTBUS
psga otedecTBeHHbIX BAC pacmmpsiioT TeopeTHdeckue 3HaHUS 00 HuX OHOJOTMYECKHX
CBOMCTBaX, a TakXXe OTKPBIBAIOT HOBbIE MEPCIEKTUBBI I TMOdydeHHUs S()PEKTUBHBIX
JIEKapCTBEHHBIX MIPENApaTOB.
BHeapeHue B NPAKTHKY: Pe3yJbTaThl UCCIIEIOBAHUS ObUTM BHEIPEHbI B yUeOHBIH Mpoliecc Ha
kadeapax buoxumun u knmuHuyeckor onoxumuun u Knmmandaeckoit JlabopatopHoit Jlnarnoctuku
l'ocymapctBenHoro  MenunuHckoro u  ®PapMmaineBTHYECKOro  YHuBepcutera ,,Hukomnae
Tecremunany” PecnyOonuku MonnoBa, paboty naboparopuii Mucturyra Kapauonoruu u

Pecny6nmkaHCKOTo IEHTpa BHELTHETO KOHTPOJIS KauecTBa.
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SUMMARY

Andronache Lilia’s PhD thesis in medicine, ,,Influence of local biologic active compounds
on glutathione cycle in normal conditions and experimental liver pathology” Chisinau,
2016.

Thesis structure: 116 pages; introduction, 3 chapters, conclusions and practical
recommendations; 16 tables, 27 figures, 10 annexes; the bibliography index quotes 239 sources.
The results were published in 11 scientific works.

Key Words: biologic active compounds, glutathione, glutathione cycle enzymes, thiol-disulfide
metabolism, liver cirrhosis, experimental hepatopathy.

Domain of research: Biochemistry, hepatology, laboratory medicine.

The aim of the study: The research of the biochemical mechanisms of action of local biologic
active compounds (BAC) on glutathione cycle, thiol-disulfide metabolism in experimental
hepatopathy, argumentation of their efficient application, optimization of diagnostic methods for
monitoring of the effectiveness of treatment.

Objectives of the research: To study the changes in the main glutathione enzymes cycle,
indices of thiol-disulfide metabolism on action of the local BAC (Schiff base and their
combinations with metal 3d, and remedies of the cyanobacterian origine) in physiological
condition and in experimental liver pathologies.

Methodology of the research: Evaluation of the content of glutathione, glutathione enzymes
activity (glutathione reductase, glutathione peroxidase, glutathione-S-transferase) and thiol-
disulfide metabolism indices.

Novelty and originality of the research: The mechanisms of action of BAC on glutathione
enzymes activity and thiol-disulfide metabolism in hepatic pathologies were elucidated for the
first time. Testing BAC action on the liver and kidneys of rats with HP has found their
effectiveness in recoveries of the metabolic disorder in these pathologies.

Theoretical value: Elucidation of fine mechanisms that underlie action BAC expand theoretical
knowledge about the biological properties of a number of new local BAC also offers new
opportunities to explore objects perspective to obtain new effective medicinal preparations.
Applied value: BAC can be used in medical practice for estimating the dynamics of
intermediary metabolism changes based on non-invasive biochemical markers, as well as a basis
for technology transfer to production of new effective drugs.

Implementation of the results: The results of the research have been implemented in the
teaching process of the Chairs of Biochemistry and clinical biochemistry and Clinical Laboratory
Diagnostics of "Nicolae Testemitanu"” State University of Medicine and Pharmacy (Republic of
Moldova), diagnostic process in the laboratories of Institute of Cardiology and of the Republican
Centre of External Quality Control.
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